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Was Sie iiber die Struktur von
Antikorpern wissen sollten:
Eine kurze Einfiihrung.

Was ist ein Sekundarantikérper?
Welche Vorteile hat der Einsatz von
Sekundarantikorpern gegeniiber an-

deren Nachweismethoden.

1. Schritt:
Primdrantikérper aus iiber 20 Spe-
zies kdnnen mit unserer Auswahl an
Sekundarantikorpern erkannt werden.

2. Schritt:
Neben Sekundarantikérpern aus Ziege
und Esel stehen 9 andere Spezies zur
Auswahl.

3. Schritt:

Das Format definiert welche Molekiil-
form der Sekundarantikérper hat. Fab-
Fragmente sind fiir spezielle Anwen-
dungen optimiert (Beispiele ab Seite 8).

4. Schritt:
Die Spezifitat definiert welcher Teil des
Primarantikérpers vom Sekundaran-
tikérper erkannt wird.

5. Schritt:

Die Auswahl des an den Sekundaran-
tikérper gekoppelten Reportermolekiils
ermoglicht den Einsatz in unterschiedli-

chen Methoden.

6. Schritt:
Adsorption verhindert eine Kreuzreak-
tivitdt mit Primarantikdrpern anderer
Spezien und ist die Voraussetzung fiir
erfolgreiche Mehrfachmarkierungen.
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Antikorperaufbau

1gG als Referenzstrukur fiir Immunglobuline
Antigen

Ein Immunglobulin G (IgG) besteht aus je zwei identi- Binding Site

schen leichten (,L“ight) bzw. schweren (,H“eavy) Poly-
peptidketten, die durch kovalente Disulfidbriicken ver-
bunden sind. Der untere Bereich wird als Fc-Fragment
(fragment crystallizable) bezeichnet. Die beiden Arme,
die jeweils aus dem oberen Teil der H-Kette und einer Light Chain
L-Kette gebildet werden, heiRen Fab-Fragment (antigen
binding fragment). Die leichten Ketten bestehen aus
jeweils einer variablen (VL) und einer konstanten Doma-
ne (CL). Die schweren Ketten hingegen haben jeweils
eine variable und drei konstante Domanen. Bezeichnet
werden diese analog als VH und CH1, CH2, CH3.

VL
— Fab-

Fragment

Fc-
~ Fragment

Hinge-Region

CH3

Weitere Immunglobulin-lsotypen bzw. Klassen Heavy Chain

In Saugern lassen sich fiinf Immunglobulinklassen, die
auch als Isotypen bezeichnet werden, unterscheiden

(IgG, IgA, IgM, IgE und IgD). Abb. 1: Schematische Darstellung eines Immunglobulin G (IgG)

Die Unterschiede zwischen den Isotypen liegen innerhalb
der H-Ketten. So haben IgM und IgE neben Unterschieden
in der Peptidsequenz eine zusatzliche konstante Domane
(CHA4), im Vergleich zu den drei konstanten Domanen bei
IgG und IgA. Letzteres wird zudem auch als Homodimer IgA IgMi
exprimiert, welches lber eine J-Kette (Joining Peptide /
Joining Chain) verbunden ist. IgM hingegen wird als Pen-
tamer gebildet und enthilt ebenfalls eine J-Kette.

Dariiber hinaus werden IgG und IgA noch in vier bzw.

zwei Subklassen eingeteilt, die untereinander geringere

Unterschiede in der H-Kette aufweisen, als dies zwischen CHal
den Hauptklassen der Fall ist. Te—

Varianten der leichten Kette (k und A)

Unterschiede sowohl zwischen den Haupt- als auch den
Subklassen treten ausschlieflich im Bereich der H-Ketten
auf. Im Bereich der L-Ketten gibt es zwei Varianten (k und
A). Dabei Giberwiegt die k-L-Kette im Normalserum stark.
Struktur der Antikorper aus Kameliden Kameliden 1gG2/3
Kameliden besitzen unter den Sdugetieren einzigartige

IgE
IgG-Subklassen. Im Serum dieser Tiere befindet sich
neben dem konventionellen IgG1 (klassischer Aufbau), VHH
IgG2 und IgG3. Diese besitzen weder leichte Ketten
noch CH1 Doménen in den schweren Ketten (Abb.2). Die CH2
CH4

Schwere-Ketten-Antikérper haben eine geringe GroRe, CH3
sind duBerst stabil und zeigen eine hohe Spezifitdt und
Affinitdt zum jeweiligen Antigen.

Abb 2: Schematische Darstellung von Immunglobulinen der
Klasse A, 1gM, IgE und Kameliden 1gG2 bzw. 3
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Was sind
Sekundarantikorper?

Was ist ein Sekundarantikorper?

. . . o . Direkter Immunnachweis
Die Bezeichnung Sekundarantikorper basiert auf Ihrer

funktionellen Eigenschaft, andere Antikorper als Antigen
zu erkennen. Die Antikorper, die von einem Sekundaran- 'y
tikorper erkannt werden, werden in Analogie dazu Pri- ®

.. - Primarantikorper-
maérantikorper genannt. P

Konjugat
Immunmarkierungen mit nur einem Antikérper werden
auch als direkte Immunmarkierungen bezeichnet. Der
Primédrantikorper ist dabei in der Regel direkt an ein Antigen ‘
Reporter-Molekiil gebunden. Dies kann ein (Fluores-

zenz-)Farbstoff oder ein Enzym sein, welches ein Substrat
in einen Farbstoff umsetzt. Antikorper, die kovalent mit
einem Reporter bzw. Marker verbunden sind, werden als
Konjugate bezeichnet.

Geringerer Zeitaufwand,
da 1-Schritt-Protokoll

Bei Mehrfachmarkierungen keine Probleme

Im Gegensatz dazu werden Methoden, bei denen ein o= e
durch Kreuzreaktivitat von Sekundarantikdrpern

Sekundarantikérper zur Erkennung eines anderen Anti-
korpers herangezogen werden, als indirekte Markierun-

gen bezeichnet Schwécheres Signal / geringere Sensitivitat,

da keine Signalverstarkung
Sekundéarantikérper werden hergestellt, indem Tiere mit

Immunglobulinen oder Teilen von Immunglobulinen als
Antigen immunisiert werden. Die Art der Immunisierung
und die anschlieRende Aufreinigung der resultierenden
Antikorper ist dabei entscheidend fir die Spezifitat der
Sekundéarantikorper.

Geringere Flexibilitat, da direkt konjugierte
Antikoérper bendtigt werden

Indirekter Immunnachweis
Welche Vorteile hat der Einsatz von Sekund&arantikor-

pern gegeniiber anderen Nachweismethoden?

Gegenliber dem direkten Nachweis hat die Verwendung ®

von Sekundéarantikérpern Vorteile. Da in der Regel meh- @ ® ) -

rere Sekunddrantikorper an einem Primarantikérper Sekundarantikérper-
binden kénnen, kommt es zu einer Signalverstarkung @ Konjugat

im Vergleich zu direkten Methoden. Zudem bietet der
Einsatz von Sekundéarantikérpern ein hohes MaR an Fle-

xibilitdt, da nicht jeder Primarantikdrper direkt markiert o -
sein muss. Primarantikorper

Insbesondere bei indirekten Mehrfachmarkierungen,

miissen aber die Reagenzien sorgfaltig ausgewahlt und ‘ Antigen
aufeinander abgestimmt werden, um fundierte Ergeb-

nisse zu gewahrleisten.
Hohe Flexibilitat: 1 Sekundarantikdrper
flir viele Primarantikorper einsetzbar

Hohere Sensitivitat / Signalverstarkung
Bei Mehrfachmarkierungen ist genaue

Planung notwendig

Hoherer Zeitaufwand, da 2-Schritt-
Protokoll

0000
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1. Schritt:

m Gegen welche Spezies soll der Sekundarantikorper gerichtet sein?

Speziesreaktivitat

Dies ist in der Regel die Spezies, aus der der Primaran-
tikdrper stammt. Nur in wenigen Ausnahmefallen ist es

sinnvoll, kreuzreagierende Antikdrper gegen eine ver- Affe Alpaka
wandte Spezies einzusetzen.
Antikérper gegen Hamster IgG

Nahezu alle monoklonalen Antikérper aus

Hamstern stammen von Maus-armenischen Alpaca

Hamster-Hybridomen. Die von diesen Hybrido-

Hamster Hund
men produzierten IgG sind also ,,armenische” und nicht
,Syrische” 1gG. Die meisten kommerziell erhéltlichen
polyklonalen anti-Hamster IgG-Antikérper sind gegen
syrische Hamster-IgG gerichtet und detektieren mono-
Canine

Auswahl der Speziesreaktivitaten

klonale Antikérper aus armenischem Hamster daher Hamster Chicken
nicht so wirkungsvoll wie anti-armenische Hamster IgG. Kaninchen Rotze
Nachweis von Antikdrpern aus Schaf, Ziege und Rind

Zwischen IgGs aus Schaf, Ziege und Rindern

besteht weitgehend Homologie, so dass gegen

Ziege generierte Sekundarantikérper auch fir
die Detektion von Priméarantikérpern aus dem Schaf/
Rind verwendet werden kénnen. Anti-Schaf-Antikérper
eignen sich auch fir den Nachweis von Primarantikor-
pern aus Ziege/Rind.

Meerschweinchen

=,

Guinea Pig

Schwein

L om o

Porcine

Die Nomenklatur unserer Antikorper hilft Thnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Speziesreaktivitat
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2 . Schritt:

“ Aus welcher Wirtsspezies soll der Sekundarantikérper stammen?

Wirtsspezies

Erfahrungsgemal sind Antikérper aus der Ziege oder dem
Esel fiir den Nachweis von Primdrantikdrpern der meisten

. . Auswahl an Wirtspezies fiir Sekundarantikérper
Spezies geeignet.

Bei indirekten Mehrfachmarkierungen mit unkonjugier- o Bei Mehrfachmarkierungen sollten
ten Priméarantikdrpern sollten alle Sekundéarantikérper- alle Sekundarantikdrper aus der
Konjugate aus derselben Wirtsspezies stammen, damit gleichen Spezies stammen!

Kreuzreaktionen der Sekundarantikérper untereinander
vermieden werden. Stark prdadsorbierte Antikérper (siehe
auch Schritt Adsorption) aus dem Esel sind zwar spezifi-
scher als die weniger adsorbierten Sekundéarantikérper
aus anderen Wirtsspezies, kénnen aus diesem Grund aber
auch weniger sensitiv sein. Um Hintergrund zu reduzieren, eignet sich
o zum Blockieren Normalserum aus der gleichen

Bei Mehrfachmarkierungen sollte der

o Sekundarantikdrper gegen weitere Spezies, die
zusatzlich nachgewiesen werden, adsorbiert
sein (s. Schritt Adsorption)!

Antikérper aus Rind zum Nachweis von Ziege-Ig

\EDNS

v 4

Spezies, aus der die Sekundarantikérper stam-
Reagenzien, die im Labor verwendet werden, kénnen in men, am besten!
gilt zum Beispiel flr FCS in Zellkulturmedien, Milchpulver
in Western Blot-Anwendungen oder BSA als Stabilisator Alpaka
fir Proteine und Antikdrper. Beim Nachweis von Primar-
antikérpern aus der Ziege kann das aufgrund der engen
Verwandschaft von Ziege und Rind Probleme verursachen.
Zum Nachweis von Ziege-Primarantikdrpern ohne Kreuzre- A

paca
von Jackson ImmunoResearch (805-xxx-180). Kaninchen Lama
Antikérper aus dem Alpaka
Antikorper aus dem Alpaka eignen sich ebenfalls als Sekun-
darantikdrper, wenn Reagenzien bovine IgGs enthalten.
Zudem befinden sich im Serum von Kameliden neben dem Llama

Rind

Diese besitzen weder leichte Ketten noch CH1 Domdnen
in den schweren Ketten (s. Abschnitt Sekundarantikor-
geringe GroRe, sind dullerst stabil und zeigen eine hohe
Bovine

vielen Fallen Immunglobuline aus dem Rind enthalten. Dies
aktion mit Rind empfehlen wir Rind-anti-Ziege Antikérper BRnkey Gillicken
konventionellen 1gG1 (klassischer Aufbau), IgG2 und IgG3.
perstruktur). Die Schwere-Ketten-Antikérper haben eine
Ziege

Spezifitdat und Affinitdit zum jeweiligen Antigen. Diese
Eigenschaften machen sie fir den Einsatz als Sekundaran- schwein
tikdrper besonders geeignet.

Sollen Antigen-Antikorper-Komplexe von anderen Kompo- I }
nenten mittels Protein A-Agarose getrennt werden, wer- Porcine Goat
den vorzugsweise Kaninchen-Antikdrper eingesetzt. Diese
binden besser an Protein A als Antikérper aus Ziege oder

anderen Spezies. IgG aus Ziege, Schaf und Esel (aber auch
aus Kaninchen) binden gut an Protein G.

Immunprazipitation mit Kaninchen-Antikorpern

Die Nomenklatur unserer Antikérper hilft IThnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Wirtsspezies
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Antikorperformat des Sekundarantikorpers: Gesamtmolekiil (H+L),
F(ab‘)2- oder Fab-Fragment?

3. Schritt:

m Struktur des Sekundarantikérpers:

Gesamtmolekiil (H+L), F(ab‘)2- oder
Format Fab-Fragment?

Das 1gG-Gesamtmolekiil ist die am haufigsten verwen-
dete Antikérperform und fir die meisten Anwendungen
am besten geeignet.

Durch enzymatischen Verdau von IgG-Gesamtmolekilen
(s. Abbildung) lassen sich Antikorper-Fragmente gewin-
nen, die ber besondere Eigenschaften verfligen und
sich deshalb in einigen Anwendungsbereichen besser als
Nachweisreagenzien eignen als Gesamtmolekiile.

F(ab‘)2-Fragmente werden verwendet, wenn verhin-
dert werden soll, dass der Sekundarantikérper an Fc-
Rezeptoren auf Zelloberflachen bindet, um eine dadurch
mogliche Hintergrundfarbung zu vermeiden. Sie haben
bessere Diffusionseigenschaften, da sie kleiner als
Gesamtmolekiile sind und kénnen nicht tiber den Fc-Teil
aggregieren. Beide Eigenschaften konnen fiir spezielle
Anwendungen von Vorteil sein.

Monovalente Fab-Fragmente werden zur Blockierung
und Doppelmarkierung von Priméarantikérpern aus der-
selben Spezies oder als Blockierungsreagenzien gegen
endogene Immunglobuline in Zell- und Gewebefarbun-
gen eingesetzt, bei denen Gewebe und Primarantikérper
aus derselben Spezies stammen. Da Fab-Fragmente nur
eine antigenbindende Stelle haben (monovalent), kon-
nen diese, nachdem sie ihr Zielmolekiil gebunden haben,
keine weiteren Antikérper binden.

Antiseren gegen IgG-Gesamtmolekille (anti-IgG(H+L))
werden vor allem fiir den Einsatz als Briickenantikérper
bei der PAP- und APAAP-Methode empfohlen.

"33 Calibre | Bjozol

® SCIENTIFIC

Auswahl des Antikérperformats

Optimal fir die
meisten Anwendungen
(Bivalent)

Gesamtmolekiil
(H+L)

Verringerter Hintergrund:
Keine Interaktion mit Fc-
Rezeptoren

F(ab‘)2
Fragment

Bessere Diffusion: Kleiner
als 1IgG(H+L)

Gute Antigenbindung: Zwei
Antigen-Bindungsstellen
(bivalent)

Fir spezielle Methoden: Hat
nur eine Antikérper-

/ Bindungstelle (monovalent)

Fab I Wegen geringer Bin-

Fragment dungstarke nicht zu empfeh-
len fir Standardfarbungen.

Der Einsatz von F(ab‘)2-Fragmenten verhin-
o dert nicht das Binden des Primarantikorpers

an Fc-Rezeptoren! Das Blocken mit Normal-
serum, das aus derselben Wirtsspezies wie der Sekun-
darantikdrper stammt, ist in diesem Fall nicht immer
erfolgreich. Bei durch Fc-Rezeptoren verursachtem
Hintergrund kénnen Sie mit IgG- oder IgG-Fragmenten
der Spezies, aus der das untersuchte Material stammt,
blockieren und mit einem gegen diese Spezies praad-
sorbierten Sekundarantikorper arbeiten.

Abbildung: Proteolyti-
sche Vorbehandlung von

limitierter weiterer Antikérpern mit Papain
Pepsin-Verdau Pepsin-Verdau flihrt zur Spaltung in zwei

Normal IgG F(ab‘)2-Fragmente

monovalente  Fab-Frag-
mente und ein Fc-Frag-
ment. Die proteolytische
Behandlung mit Pepsin
ergibt ein verkiirztes Fc-
Fragment und ein bivalen-

Fab-Fragmente tes F(ab‘)2-Fragment.

(monovalent)

Die Nomenklatur unserer Antikérper hilft IThnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Format
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zum Blockieren und zur Markierung .: SCIENTIFIC

Beispiel A: Verwendung eines konjugierten Fab-Fragments *ess Calibre ‘ Biozol

Unterscheidung von zwei Primarantikérpern aus derselben Spezies

Anwendungen
fur Fab-Fragmente Antikérper aus Kaninchen:  Antikdrper aus Ziege: Antikérper aus Maus:
Kaninchen anti-Antigen X Ziege anti-Kaninchen 1gG (H+L) Maus anti-Ziege I1gG (H+L)
(adsorbiert gegen Ms, Hu und Rb Serumproteine)
(S ]
Kaninchen anti-Antigen Y Ziege Fab-Fragment Maus anti-Kaninchen (H+L)
anti-Kaninchen IgG (H+L) (adsorbiert gegen Ms, Hu, Go und Sh Serumproteine)
Kaninchen IgG von
nicht immunisierten Tieren Farbstoffe (Label): . Fluoreszenzlabel 1 (griin) . Fluoreszenzlabel 2 (rot)
0 Inkubation mit dem ersten

. y Primarantikorper (anti X).

®eoe
S, 0 Inkubation mit einem Uberschuss an
a e B¢ : Fab-Fragment-Antikdrper, der mit
] .‘ q PS Label 2 konjugiert und gegen den
@ e p Primarantikorper gerichtet ist.
‘A v
¢e
[}
® 29 @
@ o Detektion des zweiten Primaranti-
e ) . korpers (anti Y) mit konventioneller
* indirekter Immunfluoreszenz.
Y

Alternativ kann die Methode auch adaptiert werden, indem in Schritt 1 ein direkt konjugierter Primarantikdrper an-
o stelle des unkonjugierten Primarantikdrpers verwendet wird und dieser dann in Schritt 2 mit einem unkonjugierten
Fab-Fragment blockiert wird.

Es konnen héhere Konzentrationen an Fab-Fragment-Antikérpern erforderlich sein, um ein vollstandiges Blockieren

0 des ersten Primarantikérpers zu erreichen. Sollte dies zu einem starkeren Hintergrund fiihren, kann eine geringere
Konzentration an konjugiertem Fab-Fragment Antikdrper eingesetzt werden und danach zusatzlich mit unkonjugiertem
Fab-Fragment blockiert werden.

Achtung: Aggregate von konjugierten Fab-Fragmenten kdénnen sich als polyvalente Molekiile verhalten und so den
o zweiten Primdrantikorper binden. Eine unerwiinschte falsch positive Darstellung des zweiten Antigens kann die Folge
sein.
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mithilfe eines Fab-Fragments .: SCIENTIFIC

Beispiel B: Uberfiihren eines Primérantikérpers in eine ,,andere Spezies” 444 Calibre ‘ BiOZOI

Uberfiihren eines Primirantikdrpers in eine ,,andere Spezies” mithilfe eines Fab-Fragments

Anwendungen
fur Fab-Fragmente Antikérper aus Kaninchen:  Antikdrper aus Ziege: Antikérper aus Maus:
Kaninchen anti-Antigen X Ziege anti-Kaninchen 1gG (H+L) Maus anti-Ziege I1gG (H+L)
(adsorbiert gegen Ms, Hu und Rb Serumproteine)
(S ]
Kaninchen anti-Antigen Y Ziege Fab-Fragment Maus anti-Kaninchen (H+L)
anti-Kaninchen IgG (H+L) (adsorbiert gegen Ms, Hu, Go und Sh Serumproteine)
Kaninchen IgG von
nicht immunisierten Tieren Farbstoffe (Label): . Fluoreszenzlabel 1 (griin) . Fluoreszenzlabel 2 (rot)

Inkubation mit dem ersten
Primarantikorper (anti X).

A i

“ Inkubation mit einem Uberschuss an

p unkonjugiertem Fab-Fragment-Antikor-
q per, der gegen den ersten Primadranti-
. y korper gerichtet ist

Inkubation mit einem Tertidrantikorper,
/\ der mit Label 1 konjugiert ist
anti-IgG(H+L) oder F(ab')2-Fragment
und gegen das Fab-Fragment gerich-
tet ist. Wichtig ist hierbei, dass der
Tertidrantikorper weder die Spezies der

> beiden Primarantikérper noch die des
A Y zweiten Sekundirantikérpers erkennt.

A
o -k
X

Inkubation mit dem zweiten Primar-
/\ antikérper (anti-Y) und Inkubation mit

dem zweiten Sekundarantikérper, der
mit Label 2 konjugiert ist. Dieser er-
kennt weder die Spezies der Fab-Frag-

mente noch die des Tertidrantikérpers.

Das Testen verschiedener Konzentrationen bei jedem Schritt oder der Wechsel der Reihenfolge der einzelnen Schritte

o kann das Ergebnis beeinflussen. Auch das Blockieren mit dem entsprechenden Normalserum zwischen den Schritten
kann helfen, die Hintergrundfarbung zu minimieren. Der Erfolg dieser Strategien erfordert eventuell einige empirische
Versuche.
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Was soll der Sekundarantikorper erkennen (Spezifitat)?

4, Schritt:

Was soll der Sekundar-

—— antikorper erkennen?
Spezifitat

Fir immunologische Assays werden groRtenteils poly-
klonale Antikérper vom Typ I1gG (z. B. aus Kaninchen,
Ziege, Huhn etc.) oder monoklonale Antikérper aus
Maus, Ratte oder auch Hamster, die aus B-cell Hybrido-
men gewonnen werden, eingesetzt. Sekundarantikérper
sollen dabei eine moglichst hohe Sensitivitat fir diesen
Primarantikorper haben.

In der Regel ist dies ein Sekundarantikorper, fur dessen
Gewinnung als Immunogen ein Gesamtmolekil IgG(H+L)
eingesetzt wurde. Dieser erkennt eine Vielzahl von Epito-
pen auf Antikérpern verschiedener Klassen und Subklas-
sen. (s. Abbildung links)

Soll in einem geplanten Assay nur ein Primarantikér-
per erkannt werden und sind Immunglobuline anderer
Klassen oder Subklassen kein Storfaktor, wie dies in
den meisten Anwendungen der Fall ist, ist die Spezifitat
IgG(H+L) normalerweise am besten geeignet.

Haufig sollen in einem Experiment mehrere Priméranti-
korper aus unterschiedlichen Spezies gleichzeitig nach-
gewiesen werden (Mehrfachmarkierungen). In diesem
Fall muss eine kreuzweise Erkennung verhindert werden.
Dies geschieht iiber die Adsorption von Antikérpern
(MinX s. Schritt 6). Die optimale Spezifitat fiir jeden der
Sekundéarantikorper ist dann immer noch IgG(H+L).

Zur oben genannten Regel gibt es Sonderfalle und Aus-
nahmen die auf den nachsten Seiten erértert werden:

Nachweis von klassenspezifischen Antikérpern
bei gleichzeitiger storender Anwesenheit von
Antikoérpern anderer Klassen oder gleichzeitiger
Nachweis von Antikérperklassen.

Nachweis von monoklonalen
bestimmter Subklassen.

Antikorpern

Gleichzeitiger Nachweis von monoklonalen Anti-
korpern unterschiedlicher Subklassen aus der
gleichen Spezies.

c GleichmaRige Erkennung von Antikérpern ver-
schiedener Subklassen.

D Nachweis von leichten Ketten ohne stérende
Erkennung der schweren Kette.

"33 Calibre | Bjozol
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Beispiel: Spezifitdt des Antikorpers Maus IgG(H+L)

Immunogen: IgG(H+L)

Y

1gG(H+L)

Erkennung
/ 4 Light Chain
K A
lgG1 IgG2A lgG2B IgG3

Die Tierspezies (z.B. Ziege), in der das Antiserum gewon-
nen werden soll (,Wirt“), wird mit aufgereinigtem
Immunglobulin oder Immunglobulinteilen der entspre-
chenden Zielspezies immunisiert. In der Regel werden
die Immunglobuline, die zur Immunisierung verwendet
werden, aus Gesamtserum gewonnen, dh. die Zusam-
mensetzung der einzelnen Subklassen und Teile ent-
spricht der Normalverteilung im Serum der Spezies.

Antiserum von mit IgG(H+L) immunisierten Tieren ent-
halt Antikérper, die sowohl gegen die leichte als auch
gegen die schwere Kette des IgG-Molekils gerichtet
sind. Dieses Antiserum reagiert sowohl mit den F(ab‘)2-
Anteilen als auch mit dem Fc-Anteil des IgG. Anti-IgG
reagiert deshalb auch sehr gut mit anderen Immunglo-
bulinklassen (IgM, IgA, IgE), da diese dieselben leichten
Ketten (k und A) haben. Anti-IgG(H+L) Antikorper, die
nicht praadsorbiert sind (siehe Schritt 6), besitzen ca.
40% - 60% Reaktivitdt mit leichten Ketten. Bei hoch
adsorbierten anti-IlgG(H+L) Antikérpern kann diese
wesentlich geringer ausfallen. So bindet z.B. Katalog-Nr.
705-XXX-147 nur zu 9% - 30% an leichte Ketten.

Die Nomenklatur unserer Antikérper hilft IThnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Spezifitat
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Welche Sonderfille gibt es bei der Auswahl der Spezifitat

Spezifitat - Sonderfille

>

(VA v

4. Schritt:

Welche Sonderfille gibt
es bei der Auswahl der
Spezifitat

Nachweis von klassenspezifischen Antikérpern bei
gleichzeitiger storender Anwesenheit von Antikdrpern
anderer Klassen oder gleichzeitiger Nachweis von
Antikérperklassen

anti-lIgG-Fc-Fragment

Die Immunisierung (z.B. der Ziege) mit aufgereinigtem
IgG Fc-Fragment (z.B. aus Maus/Mensch) fuhrt zu Anti-
korpern, die hochspezifisch die schwere Kette des IgG-
Molekiils detektieren. Da die Unterschiede der verschie-
denen Immunglobulinklassen im Bereich der schweren
Kette liegen, lassen sich hier sehr gut IgG, nicht aber IgM,
IgA und IgE nachweisen. Diese Fc-Fragment-spezifischen
Antikérper werden zuséatzlich gegen F(ab‘)2-Fragmente
praadsorbiert. In einigen Fallen wird zudem eine mogli-
che Kreuzreaktion gegen IgM und IgA (anti-Human) oder
nur gegen IgM (anti-Maus, anti-Ratte) durch weitere
Praadsorption(en) minimiert. Diese Antikorper (anti-
Human, anti-Maus, anti-Ratte) sind durch , Fcy” gekenn-
zeichnet. Sie weisen weniger als 1% Restaktivitat gegen
leichte Ketten oder IgM bzw. IgA auf.

anti-IgM (p-Kette), anti-IgM Fc5p

Zur Herstellung von IgM-spezifischen Antikérpern wird
die Wirtsspezies (z.B. Ziege) mit aufgereinigtem IgM
(Maus und Ratte) oder Trypsin-verdautem, gereinigten
IgM Fc5u (Human) immunisiert. Nach affinitatschroma-
tographischer Reinigung werden die anti-Maus und anti-
Ratte I1gM (u-Kette)-spezifischen Antikérper gegen 1gG
adsorbiert. Die anti-Human IgM Fc5u werden gegen I1gG
und IgA adsorbiert. Die anti-lgM-spezifischen Antikérper
weisen in der Regel weniger als 1% Restaktivitdt gegen
IgG oder leichte Ketten auf.

anti-IgA (a-Kette) / anti-IgE (s-Kette)

Antikorper reagieren mit der schweren Kette von IgA
oder IgE und sind gegen andere Subklassen adsorbiert,
so dass keine nennenswerten Kreuzreaktionen mit ande-
ren Klasssen wie IgG oder IgM auftreten.

Nachweis von monoklonalen Antikérpern bestimmter
Subklassen.

Gleichzeitiger Nachweis von monoklonalen Antikér-
pern unterschiedlicher Subklassen der gleichen Spezies

Subklassenspezifische anti-Maus Antikérper gegen
1gG1, IgG2a, IgG2b, IgG2c und IgG3

Diese Antikorper sollten aufgrund ihrer hohen Spezifitat
nur eingesetzt werden, wenn eine Unterscheidung von
Maus-Subklassen erforderlich ist.

"33 Calibre | Bjozol
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Beispiel: Spezifitdt des Antikorpers Human IgG (Fc)

' Immunogen: IgG(Fc)
1gG Fc- “
Fragment
Erkennung
Light Chain

i

IgA IgE
Anti-IgG (Fc) Antikorper reagieren nicht mit
allen 1gG-Subklassen gleich gut wie anti-IgG-
F(ab‘)2-Fragment-spezifische Antikérper. We-

gen des geringen Prozentsatzes an Antikdrpern gegen

die seltenen IgG-Subklassen (IgG3 und IgG4) sollten
zum Nachweis dieser Subklassen besser anti-IgG(H+L)
oder anti-IgG F(ab‘)2-Antiseren verwendet werden.

BIOZOL GmbH | info@biozol.de | order@biozol.de | www.biozol.de

11



12

Welche Sonderfille gibt es bei der Auswahl der Spezifitat

Spezifitat - Sonderfille

(>

4, Schritt:

Welche Sonderfille gibt
es bei der Auswahl der
Spezifitat

GleichmaRige Erkennung von Antikérpern verschiede-
ner Subklassen

anti-IgG F(ab‘)2-Fragment

Diese Antikorper werden durch Immunisierung mit auf-
gereinigtem F(ab‘)2-Fragment des Gesamt-lIgG gewon-
nen. Da der Anteil an schwerer Kette des F(ab‘)2-Frag-
ments nur sehr schwach immunogen wirkt, erhalt man
auf diese Weise Antikorper, die, abhédngig vom Grad ihrer
Praadsorption (siehe Schritt 6), zu mehr als 60% gegen
die leichte Kette gerichtet sind. Anti-F(ab‘)2-Fragment
Antikorper werden zusatzlich gegen 1gG Fc-Fragment
praadsorbiert und reagieren deshalb nur mit dem Fab-
Teil des IgG.

Mit diesen Immunreagenzien lassen sich alle Ig-Klassen
und Subklassen (IgM, 1gG1-4, IgA, etc.) relativ gleich-
maRig nachweisen. Diese Antikdrper sind also optimal
geeignet, wenn alle Ig-Klassen unabhangig von der
Subklasse nachgewiesen werden sollen oder wenn nicht
sicher ist, welcher Klasse der Primdrantikorper angehort.

anti-IgG + IgM (H+L) / anti-IgG + IgM + IgA (H+L)

Um eine gleichmaRige Reaktivitdt zu erreichen, werden
diese Produkte durch Mischen verschiedender Antikor-
per gegen die einzelnen Klassen hergestellt. In einer
Mischung von anti-IgG + I1gM (H+L) variiert die Reaktivi-
tat mit leichten Ketten von 30% bis 45%. Die anti-lgM-
Gesamtreaktivitat (einschlieBlich gegen leichte Ketten) in
der Mischung liegt ca. zwischen 55% - 70%.

Nachweis von leichten Ketten ohne storende Erkennung
der schweren Kette

Anti-leichte Kette-spezifische Antikorper

Anti-IgG leichte Kette-spezifische Antikorper reagieren
mit nativen Primarantikdrpern, die zur Detektion von
Proteinen in Western Blots eingesetzt werden.

Bei geeigneter Verdiinnung reagieren sie im Blot nicht
mit der reduzierten und denaturierten schweren Kette
(50 kDa) des IgG-Molekiils, zum Beispiel bei Proben die
aus Immunprazipitationsversuchen (IP) stammen, bei
denen groRRe Mengen der denaturierten schweren Kette
das Zielprotein iberdecken kénnen.

Anti-Light Chain Antikdrper haben eine starke

Reaktivitdat mit nativen leichten IgG-Ketten,

die Sensitivitat bei reduzierten/denaturierten
Formen kann aber verringert sein. Fir eine sensitive /
guantitative Detektion von leichten IgG-Ketten im Wes-
tern Blot sind sie nicht geeignet.

BIOZOL GmbH | info@biozol.de | order@biozol.de | www.biozol.de
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Beispiel: Spezifitdt des Antikorpers 1gG F(ab‘)2-Fragment

Immunogen: F(ab')2-Fragment

\/

N\

1gG F(ab')2-
Fragment

Erkennung

lgG1

lgG2 Light Chain
\g{ 1gG3 / / &

IgG4 S

IgA IgE

Da das jeweilige Antiserum (z.B. aus der Ziege)

Uberwiegend gegen leichte Ketten des k-Typs

gerichtet ist, ist die Sensitivitdit von anti-
F(ab‘)2-Fragment Antikérpern bei der Erkennung von
Primarantikdrpern, die leichte Ketten vom A-Typ tragen,
eingeschrankt.

Fiir einen Nachweis der Maus IgG-Subklassen
mit annahernd gleicher Sensitivitit empfeh-
len wir den Ziege anti-Maus IgG (Subklassen
1, 2a, 2b und 3) Fcy-Fragment-spezifischen Antikérper
(Katalog-Nr. 115-XXX-164), der eine ausgeglichene-
re Reaktivitdt gegeniliber diesen Subklassen besitzt.

kDa
MW

B

50

25 Light Chain
Mouse IgG
ug/well - 1 2 5 10 20

Nachweis von Maus 1gG mit Anti-Maus IgG(H+L) (115-
035-003) (A) und Anti-Maus Light-Chain-spezifischem
Antikérper (115-035-174) (B). Der Leichte-Kette-
Antikorper ermoglicht den Nachweis von Zielproteinen
bei 50 kDa, die sonst Uberdeckt sind (Abb. Jackson
ImmunoResearch)
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5. Schritt:

“ Welche Konjugation soll der Sekundarantikérper haben?

Konjugation

Die Wahl der Konjugate hangt von der eingesetzten Methode und der gewiinschten Art der Detektion ab (enzymatisch,
verstarkt, direkt, etc.). Insbesondere bei den Fluoreszenzfarbstoffen ist darauf zu achten, dass die notwendigen Anre-
gungsquellen und Filter zur Verfliigung stehen. Fir fluoreszenzbasierte Methoden in der Immunhisto- und Zytochemie
empfehlen wir Ihnen generell photostabile Farbstoffe wie Carbocyanine (z.B. Cy2, Cy3, Cy5) oder AlexaFluor® traditio-
nellen Farbstoffen (z. B. FITC, TRITC) vorzuziehen. Einige der Farbstoffe sind auch fiir die Superresolution Mikroskopie
geeignet. Fir STED eignen sich die Farbstoffe Alexa Fluor 488, FITC und Alexa Fluor 594, fiir STORM eignen sich die
Farbstoffe Alexa Fluor 488, FITC, Cy3, Alexa Fluor 647, Cy5 und Alexa Fluor 790.

Reporter / Label fiir verschiedene Anwendungen und empfohlene Verdiinnungen

Flow Cytometry

Unkonjugiert 10-20 pg/ml
Cy2, FITC 1:50 - 1:200 1:50 - 1:200 1:50-1:200
cys 1:100 — 1:400 1:100 — 1:400 1:100 - 1:400
— o
DyLight-/Alexa 1:100 - 1:800 1:100 - 1:800 1:100 - 1:800
Konjugate, Cy3
Alexa®-680- / ) )
790 Konjugate 1:50.000 — 1:200.000
Phycoerythrin 1:50 — 1:200 1:50 — 1:200 1:50 — 1:200
Peroxidase (HRPO) 1:5.000 - 1:100.000 1+>:000~1:100.000 o651 5 000 1:500 — 1:5.000
(non-ECL)
1:10.000 —1:200.000
(ECL)

Alkalische Phosphatase 1:5.000 -1:50.000 1:5.000 -1:50.000 1:500 - 1:5.000

Biotin fiir Nachweis mit

- Streptavidin-

. 1:200 - 1:1.000 1:200 - 1:1.000 1:200 - 1: 1.000
Fluoreszenzkonjugat
- Enzym-konjugiertes 1:20.000 — 1:20.000 — . . . .
Streptavidin 1:400.000 1:400.000 1:500-1:5.000 1:500-1:5.000
4 nm Gold 1:20-1:200
6 & 12 nm Gold 1:20-1:40
18 nm Gold 1:10-1:20

Die Nomenklatur unserer Antikérper hilft IThnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Konjugation
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5. Schritt:
Fluorophore Anregungs- und Emissionsmaxima von Fluoreszenzfarbstoffen
Konjugation Enzymkonjugate und Substrate

Die Auswahl der Fluorochrome fiir Inmunfluoreszenzfarbungen ist abhangig von:

1. der Einstellung und der Ausstattung des Instrumentes, z.B. Verfligbarkeit von Lichtquellen, Filtersets und
Detektionssystemen.

2. dem gewlinschten Grad der Farbtrennung bei Mehrfachfluoreszenz-Markierungen: Rhodamin Red-X, Alexa
Fluor 594 oder Alexa Fluor 647 geben beispielsweise eine bessere Trennung von Alexa Fluor 488 oder FITC
als Cy3.

3. dem Expressionsgrad des Antigens: flr gering exprimierte Antigene ein leuchtintensiveres Fluorochrom als
fiir stark exprimierte Antigene auswahlen.

4. der erforderlichen Sensitivitdt. So sind Alexa Fluor 488, Cy3, Alexa Fluor 594 und Alexa Fluor 647 leuchtin-
tensiver als FITC, Cy2, TRITC, Rhodamin-Red X, Texas Red und Cy5.

A llen: UV Laser Violett Laser Blauer Laser Gelber Laser Roter Laser Far Red Laser
NIEGUNBSQUENEN: (350 nm) (405 nm) (488nm)  (561nm) (640 nm) (750 nm)
Emissionsfilter Beispiel: | | 450/30 | 450/30 | 650/30| 670/40 720/40 | 780/60

DyLight”405

Alexa Fluor® 594
APC

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 680

Alexa Fluor® 790

Wellenlange
(nm) 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Ubersicht tiber géngige Fluoreszenzfarbstoffe, Anregungsquellen und Emmisionsfilter (Abb. Jackson ImmunoResearch).

Enzyme und haufig eingesetzte Substrate:

Enzym Substrat ‘ Produktfarbe Enzym |Substrat ‘ Produktfarbe
BCIP/NBT dunkelblau-violett DAB braun
Alkalische Fast Red rot (intensivrot) HRPO AEC rotbraun
Phosphatase
Neufuchsin | rosarot (fuchsinrot) TMB dunkelblau

Die Nomenklatur unserer Antikorper hilft Thnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

Konjugation
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6. Schritt:

“ Welcher Grad der (Prd)-Adsorption ist fiir meinen Sekundarantikérper erforderlich?

Adsorption

Prinzipiell kdnnen Ig-spezifische Antikdrper gegen eine bestimmte Spe-
zies mit Immunglobulinen und Serumproteinen anderer Spezies mehr
oder weniger stark kreuzreagieren. Deshalb werden Antikorper teil-

Ziege weise gegen Immunglobuline und Serumproteine einer oder mehrerer
anti-Human Serum

Fremdspezies praadsorbiert, wodurch eine Kreuzreaktivitdt mit Mole-
kiilen dieser Spezies weitgehend beseitigt wird (Kreuzreaktivitat < 1%).
Diese haben dann eine ,minimierte Kreuzreaktivitat” (minimal cross-
reaction to (MinX)) bzw. werden als adsorbiert gegen ... bezeichnet.

=
oat

I Adsorbierte Antikorper werden empfohlen, wenn die mogliche Anwe-

Y I senheit von Immunglobulinen einer anderen Spezies im Versuchsansatz

Y Y Pt zu Kreuzreaktionen fiihren kann.

Falls Antikdrper mit unterschiedlichen Praadsorptionen zur Auswabhl
stehen, sollte beriicksichtigt werden, dass Antikérper, die gegen nahe
verwandte Spezies adsorbiert wurden, z.T. eine stark reduzierte Epi-
toperkennung aufweisen und deshalb einige monoklonale Antikérper
nur noch schwach erkennen. Dies gilt insbesondere fiir anti-Maus 1gG
(adsorbiert gegen Ratte), anti-Ratte IgG (adsorbiert gegen Maus) oder
Y anti-(arm.)Hamster I1gG (adsorbiert gegen Maus, Ratte).

Y Gegen eng verwandte Spezies pradadsorbierte Antikdrper reagieren
moglicherweise mit einigen IgG-Subklassen (v. a. 1gG2b, IgG2c und
IgG3) nicht gut. Dies gilt besonders flr die Subklassen, die weitestge-

“ Affinitatsauf- o hend homolog mit der Spezies sind, gegen die praadsorbiert wurde. So
reinigung lber sollte beispielsweise anti-Maus 1gG, das gegen Ratten-IgG praadsorbiert
Saulen- ) e—‘ wurde, nur eingesetzt werden, wenn ein Primarantikérper aus
chromatografie Mouse der Maus a) in Rattengewebe, welches Ratten-Immunglobuli-

Y ne enthélt, oder b) in anderen Geweben zusatzlich zu einem
I Primarantikdrper aus der Ratte nachgewiesen werden soll.

Y Rinderserumalbumin (BSA) und Trockenmilch aus Rind enthal-
ten meist Verunreinigungen boviner Immunglobuline, welche

mit anti-Rind, anti-Ziege, anti-Pferd und anti-Schaf 1gG Anti-

Y Y kérpern reagieren. Daher kann die Verwendung von BSA und/
oder Trockenmilch zur Blockierung oder Verdiinnung dieser
Sekundarantikorper die Hintergrundfarbung signifikant erho-

hen oder den Antikorpertiter reduzieren. Um dieses Problem

Ziege anti- zu umgehen, empfiehlt sich die Verwendung von speziell IgG-freiem BSA
- Human von Jackson ImmunoResearch (z.B. Katalog-Nr. 001-000-161). Um eine
(minX Maus, Y Y Kreuzreaktivitat mit Milchpulver, BSA oder FCS zu verhindern, empfeh-
Kaninchen) Y len wir zum Nachweis von Ziege-Primarantikdrpern Sekundarantikorper
Y aus dem Rind (805-xxx-180).
Y Y Y Abbildung: Beispiel der Adsorption von Anti-Human Antikérpern aus Ziege. Das
Y Ausgangsserum enthalt kreuzreaktive Antikérper gegen Maus und Kaninchen (A).
Y Y Y Durch eine saulenchromatographische Aufreinigung gegen Serumproteine aus
Maus und Kaninchen (B) enthélt die aufgereinigte Fraktion nur noch Antikérper,
Y Y die gegen humane Antikérper gerichtet sind (C): Die Antikorper sind adsorbiert

gegen Maus und Kaninchen (MinX Ms, Rb).

Die Nomenklatur unserer Antikérper hilft IThnen, sich bei der Auswahl zu orientieren!

MinX Bo,Ck,Go,Gp,Hm,Ho,Hu,Rb,Sh

Adsorption
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In unserer Sekundarantikérper-
Online Suche finden Sie eine groRe
Auswahl von Sekundarantikérpern

verschiedener Hersteller. Fir mehr
als 10.000 Antikorper der wichtigsten
Anbieter haben wir fir Sie die
Produktbezeichnungen vereinheitlicht und wir stellen lhnen
erweiterte Filterfunktionen zur Verfigung, die lhnen die
Auswahl und Vergleichbarkeit von Nachweisreagenzien
deutlich vereinfacht.

Das Sekundarantikorper-Portal
ist umgezogen

Die erweiterten Filter umfassen Gesamt-IgG und (Fab’)2-
Sekundarantikdrper namhafter internationaler Hersteller wie
Jackson ImmunoResearch, Southern Biotech und Rockland
Immunochemicals, aber auch 1.500 qualitativ herausragende
Produkte unter der BIOZOL-Marke dianova.

Sie haben trotzdem noch Fragen? Unser wissenschaftliches
Beratungsteam hilft Ihnen gerne weiter. Wir beraten gerne!

9

Im Sekundarantikérper-Portal finden Sie unter anderem Sekundarantikérper folgender Hersteller
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