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Kurzfassung:

Die im Latex (Milchsaft) vom Kautschukbaum (Hevea brasiliensis) eingebetteten Proteine und
Peptide zeigen sich bei sensibilisierten Personen als potente Allergene. Um die allergene Wirkung
von Latex basierten Produkten herabzusetzten, kdnnen neue Herangehensweisen untersucht
werden, welche sich auf die Immobilisierung und Quervernetzung der Proteinmatrix
konzentrieren.

In dieser Diplomarbeit wird daher das allergene Potential von kovalent modifiziertem Latex
Produkten studiert. Funktionale Gruppen die in der Lage sind die im Latex enthaltenen Allergene
zu modifizieren, werden anhand von Modellreaktionen mit Cysteamin Uberpriift.

Im Speziellen werden die Produkte dabei zunachst mittels SDS-Page und MALDI-TOF auf den
Rubber Elongation Factor (REF bzw. Hev b 1) und das Heveins (Hev b 6.02) getestet.

Die chemische Modifikation des Heveins wurde als Beispiel fiir die Reduktion des allergenen
Potentials an Latexproteinen zugrunde gelegt. Der Latex wurde dabei mit unterschiedlichen
Reagenzien behandelt. Zur Anwendung kamen Divinylsulfon, Cyanurchlorid,
Dichlormethoxytriazin, Glutaraldehyd, Triacryloylhexahydrotriazin, Triallyltriazintrion sowie
Glucose und Fructose. AnschlieRend wurden mit modifiziertem Latex Prototypen hypoallergener
Handschuhe gefertigt und das allergene Potential dieser Handschuhe untersucht. Eine
erfolgreiche Modifikation trat bei Behandlung mit Divinylsulfon und Triacryloylhexahydrotriazin
ein.

Abstract:

Proteins derived from the milky latex of the rubber tree (Hevea brasiliensis) are a major source of
allergens in sensitized individuals. In order to reduce the allergenic potential of latex-based
products, new methodologies to modify latex proteins, based on immobilization and crosslinking
of the protein matrix and the introduction of reactive and process-compatible functional groups
were examined.

Precursors that are able to modify these allergens in a covalent manner were examined by
carrying out model reactions with Cysteamine. Specifically, by utilizing SDS-PAGE and MALDI-TOF
the modification of rubber elongation factor (REF or Hev b 1) and Hevein (Hev b 6.02) were
characterised.

Chemical modifications of hevein were carried out in order to reduce the allergenicity of latex
proteins. Specifically, modifications with Divinylsulfone, Cyanuric chloride,
Dichlormethoxytriazine, Glutaraldehyde, Triacryloylhexahydrotriazine, Triallyltriazintrione as well
as Glucose and Fructose have been carried out. In the end modified hypoallergenic latex
prototype gloves were produced. These were subsequently screened by various methods - such
as the FITkit® method et al. - regarding their allergenicity. Successful modifications were obtained
by using Dinvinylsulfone and Triacryloylhexahydrotriazine.
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1 Einleitung

Als Latex wird fiir gewohnlich der Milchsaft des Kautschukbaums (Hevea brasiliensis) bezeichnet.
_ _ Der daraus gewonnene Naturgummi (engl. natural
rubber Abk. NR) ist ein elastisches Polymer, welches auf
dem 1,4-cis-Polyisopren (Abb.1) basiert. Nach der
Entdeckung der Vulkanisation, 1839 durch Charles
Goodyear, konnte aus dem Kautschuk viskoelastisches

* === et

Gummi gewonnen werden. Durch die im Latex

L Jn

Kautschuk
cis-1,4-Polyisopren

enthaltenen Proteine und Peptide kann es bei manchen
Menschen zu allergischen Reaktionen kommen.

Die hierfir hauptverantwortlichen Allergene sind zum
Abb.1 Struktur von Kautschuk Beispiel das Hevein und Hevein-artigen-Domaéanen. Beide
sind moglicherweise sogar fir Kreuzallergien (Latex
Frucht Syndrom) wie Bananen, Kiwi, Kastanien und Avocado verantwortlich. Diese strukturell

dhnlichen Domanen nennt man dann Panallergene.

Der Latexsaft wird aus Milchréhren nach Anzapfung des Baumes als cytoplasmische kolloidale
Suspension gewonnen. In dieser sind dann auch Organellen, Proteine, Serum und nicht-Gummi
Partikel enthalten. Die Latexpartikel sind an der Oberfliche negativ geladen.’

Eine ganze Reihe von Allergenen wurde durch das Allergen Nomenklatur Subkomitee im Latex
anerkannt. Verantwortlich fiir das Ausldsen einer Allergie ist wiederholter und langanhaltender
Kontakt mit den im Latex enthaltenen Allergenen. Das allergene Potential hdangt nicht nur von den
einzelnen Allergenen ab, sondern auch von deren Konzentration und der Art der Exposition.’

Wichtig ist nicht nur die Messung der Allergene an der dulReren Oberflache des fertigen Gummis,
sondern im gesamten Endprodukt an sich; genauer gesagt der 16sliche Anteil. Dazu eignet sich vor
allem der FITkit®-Test, der ein eingetragenes Warenzeichen der Firma ICOSAGEN AS ist und die
vier Hauptallergene, Hev b 1 (REF engl. rubber elongation factor), Hev b 3, Hev b 5 und Hev b 6.02
(Hevein) untersucht.
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Das Hevein und seine
Vorlaufer, die Hevein
artigen Domdnen, sind
die dominierenden
Proteine in der
Latexmilch. Hevein selbst
entsteht durch
Abspaltung aus dem 20
kDa grolRen Prohevein
und ist aus 43
Aminosduren aufgebaut,
wobei acht davon Cystein
sind. Letztere bilden
dabei alle
Disulfidbriicken aus. Die
Tertidrstruktur wurde
mittels
Rontgenstrukturanalyse
und NMR-
Untersuchungen geklart,
und ermoglicht somit

dessen Darstellung, wie
in Abb. 2 ersichtlich wird.
Abb.2 Hevein Struktur PDB Code 4WP4 und 1Q9B Das Hevein enthalt eine
dem Toxin-Agglutinin-

Faltungsmotiv entsprechende Struktur mit eng angeordneten Disulfidbindungen. Damit zahlt es
zu der Gruppe der Chitin bindenden Abwehrproteine, wie auch das Lectin und die Endochitinasen.
Untersuchungen mit Hevein, das aus frischer, mit Ammoniak versetzter Latexmilch gewonnen
worden ist, konkretisieren und ergdnzen das Ergebnis, dass Hevein ein Schutzprotein des
Gummibaumes mit Chitin bindenden Eigenschaften ist. Somit ist es das erste Latexprotein, dessen
Allergenitat sowohl in vivo, als auch in vitro an einem grofReren Kollektiv von Latexsensibilisierten
Patienten untersucht worden ist. Die 3D-Struktur des Heveins ist durch vier Disulfidbriicken
stabilisiert und enthalt sowohl helikale, als auch B-Faltblattstrukturen. Lést man die
Disulfidbriicken hat dies eine Anderung der rdumlichen Struktur zur Folge, wodurch die Fahigkeit
zur Antikérperbildung verloren geht.> Hevein (Hev b 6.02) ist eines der Haupt IgE bindenden
Allergene im Latex und Gummiprodukten. Allerdings gibt es keine Reaktion, wenn dieses
modifiziert ist. Die allergene Wirkung ist sowohl strukturell, als auch funktionell bedingt und
basiert somit auf einer biologischen Aktivitat. Nichtsdestotrotz gibt es auch Isoformen des
Heveins, welche in ihren Aminosduren mutiert sind.* AuRerdem dient Hevein bei der spezifischen
Immuntherapie zur Behandlung allergischer Patienten. Dabei werden anaphylaktische
Nebenwirkungen durch Einsatz von Isoformen vermieden. Etwa 70% der Patienten, die auf Latex
allergisch sind, reagieren auch auf das Hevein. Modifizierte Heveine weisen drastisch verringerte
IgE Bindungsfahigkeiten auf, und sind somit geeignet fiir den Einsatz in der Immunotherapie.’ Es
konnte gezeigt werden, dass Hevein sogar antimykotische bzw. antifungizide Eigenschaften
besitzt.® In der Tat ist Hevein an der Koagulation des Latex beteiligt.” Indessen dhnelt Hevein
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einem Lectin aus der Brennnessel und zeigt in vitro antifungale Eigenschaften, die extrem
hitzebestdndig sind. Es ist eines der Haupt Proteine in den Lutoiden, den kleinen Vakuolen
Organellen. Auf Grund der GroRe ist es dem Hevein moglich Plasmamembranen zu Gberwinden,
und so Uber Quervernetzung an Chitin-Ketten zu binden.? Es spielt somit fir den Schutz der
Pflanze vor Pilzbefall eine wichtige Rolle.’

Latexallergie ist ein ernstes Problem, dass praventive MaBnahmen erfordert durch Reduktion der
Allergene, um die Sensibilisierung zu minimieren. Die Allergene sind dabei Antigene die eine
Immunreaktion im Kérper auslosen. Die Symptome reichen dann von harmlosem Juckreiz bis hin
zu lebensbedrohlichen anaphylaktischen Schocks.™

Die Sensibilisierung auf Latex und dessen Endprodukte ist ein ernstes Gesundheitsproblem, vor
allem im Gesundheitswesen, wo diese Produkte zum Einsatz kommen. Des Weiteren bei
Patienten mit Spina bifida, einer neuronalen Fehlbildung am W.irbelspalt. Diese Patienten
reagieren oft empfindlich auf den REF, der somit ein wichtiges Latexallergen darstellt.

Natdlrlicher Latex ist eine komplexe Mischung aus verschiedenen Substanzen wie Gummipartikel
(30-40%), Proteinen (~3%) und Wasser (55-65%). ** Bis dato wurden bereits 186 verschiedene
Proteine im Gummi identifiziert."> Von den etwa 240 - durch zweidimensionale Gelelektrophorese
separierbaren - Polypeptiden zeigen nur etwa 25% eine Reaktion mit IgE-Antikorpern. Demzufolge
kéonnen bei einer Latexallergie eine Vielfalt an Proteinen beteiligt sein, die zu allergischen
Reaktionen fiihren.™

Aber nicht nur der fertige Gummi an sich, sondern auch die an der Oberfliche zugesetzten
Lubrikanzien, wie zum Beispiel Maisstarkepuder, enthalten die Allergene. Diese konnen dann
auch als Aerosole auf die Schleimhdute und somit auch in die Lunge gelangen. Die
Sensibilisierungswege sind sehr vielfaltig und die genauen Ursachen bis dato ungeklart.

Die im Gummi enthaltenen Proteine sind im Allgemeinen wasserunloslich, werden aber durch die
Stabilisierung mittels Ammoniak zum Teil 16slich. Ein weiterer Effekt durch den Zusatz an
Ammoniak ist das Aufbrechen der Organellen im Latex. Die vom Latex induzierten allergischen
Reaktionen werden vor allem von wasserldslichen Proteinen induziert. Die Proteine in ungeloster
Form sind im fertigen Gummi allgegenwartig, trotzdem sind diese durch Wasser oder Schweif
nicht Gbertragbar.

Durch den Zusatz von Ammoniak in der Produktion werden die Latex-Proteine in ihrer
urspriinglichen Konformation geandert und es entstehen Fragmente. Ammoniak wird vor allem
fiir die Stabilisierung des Latex verwendet. Durch diesen Zusatz werden einige der Allergene
wasserloslich, allerdings werden sie aber dann im Herstellungsprozess so hohen Temperaturen
ausgesetzt, dass sie denaturieren. Die unl6slichen Proteine sind in fertigen Latexprodukten
allgegenwartig.™

Latex ist bisweilen noch immer der beste Rohstoff fiir Untersuchungshandschuhe auf Grund
seiner ausgezeichneten Dehnbarkeit, seiner Barriere- und anderen physikalischen Eigenschaften.
Eine wichtige Eigenschaft von Latex ist sein Koagulationsverhalten. Diese Eigenschaft besitzt er,
weil die in ihm enthaltenen Proteine zueinander diffundieren und so aggregieren."
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1.1 Reduktion der Allergenitat

Verbesserungen bei der Handschuhherstellung werden durch Latexmilch mit einem niedrigen
Proteingehalt und einem Vorharten beziehungsweise Nachharten beim Leaching und chemischer
oder enzymatischer Deproteinierung erreicht. Ungepuderte Handschuhe werden durch ein
Polymercoating gedlt und die Klebrigkeit durch Chlorinierung verhindert."

Abhangig von ihrer molekularen Charakteristik, konnen Komponenten in: Inhalationsmittel,
Nahrung, saisonal, genuin oder kreuz-reaktiv, heill, pH und peptidasen bestindig oder
empfanglich, harmlos oder gefahrlich, lokale oder systemische Effekte verursachend, usw.
eingeteilt werden.*®

Durch das Verstehen der Typ | Allergie wurden Verbesserungen von Latex Produkten, im
speziellen bei Handschuhen, vor allem bei der Reduzierung und Entfernung der Proteine aus den
Rickstanden, welche die Allergene enthalten, unternommen. Obwohl eine Vielzahl an Versuchen
und Studien im Gange sind, um diese Allergene zu identifizieren, ist es immer noch nicht klar, wie
allergische Reaktionen in hypersensitiven Personen hervorgerufen werden und wie diese
quantitativ mit den extrahierbaren Proteinen in Latex Produkten korrelieren. Bei der Typ |
Hypersensibilisierung welche durch Latex Produkte hervorgerufen wird, ist nicht die
Zusammensetzung der Additive - wie zum Beispiel Thiurame, Mercaptobenzothiazole und
Carbamate - wahrend der Herstellung entscheidend, sondern viel mehr die mit Wasser
extrahierbaren Protein Riickstdnde, die in Latex Produkten enthalten sind. Der hohe Proteingehalt
entsteht durch ein inaddaquates Leaching wdhrend der Herstellung. Ein logischer Ansatz zur
Uberwindung des Allergie Problems wiirde daher die Minimierung der Riickstands Proteine in
Latexerzeugnissen zu eliminieren sein. Zurzeit ist kein Niveau dieser Proteine unter der
Reizschwelle von sensibilisierten Personen auszumachen. Das Ausmal} der Protein Reduktion in
Latex Produkten ist daher von groRem Interesse vor allem fiir die Hersteller. Daher wird viel
unternommen um die Relation von extrahierbaren Proteinen in Latex Handschuhen und deren
Resonanz bei sensibilisierten Personen zu untersuchen. Entscheidende Schritte bei der Produktion
sind der des nassen Gels und der des trockenen Films nach der Vulkanisation bzw. nach dem
Trocknen. AnschlieRend folgt der Schritt der Chlorierung. In jedem dieser Schritte verringert sich
dabei die Menge an extrahierbarem Protein. Daher werden intensive Studien in verschiedenen
Landern durchgefiihrt um die allergenen Proteine im Latex zu untersuchen. Leider fehlen bisher
noch eindeutige Informationen darliber, wie sich die allergenen Proteine vermeiden lassen. Diese
lassen sich sehr genau detektieren und in unterschiedliche Molekulargewichts Fraktionen
unterteilen und anhand unterschiedlicher Methoden identifizieren. Scheinbar werden
Handschuhe mit einem groReren extrahierbaren Proteingehalt auch mit einer erhéhten Rate an
allergischen Reaktionen in Verbindung gebracht. Im Gegensatz dazu ist bei Handschuhen mit
einem geringen extrahierbaren Proteingehalt das Risiko einer allergischen Reaktion deutlich
geringer. Es ist daher anzumerken, dass ein inaddquates Leaching bei Handschuhen sehr
wahrscheinlich die Ursache fiir einen nicht gewollten hohen Proteingehalt darstellt. Unter
geeigneten Bedingungen konnen daher Produkte gefertigt werden, die ein vernachlassigbares
allergenes Potential aufweisen. Die Entwicklung von Hevea Latex bis zum trockenen
Gummiprodukt unterscheidet sich von dem der Latex Produkte. Anstelle des Tauchens wird der
Latex durch Sdurekoagulation zum Stocken gebracht und die entstandenen Brocken in Wasser
gewaschen und anschlieend bei etwa 100 bis 130°C getrocknet. Der extrahierbare Proteingehalt
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aus diesen Gummis ist relativ gering, weil das Koagulieren mit einem extensiven Waschen
wahrend des Prozesses verbunden ist. Daher betrifft das Allergieproblem nicht alle Naturgummi
Produkte. In der Folge sind Kampagnen gegen Naturgummi Produkte meist unberechtigt. Vor
allem beim Fadenschneiden, bei dem meist noch mit einem Gewebe Uberzogen wird, ist der
Hautkontakt nicht vorhanden und somit besteht keine Gefahr einer Allergie. Des Weiteren gibt es
relativ wenig trockene Gummi Produkte die im Gesundheitswesen eingesetzt werden, wodurch
die Prdvalenz einer Latexsensibilisierung nicht gegeben ist. Ein geringer extrahierbarer
Proteingehalt ist daher mit einer geringen sensibilisierungsrate gleichzusetzen. In klinischen Tests
wurde auch bestdtigt das diese Materialien eine zu vernachldssigende Sensibilisierung
aufweisen."

Die Haut bildet eine physikalische Barriere zwischen dem Organismus und seiner Umgebung. Als
grofltes Organ des menschlichen Korpers verhindert sie den Verlust von Wasser und schiitzt
dessen Inneres vor duBeren Einflissen. Neben der Funktion als Schranke ist die Haut auch
immunologisch aktives Gewebe. Kontakt-Hypersensitivitait und allergische Reaktionen auf
bestimmte Chemikalien sind weit verbreitet. Kontakt Allergene sind generell Haptene, nieder
molekulare Stoffe, die durch ihre Lipidloslichkeit an koérpereigene Tragerproteine binden und so
eine Immunreaktion auslésen kdonnen. Fir eine effektive Evaluierung der Allergene missen diese
identifiziert werden. Haut Kontakt mit kleinen Molekilen, Haptenen, induzieren eine
zellvermittelte Sensibilisierung.™®

Bei sensibilisierten Personen kann die Testung auf eine Latexallergie schwere systemische
Reaktionen hervorrufen, bis hin zum anaphylaktischen Schock. Es ist denkbar, dass ein Teil des
Risikos von der Schwierigkeit der Graduierung der stimulierenden Dosis herriihrt. In den letzten
Jahren zeigten sich zahlreiche hypersensitive Reaktionen bei Arbeitern im Gesundheitswesen und
Handschuh Herstellern. Normalerweise wird eine Diagnose der Latex Allergie durch den Pricktest,
oder den spezifischen Immunoglobulin E (IgE) im Blutserum erstellt. Eine Alternative, aber
weniger zufriedenstellende Losung ist es, bei sensibilisierten Personen, keine Latexprodukte zu
verwenden bzw. Unterziehhandschuhe zu verwenden, um den direkten Kontakt mit den
allergenen Stoffen aus dem Latex zu vermeiden.'® Untersuchungen haben ergeben, dass diverse
Proteinmolekile auf die Maisstarke tibertragen werden konnen. Auf Grund der geringen GroRe
der Maisstarke Partikel, bei gepuderten Handschuhen, sind diese respirabel und kénnen dadurch
in die Atemwege sensibilisierter Personen aufgenommen werden.” Es ist bekannt, dass Allergene
im Naturgummilatex bei unterschiedlichen Marken erheblich variieren.?* Als protektive
Malnahme wird daher die Verwendung von nichtgepuderten oder niedrig allergenen
Handschuhen vorgeschlagen.”” Die Entwicklung einer Sensibilisierung scheint von dem absoluten
Gehalt an Latexallergenen bei einer sukzessiven Exposition abhangig zu sein.” Latexproteine und
Allergene werden an Talk oder Maisstirke chemisch gebunden oder adsorbiert.”* Latex birgt ein
berufsbezogenes Allergierisiko mit sich und ist flir asthmatische Zustiande verantwortlich. Die
Pravalenz liegt dabei in etwa bei 2,5 bis 10%.%> Die Determinierung des allergenen Potentials von
Latexprodukten verlangt eine Quantifizierung von allen klinisch relevanten Allergenen. Dies
gestaltet sich jedoch in der Praxis schwierig, da wenig Uber das Spektrum von allergenen
Proteinen und deren molekulare Charakteristik bekannt ist. Ein weiterer Punkt der dies
kompliziert gestaltet, ist die Denaturierung der Allergene wahrend des Vulkanisationsprozesses.
Dadurch ist unklar wie viele Allergene noch immunologisch in ihrer aktiven Form vorliegen. Dies
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stellt somit eine weitere Schwierigkeit bei der Beurteilung der vorhandenen Allergene im
Ausgangsmaterial und des allergenen Potentials im fertigen Endprodukt dar.?® In der Tat sind
Handschuhe aus Latex bei klinischem Personal auf Grund ihrer besseren Flexibilitdat im Vergleich
zu synthetischen Produkten viel beliebter. Die Einflhrung von nicht gepuderten Handschuhen
bewirkte zu dem eine Reduktion des Aufkommens von Kontaktallergien. Verschiedene
Chemikalien wie Beschleuniger, Aktivatoren, anti-Oxidanzien und vulkanisations-Agentien werden
beim Herstellungsprozess verwendet. Der groflte Teil dieser Chemikalien wird dann in der
Produktion wieder beim Leachingprozess entfernt. Vor allem betrifft dies die wasserldslichen
Proteine. Heutzutage werden vor allem nicht gepuderte und chlorierte Produkte hergestellt,
wodurch eine Aufnahme der Latexallergene Uber Aerosole vermindert ist. Produkte mit einem
niedrig allergenen Potential sind die Folge.”’

Quantitative Untersuchungen haben ergeben, dass Hevein das wichtigste Allergen im Latex ist.?®

Es ist daher wichtig den Fokus auf neue Strategien zu richten, um wahrend des
Herstellungsprozess, entweder eine Protein Denaturierung, oder deren Elimination unter
dkonomischen Bedingungen zu erreichen. Uber die Identifikation und Sequenzierung der Latex
Allergene konnten Ahnlichkeiten der Heveinstruktur in Domanen der Endochitinase in Avocados
und somit die Auslosung von Kreuzallergien hergeleitet werden.” Die vier Hauptallergene im
Latex lassen sich durch eine modifizierte Lowry Methode mit dem FITkit® Test analysieren. Das
Wort Latex bezeichnet dabei den Saft des Baumes Hevea brasiliensis und wird bis heute
verwendet. Vor allem bei der Herstellung von Schnullern und Saugflaschen fiir Sduglinge hat sich
der Leachingprozess in den letzten 25 Jahren extrem verbessert.*
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1.2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist eine Inaktivierung, beziehungsweise Modifikation, der im Latex enthaltenen
Allergene durch kovalente Immobilisierung und Quervernetzung der Proteinmatrix. Dabei soll ein
Endprodukt mit moglichst geringer Konzentration an Allergenen erhalten werden. Eine
Evaluierung der dafiir verantwortlichen Allergene findet nicht statt. Eine Modglichkeit der
Charakterisierung der Allergene bietet dabei die Sodium-Dodecyl-Sulfat Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit anschlieRender Farbung durch Silber oder Coomassie blau. Des Weiteren kann eine
Charakterisierung der im Latex enthaltenen Allergene auch (iber die Matrix assistierte Laser
Desorption  lonisierung mit nachgeschaltetem Time of Flight; kurz MALDI-TOF
Massenspektrometrie erfolgen.

Die zwei Hauptallergene die dabei untersucht werden, sind zum einen der rubber elongation
factor (REF), zum anderen das Hevein (Hev b 6.02). Dies sind die beiden wichtigsten
allergieauslosenden Proteine im Latex. Diese konnen mittels SDS-PAGE und MALDI-TOF
charakterisiert werden. Die Kombination dieser beiden Methoden gibt einen guten Aufschluss
dariber ob eine Modifikation der beiden Hauptallergene stattgefunden hat. Ziel dieser
Untersuchungen ist es durch den Einsatz von funktionellen Gruppen, den Proteingehalt im
Endprodukt zu senken. Dabei ist anzumerken, dass ein Endprodukt mit nur 0,15 pg/g der vier
Hauptallergene als wenig allergen einzustufen ist.*

Zur Findung geeigneter funktioneller Gruppen werden Reagentien anhand von Modellreaktionen
mit Cysteamin untersucht und auf Prozesstauglichkeit Gberprift.

1.3 Grundlagen-/Theorieteil

1.3.1 Quervernetzer fiir Proteine und Peptide

Ein Quervernetzungsreagens fiir Proteine ist in jedem Fall ein bi- oder multifunktionelles Molekdil;
entweder homofunktional, sprich mit den gleichen funktionellen Gruppen, oder heterofunktional
d.h. mit unterschiedlichen Gruppen:

R
PN R
X X ¥ Ny
homobifunktional heterobifunktional

Abb.3 Bifunktionale Quervernetzer fir Proteine
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Wobei R der Abstandhalter (engl. spacer) und X bzw. Y die funktionellen Gruppen sind. Optional
sind auch mehr als zwei funktionelle Gruppen zur Quervernetzung moglich. Fir bifunktionelle
Quervernetzer sind somit drei verschiedene Quervernetzungs-Produkte moglich:

B —
)j' ) /:l({

Native Crosslink Crosslink Crosslink
peptide type O type 1 type 2

Abb.4 Quervernetzungsmoglichkeiten®

Bei Typ 0 kommt es zu keiner Quervernetzung, sondern nur zur Beladung, Typ 1 entspricht einer
intrapeptid Quervernetzung, und Typ 2 einer Interpeptid Quervernetzung. Hieraus wird auch
schnell klar, dass zur Informationsgewinnung auf jeden Fall Typ 1 und 2 zu bevorzugen sind.*

Ein weiterer Punkt fir die erfolgreiche Quervernetzung ist somit die Auswahl des Linkers. Dieser
sollte in jedem Fall an den funktionellen Gruppen reaktiv genug sein und spezifisch an bestimmte
Strukturelemente binden (Chemoselektivitdt). Des Weiteren sollte er unter milden
Reaktionsbedingungen reagieren um eine Denaturierung, oder Konformationsdanderung der
Proteine zu unterbinden. In Proteinen und Peptiden sind es vor allem die Thio- und
Aminogruppen der Cystein und Lysin-Seitenketten, die als mdogliche Andockstellen fir
Quervernetzungen dienen.

H,N
OH HS OH

NH, NH»

Abb.5 Struktur von Cystein und Lysin

1.3.2 Reaktive Gruppen:

Als homobifunktionale Gruppe hat sich dabei vor allem Divinylsulfon (DVS) etabliert. Mit seinen
Vinylgruppen ist es in der Lage an nukleophilen Additionsreaktionen teilzunehmen, insbesondere
mit funktionellen Gruppen (SH, NH,) der Aminosauren in den Proteinen:
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(l)l
ﬁ

O

_NH; /\

P +

N = Ao~

O—n—=0

Abb.6 Reaktion von Divinylsulfon mit Aminen (P=Protein/Peptid)

Die Additionsreaktion von DVS an die Protein-Amino- und Thio-Gruppen verlduft auf Grund der
hohen Reaktivitat schnell (< 30 Minuten). Bevorzugte Angriffsstellen sind dabei die SH-Gruppen
von Cystein, und die Aminogruppen von Histidin und Lysin. Bei pH Werten > 9 reagieren
Vinylsulfone sehr schnell mit den endstédndigen Aminogruppen der Proteine und Peptide. Erhoht
man die Basizitdt noch weiter, werden sogar Hydroxy-Gruppen angegriffen:

Kat.
SH a

T /\EWG — R/S\/\EWG

Abb.7 Reaktion von Thiolen mit aktivierten Vinylen (EWG=electron withdrawing group)

Der Mechanismus der Addition von Thioverbindungen verlduft im Sinne einer Michael-Addition
nach folgendem Schema:*

}—I'/NHs - H —
/S\/e\ﬁ/\ Q 2 W
R ﬁ N — R/S\/\L!/\
_ . u =
H3No
Sy
e
AN —
[ Ny R \/\ﬁ/\
(0]
L _ (0]

Abb.8 Michael-Addition von Thioverbindungen

Auf Grund der hoheren Nucleophilie der Thiogruppe, wird der Angriff an die Cystein Gruppe
bevorzugt. Die e-Aminogruppe des Lysins, sowie die Aminogruppen von Histidin und Imidazol sind
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weitere Angriffsstellen. Eine entscheidende Rolle fiir den Ablauf dieser Reaktionen spielt dabei
der pH Wert. Cystein Gruppen reagieren schon rapide bei pH Werten von 7 bis 9, wohingegen bei
Lysinen erst ab einem pH von 9,3 eine Reaktion stattfindet. Die Thiogruppen sind 280 Fach
reaktiver als Aminogruppen. Die Aktivierung der Molekiile Gber die Vinylsulfon-Funktionalisierung
zeigt einen groRen Spielraum in der Proteomik, der Wissenschaft von der Erforschung der
Proteine.*

Lysin ist die Aminosaure, die in Proteinen am einfachsten zur Reaktion gebracht werden kann.
Einerseits auf Grund der e-Aminogruppe, andererseits wegen der Zugdnglichkeit an der
Oberflache. In diesem Zusammenhang sind auch die Michael-Additionen (siehe oben) von
Vinylsulfonen eine attraktive Methode zur Konjugation. Im Gegensatz zur Reaktion mit Lysin-
Domanen ist die Reaktion mit Cystein-Resten nicht pH-Wert gesteuert. Zusammenfassend bietet
die Addition von Aminen und Thiolen im Sinne einer Michael-Addition ein weites
Anwendungsgebiet.*

Bifunktionelle Elektrophile sind Molekiile mit zwei elektrophilen Zentren und werden zur
Untersuchung der Interaktion mit Proteinen wegen ihrer Moglichkeit zur Quervernetzung
eingesetzt. Eines der wirksamsten Reagenzien dafiir ist das Divinylsulfon. Es ist ungefahr sechs
Mal so reaktiv wie das Ethylvinylsulfon. Bifunktionale Molekiile sind 10-fach so toxisch, wie ihre
monofunktionellen Analoga. Vinylsulfone werden in irreversiblen Inhibitoren von spezifischen
Enzymen, zum Beispiel bei Proteasen und Protein Tyrosin Phosphatasen eingebaut. Bei pH-
Werten > 9 reagieren sie mit den Aminogruppen aus den Proteinen. Als Quervernetzungsreagens
wurde Divinylsulfon in mehreren Verfahren eingesetzt. Studien haben gezeigt, dass Divinylsulfon
als Protein Quervernetzer die Toxizitat in Zellen erhoht.*®

Die Reaktivitat, Selektivitat und Kinetik von Vinylsulfonen im Basischen wurde bei nukleophil
katalysierten Thiol-Michael Additions-Reaktionen untersucht. Eine Steigerung der Reaktivitdt von
Divinylsulfonen lasst sich durch Zusatz von Acrylaten erreichen. Die Thiol-Klick-Chemie lasst sich
verwenden um funktionale Materialien unter einfachen Bedingungen herzustellen. Die Thiol-
Vinyl-Reaktionen lassen sich durch unterschiedliche Spezies vermitteln. Trotzdem ist der
Mechanismus der Thiol-Michael Additions-Reaktion noch nicht geklart, da es auch zur Bildung von
Nebenprodukten kommt und die Reaktion nicht kontrolliert verlauft. Die Untersuchungen
beziiglich der Selektivitat von Vinylsulfon-Gruppen und deren Thiol-Michael Addition sind bis
heute sehr limitiert. Immerhin ist bekannt, dass Vinylsulfon hoch reaktive Vinylgruppen fir die
Thiol-Michael Reaktion bereitstellt. Die Reaktivitat der Vinylgruppen kommt auf Grund des
Elektronenmangels der Sulforyl-Gruppen zu Stande.”’

Daher stellt DVS ein gutes Vernetzungsreagens flir Reaktionen mit Proteinen dar.
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Als  multifunktionale funktionelle Gruppe dient auch das 2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin
(Cyanurchlorid):

Cl
N)\N
N

A

Cl Cl

Abb.9 Struktur von Cyanurchlorid

1,3,5-Triazine kommen in der pharmazeutischen Industrie, Landwirtschaft und Materialchemie
zum Einsatz und sind potente Inhibitoren von diversen Proteinen. Die symmetrische Natur des
Triazins bietet ein optimales Gerlst um dieses Molekil mit einer Reihe an funktionellen Gruppen
zu modifizieren. Im Gegensatz zu Benzen liegt das Triazin als irreguldares Hexagon vor und es
kommt zu einer partiellen Ladungsumverteilung. Dadurch werden die Kohlenstoffatome
angreifbar fir Nucleophile und die Stickstoffatome fiir Elektrophile. Die nucleophile Addition an
Triazinen fiihrt allerdings zur Ring6ffnung unter Bildung von aminomethylierten Cyanimiden. Um
dieses Verhalten zu unterbinden wird daher oft Cyanurchlorid als Ausgangsmaterial eingesetzt.
Dabei konnen die drei Chloratome sequentiell substituiert werden. Die einfache
Funktionalisierung und strikte Kontrolle der Stéchiometrie der Substitution von Cyanurchlorid
liefert eine vielseitig variierbare Grundstruktur. Dieses reagiert mit seinen Chloratomen vor allem
mit N-, S- und O-Nukleophilen und ist somit sehr leicht zu funktionalisieren.*

Analog dazu reagiert das 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ):
Cl N (@)
NYN

Cl

Abb.10 Struktur von 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ)

Eine weitere funktionelle Gruppe, die zur Quervernetzung der Proteine untersucht wurde, ist das
Glutardialdehyd (Ga):

O/\/\/\O

Abb.11 Struktur von Glutaraldehyd
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Glutaraldehyd liegt in vielen verschiedenen Formen vor, wie die folgende Abbildung zeigt:

) m

ﬂﬂﬂ“m

Abb.12 Formen von Glutaraldehyd

Demzufolge kann es auf unterschiedliche Art mit Aminen und Thiolen aus den Proteinen
reagieren. Die Reaktionswege sind vielfiltig und bis heute noch ungeklart.*

Weitere Molekiile die auf eine modgliche Quervernetzung mit Latexproteinen hin untersucht
worden sind, waren Glucose und Fructose:

Abb.13 Struktur von Glucose (links) und Fructose (rechts)
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Diese Verbindungen sind in der Lage mit Aminen eine Amadori Reaktion einzugehen,

folgendes Reaktionsschema zeigt:

wie

HQ
Ringoffnung
Imin Enamin
+ R NH, — H_q-i OH / N\
[e}
R

OH
Imin Bildung

OH
_— Keto Enol R
I Ringschluss le) /
S LS oy

HO

Enol Bildung

Abb.14 Amadori Mechanismus von Kohlenhydraten

AulRerdem wurde das 1,3,5-Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin auf seine Reaktivitdt in Bezug auf

Proteine untersucht.

Abb.15 Struktur von 1,3,5-Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin

Dieses stellt mit seinen drei Acryloyl-Gruppen ein reaktives Edukt zur Proteinquervernetzung dar.

Der Reaktionsmechanismus ist dabei derselbe wie beim DVS.

Ein weiteres Molekiil, das untersucht worden ist, ist das Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion:

Abb.16 Struktur von Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion

Dieses sollte mit seinen Allylgruppen dhnlich wie das DVS reagieren.

18


https://www.tuwien.at/bibliothek

Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar.

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

thele

(]
blio
nowledge

L]
|
rk

2 Allgemeine Methodik

Anhand von Modellreaktionen soll abgeklart werden, ob eine Reaktion mit Thio-, sowie den
Aminogruppen stattfindet. Auf eine Aufarbeitung der Reaktionsprodukte wird verzichtet. Es wird
lediglich mittels NMR-Spektroskopie untersucht, ob eine Reaktion mit Cysteamin zu Stande
kommt. Cysteamin-Hydrochlorid dient dabei als einfache Modellsubstanz, wobei der pH-Wert den
ammoniakalischen Bedingungen im Latex angepasst wird.

2.1 NMR Spektroskopie

Die NMR Spektroskopie stellt fir chemische Reaktionen heutzutage die wichtigste Methode zur
Charakterisierung chemischer Verbindungen dar. Zur Untersuchung der Modellreaktionen ist sie
Methode der Wahl um einen Eindruck zu erhalten, welche Verbindungen und Reaktionsprodukte
entstehen. Die Methoden, die in dieser Arbeit Verwendung finden sind:

. 'H-NMR

. BC-NMR

. 'H-cosy

. 'H-2C-HsQC

Die NMR Spektren wurden auf einem Bruker DPX 300 und Bruker Avance Ill 600 aufgenommen.
Als Referenz dienten dabei die Signale der deuterierten Losungsmittel von DMSO (1H: 6 2.54 ppm,
13C: 6 40.45 ppm) und Deuteriumoxid (D,0) (1H: 6 4.79 ppm).

2.2 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-Page)

Diese Trennmethode eignet sich zur Auftrennung von Proteinen und ermoglicht dabei eine
Bestimmung des Molekulargewichts. Die Proteine werden hierbei durch ein Detergenz
Sodiumdodecylsulfat (SDS) oder Triton® X-100 bedeckt, sodass diese dann nach ihrer molaren
Masse getrennt werden kénnen. Es bildet sich somit ein Komplex aus Protein und Tensid, der im
elektrischen Feld wandern kann. Die Tragermatrix besteht dabei aus Polyacrylamid. Durch das
Anlegen eines Stromes fangen die lonen im Feld zu wandern an. Nach Einstellung eines
Gleichgewichtes ist ausschliefRlich die GroRe fiir die Wanderungsgeschwindikeit ausschlaggebend.
Nachdem die Elektrophorese beendet ist und die Proteine ihrem Molekulargewicht nach getrennt
worden sind, muss das erhaltene Gel noch angefarbt werden, damit die Proteinbanden sichtbar
gemacht werden konnen. Dies kann zum einen durch Silberfdrbung, zum anderen mittels
Coomassie Blau R250 erreicht werden. Die Ermittlung der Molekulargewichte erfolgt durch den
Zusatz von Standardproteinen, wie in dieser Arbeit mit dem Mark12™ Unstained Standard und
dem SeeBlue®Plus2 Pre-Stained Standard.

19


https://www.tuwien.at/bibliothek

Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar.

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

thele

(]
lio
nowledge

b

i
r

2.2.1 Praktische Durchfiihrung der Silberfarbung

Das Gel aus der Elektrophorese wird im ersten Schritt aus seiner Sichtverpackung befreit und in
eine Fixierldsung bestehend aus Ethanol 70 (v/v)% und Eisessig fir 30 Minuten inkubiert.
Daraufhin wird es in einer Ethanol 70 (v/v)% Losung mit Natriumthiosulfat (pentahydrat),
Natriumacetat und einem Zusatz an Glutaraldehyd fiir weitere 15 Minuten behandelt.
AnschlieBend wird das Gel drei Mal mit deionisiertem Wasser fir jeweils finf Minuten
gewaschen. Hierauf folgt dann die Behandlung mit der Farbel6sung die Silbernitrat und einen
Zusatz an Formaldehyd enthélt. Das Gel wird mit der Farbelosung flinfzehn Minuten behandelt.
Danach wird es kurz mit deionisiertem Wasser gewaschen, worauf eine Behandlung mit der
Entwicklungslésung folgt. Diese besteht aus Natriumcarbonat und einem Zusatz an Formaldehyd.
Das Gel wird so lange in dieser Losung entwickelt, bis die Proteinbanden sichtbar werden. Sobald
dies der Fall ist wird das Gel mit einer stopp Losung aus Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
behandelt; Einwirkungsdauer etwa 30 Minuten.

2.2.2 Praktische Durchfiihrung der Coomassie Farbung

Das nach der Elektrophorese erhaltene Gel wird direkt mit einer Losung aus Coomassie Blau R250
fiir etwa 30 Minuten behandelt. AnschlieRend wird es mehrfach mit einer Lésung aus Ethanol,
Essigsdure und Wasser (im Verhaltnis 40/10/50) fir etwa 20 bis 30 Minuten entférbt, bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar zu erkennen sind.

2.2.3 Zugesetzte Standards
Als Referenz dienen zugesetzte Standardproteine, die in folgender Tabelle angegeben sind.

Mark12™ Unstained Standard on a Apparent molecular weights of SeeBlue*
NuPAGE" Novex 4-12% Bis-Tris Gel w/MES Plus2 Pre-Stained Standard on a NuPAGE"
stained with Coomassie” Blue R-250 Novex 4-12% Bis-Tris Gel w/MES
kda Protein:
kDa Protein:
200 | == | Myosin 188 | ——= | Myosin
116.3 | —— | P-Galactosidase 98 Phosphorvlase B
97.4 | —— | Phosphorylase b ’
66.3 | —— | BSA 62 | m=e | BSA
55.4 | = | Glwtamic dehydrogenase
49 Glutamic dehydrogenase
36,5 | wmmmm | [actate dehydrogenase 38 Alcohol dehydrogenase
31 | === | Carbonic anhydrase
i 28 | %o | Carbonic anhydrase
21.5 | s | Trypsin inhibitor
4 <5 17 [%s | Myoglobin-Red
. === Lysozyme 14 [w | Lysozyme
6 | === Aprotinin 6 .
c Aprotinin
3.5 |essse.| [nsulin B chain
2.5 Insulin A chain 3 |- Insulin B chain

Tabelle 1. Zugesetzte Standardproteine
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2.3 Matrix Assistierte Laser Desorptions lonisation (MALDI) Time of Flight (TOF)

Massenspektrometrie

Die MALDI Spektrometrie ist neben der Kernmagnetresonanz (NMR) heutzutage eine der
wichtigsten Methoden zur Charakterisierung chemischer Verbindungen. Das Grundprinzip ist
dabei durch eine Laser-Anregung eine lonisierung des Analyten aus einer Matrix zu erreichen und
das erhaltene lonisierte Molekilfragment im Vakuum so zu beschleunigen, dass es dann anhand
der Flugzeit schliefilich in ein Massenspektrum umgewandelt werden kann. Als Matrix wird in der
vorliegenden Arbeit 2,5-Dihydroxyacetophenon mit Ammoniumcitrat verwendet. Die Matrix dient
vor allem der Energieaufnahme durch den Laserimpuls und fiihrt dann zur Verdampfung dieser
und der in ihr enthaltenen Analyt Molekdile.

Hevein, ein 4,7 kDa Polypeptid, ist tGber die Matrix Assistierte Laser Desorptions lonisation
(MALDI-ToF) Massenspektrometrie charakterisierbar. Neben dem Prohevein und dem Rubber
Elongation Factor (REF) stellt es eines der Hauptallergene im Latex dar. Latex ist nach wie vor der
wichtigste Rohstoff bei der Herstellung von Gummiprodukten aller Art. Vor allem Patienten, die
mehrfach operiert werden oder nach langerem Spitalsaufenthalten tritt eine Sensibilisierung
haufig auf. Fiir das Auslosen der Allergie sind vor allem die Proteine an der Oberfliche von
Latexerzeugnissen verantwortlich. Es wurden viele Versuche unternommen die dafir
verantwortlichen Proteine zu isolieren und identifizieren; ein Beispiel daflir ist die
Immunoblotting Methode *°

2.4 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Proteinbestimmung nach Lowry ist eine photometrische Methode um die Konzentration
[6slicher und unl6slicher Proteine zu bestimmen. Im alkalischen Milieu findet in Anwesenheit von
Proteinen mit Cu”" eine Biuretreaktion statt. AnschlieRend erfolgt die Reduktion von Cu*" zu Cu™*
durch Oxidation aromatischer Aminosauren, welche das Folin-Reagenz auch direkt reduzieren. Die
Reduktion des Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz findet dann auch durch die Cu'* lonen statt.

P w

Abb.17 Kupferbiuretkomplex

Das Folin-Ciocalteu-Reagenz, bestehend aus Molybdatophosphorsdure und
Wolframatophosphorsaure, wird dabei von Oxidationsstufe VI auf IV reduziert und es entstehen
dabei Mischoxide mit Oxidationszahlen zwischen VI und IV. Durch die Reduktion kommt es zu
einem Farbumschlag von gelb nach blau. Diese Blaufarbung kann dann durch Messung der
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Extinktion, nach dem Lambert-Beer’'schen-Gesetz, zur quantitativen Bestimmung der
Proteinkonzentration herangezogen werden.

Ej= ¢)xcea
Ey ... Extinktion bei Wellenlange A
€y ... molarer Extinktionskoeffizient bei Wellenldange A
C ... Konzentration
d ... Schichtdicke

Daflir wird bei mehreren Proben bekannter Proteinkonzentration die Extinktion ermittelt und
diese als Funktion der Konzentration graphisch dargestellt. Der molare Extinktionskoeffizient kann
dann aus dem Anstieg der Geraden ermittelt werden. Durch Einsetzen des
Extinktionskoeffizienten kann man wiederum unter Anwendung des Lambert-Beer’schen-
Gesetzes die Proteinkonzentration ermitteln.

2.5 FITkit® Analyse

Die FITkit® Analyse ist ein immunologischer Test zur Bestimmung der vier Hauptallergene im
Latex. Gemessen werden die spezifischen Allergene: Hev b 1, Hev b 3, Hev b 5 und Hev b 6.02. Die
Summe dieser vier Allergene zeigt das allergische Potential von Latexprodukten. Der Test beruht
auf einem Enzym basierten Immunoassay und ist ein geschitztes Markenzeichen der Firma
ICOSAGEN AS.

2.6 Hydrophile interaktions chromatographie (HILIC)

Die HILIC ist eine Variante der Flissigkeitschromatographie. Technisch liberschneidet sie sich mit
der lonen- und der Umkehrphasenchromatographie und benutzt dabei eine polare stationéare
Phase mit einem Umkehrphaseneluenten; einer organischen Phase. Die mobile Phase in der HILIC
ist meist Acetonitril mit einem Zusatz an Wasser. Dabei bildet sich ein wasserreicher Film auf der
Oberflaiche der stationdren Phase, wahrend die mobile Phase unter Wassermangel ein
flussig/flussig Extraktionssystem darstellt. Der Analyt wird dabei zwischen diesen beiden
Schichten verteilt, wobei verschiedene Hydrogen Donor Wechselwirkungen stattfinden. Daneben
kommen auch schwache elektrostatische Mechanismen vor, was die HILIC damit von der
lonenaustauschchromatiographie unterscheidet. Je polarer der Stoff, desto starker die Interaktion
mit der stationdren wassrigen Schicht.

Die HILIC Chromatographie wurde auf einem Alltech 3300 ELSD mit einem Shimadzu Sil- 10 AD
Autosampler durchgefiihrt und unter Verwendung von LabSolutions 5.425P4 ausgewertet.
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3 Substanzklassen spezifische Methoden

3.1 Divinylsulfon (DVS)

3.1.1 DVS Modellreaktionen

3.1.1.1 Reaktion von Divinylsulfon mit Cysteamin Hydrochlorid

s N

NH;CI /\

O—wn—=0

Abb.18 Reaktion von Divinylsulfon mit Cysteamin Hydrochlorid

/\ + NHy, ——

Ansatz 1
bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 17 Stunden
m 371,1mg 241,7 mg 45 mg /200 pl
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
Mol 3,14 mmol 2,12 mmol 2,64 mmol

Tabelle 2. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 17 Stunden

Wie in Tabelle 2. beschrieben, wurden 241,7 mg Cysteaminhydrochlorid in 4 ml THF und 2 ml
deionisiertem Wasser vorgelegt. AnschlieBend wurden 314,5 ul Divinylsulfon und 200 pl 25%iger
Ammoniak zugegeben und fiir 17 Stunden bei pH~8 lber Nacht gerihrt. Das Losungsmittel wurde
dann am Rotavapor abgezogen und der Riickstand (392,7 mg) in DMSO-dg gelost und mittels
NMR-Spektroskopie gemessen.

Ansatz 2
bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 21 Stunden
m 66,5 mg 217 mg 45 mg / 200 pl
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
Mol 563 pmol 1,91 mmol 2,64 mmol

Tabelle 3. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 21 Stunden

Wie in Tabelle 3 beschrieben, wurden 217 mg Cysteaminhydrochlorid in 2 ml deionisiertem
Wasser gelost und anschlieend 56,5 ml Divinylsulfon und 200 ul 25%iger Ammoniak zugegeben.
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Bei pH ~10 wird flir 21 Stunden bei RT geriihrt und danach das Lésungsmittel am Rotavapor
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde dann in dg-DMSO gelost und mittels NMR-
Spektroskopie gemessen.

Ansatz 3
bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 23 Stunden
m 342 mg 328,9 mg 90 mg / 400 pl
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 2,9 mmol 2,9 mmol 5,28 mmol

Tabelle 4. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 23 Stunden

Wie in Tabelle 4. beschrieben, wurde Cysteaminhydrochlorid in 2 ml deionisiertem Wasser gelost
und mit 25%igem Ammoniak versetzt. AnschlieRend wurde DVS zu getropft und bei pH~ 10
gerihrt. Flr eine bessere Durchmischung wurden zusatzlich 2 ml THF zugegeben. Nach 23
Stunden wurde das Losungsmittel am Rotavapor entfernt und der Rickstand mit Methylenchlorid
und DMSO versetzt, wobei sich ein Niederschlag bildete. Dieser wurde abfiltriert und das Filtrat
einrotiert. Von dem Filtrat wurde ein NMR-Spektrum in d¢-DMSO gemessen.

Ansatz 4
bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 4 Stunden
m 368,16 353,3mg 180 mg
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 3,1 mmol 3,1 mmol 10,57 mmol

Tabelle 5. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 4 Stunden

Wie in Tabelle 5. beschrieben, wurde Cysteaminhydrochlorid in 2ml deionisiertem Wasser gelost
und mit 2ml THF versetzt. AnschlieRend wurden 400ul 25%iger Ammoniak und das DVS zu
getropft. Nach etwa einer Stunde wurden dann weitere 400ul 25%iger Ammoniak zugegeben und
die Reaktionsmischung wurde fiir 4 Stunden bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde am
Rotavapor entfernt und der Riickstand in ds-DMSO gelost. Von diesem wurde dann ein NMR-
Spektrum gemessen.
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Ansatz 5

bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 67 Stunden
m 370,45 mg 354,8 mg 900 mg / 1ml
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 3,13 mmol 3,13 mmol 13,21 mmol

Tabelle 6. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 67 Stunden

Wie in Tabelle 6. beschrieben, wurde Cysteaminhydrochlorid mit 2ml THF und 2ml deionisiertem
Wasser gelost. AnschlieRend wurden unter Rithren 25%iger Ammoniak und das DVS zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde dann bei RT fir 67 Stunden mit einem pH ~ 10 gerihrt. Das
Losungsmittel wurde dann am Rotavapor entfernt. Das Rohprodukt wurde dann mittels
Saulenchromatographie mit  Methylenchlorid/Hexan/Methanol  (10/4/1) gereinigt und
anschlieRend ein 'H-NMR in de-DMSO davon aufgenommen.

Ansatz 6
bei RT DVS Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 15°,307,45°,60°
m 398,84mg/338l 383,6mg 900mg/1ml
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 3,37 mmol 3,37 mmol 13,21 mmol

Tabelle 7. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 7. beschrieben, wurde Cysteamin in 2ml deionisiertem Wasser gelost.
AnschlieBend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben und unter Riihren das DVS zu getropft. Der
pH Wert lag hierbei ungefdhr bei 11. Es wurden dann Proben nach 15°, 30°, 45’und 60’
entnommen und mittels NMR-Spektroskopie analysiert.

Ansatz 7
bei RT DVS Cysteamin KOH Reaktionszeit
M 118,15 g/mol 113,61 g/mol 56,11 g/mol 15°,30°,45°,60°
m 350,46mg/297ul 336,6mg 292 mg
CAS 77-77-0 156-57-0 1310-58-3
mol 2,97 mmol 2,96 mmol 5,2 mmol

Tabelle 8. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 8. beschrieben, wurde Kaliumhydroxid in einem Rundkolben in 1ml deionisiertem

Wasser gelost. Cysteaminhydrochlorid wurde ebenfalls in 1ml deionisiertem Wasser geldst und in
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den Rundkolben tUberfuhrt. AnschlieRend wurde DVS zu getropft und bei pH ~14 gerihrt. Mit
Salzsdure wurde der pH Wert auf 10 eingestellt. Nach 48 Stunden wurden 2ml fir die weitere
Analyse mittels NMR in dg-DMSO entnommen.

3.1.2 DVS Elektrophorese

3.1.2.1 Elektrophorese von mit Divinylsulfon behandeltem Latexsaft
1 ml Latexsaft wurde mit 7,5 ul; 1,5 pl und 0,75 ul Divinylsulfon behandelt und nach einer Stunde
davon 100 ul Proben fiir die Elektrophorese entnommen.

AnschlieBend wurden 100 ul Latexsaft mit 900 ul deionisiertem Wasser 1:10 verdiinnt. Davon
wurden anschlieBend 400 pl fir die Behandlung mit SDS und 400 ul fir die Behandlung mit
Triton® X-100 entnommen. Zu den 400 pl wurden dann jeweils 40 pl 10%iges SDS bzw. 40 ul
10%iges Triton® X-100 zugegeben. AnschlieRend wurden die so vorbereiteten Proben eine Stunde
bei Raumtemperatur geschiittelt und danach bei 12000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Dabei
koagulierte der Gummi und bildete einen Riickstand an der Oberflaiche der Losung. Mit einer
Pipette wurden dann jeweils 15 pl vom Filtrat aufgenommen und anschlieBend mit 5 ul LDS
Sample Buffer 4x von Life technologies 10 Minuten bei 70°C inkubiert.

Fir den Elektrolyten wurden in einer Mensur 40ml MES-Puffer und 760 ml deionisiertem Wasser
gemischt. Als Standard und Referenz wurde der Mark 12 unstained standard von Life technologies
verwendet. Die Elektrophorese wurde anschlieRend nach Befiillen der Kammer bei 200 Volt fur
etwa eine Stunde durchgefiihrt. Die Proteine wurden anschlieBend mit Coomassie Blau oder
Silberfarbung sichtbar gemacht.

3.1.2.2 Elektrophorese von DVS-aktiviertem BSA

Dazu wurde eine Stammlésung von BSA mit 10mg pro ml hergestellt. Es ist davon ausgegangen
worden, dass ein Molekil BSA 35 zugdngliche NHs;-Gruppen besitze und somit in 1 ml BSA
Stammldsung 5,31 umol zugdngliche NH;-Gruppen vorhanden wadren. Stammldsungen von
jeweils 1 ml wurden dann mit 626 pug, 62,6 pug und 6,3 pg DVS versetzt und nach 2 Stunden
rihren unter alkalischen Bedingungen (pH ~10) jeweils 100 pl fiir die weitere Untersuchung
mittels SDS-PAGE entnommen. Die Probenaufbereitung fiir die Elektrophorese erfolgte wie bei
der Elektrophorese von Latexproteinen mit dem Unterschied, dass auf das Zentrifugieren
verzichtet wurde (siehe 3.1.2.1).

3.1.2.3 DVS Aktivierung fiir 2 Stunden mit Zusatz von Mercaptoethanol

Dazu wurden 100 ul Latexsaft, die zuvor zwei Stunden mit DVS behandelt worden waren, mit 900
pl deionisiertem Wasser 1:10 verdiinnt. Davon wurden anschlieRend 400 pl fiir die Behandlung
mit Triton® X-100 entnommen. Zu den 400 pl wurden dann jeweils in einer Probenserie 20 pl
Mercaptoethanol und 40 pl 10%iges Triton® X-100 zugegeben; in der anderen Messreihe wurde
das Mercaptoethanol weggelassen. Die Vorbereitungen und Elektrophorese erfolgten dann wie
oben angegeben (siehe 3.1.2.1).
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3.1.2.4 DVS Aktivierung fiir eine Stunde ohne Zusiitze

Dazu wurden 100 pl Latexsaft, die zuvor eine Stunde mit DVS behandelt worden sind, mit 900 pl
deionisiertem Wasser 1:10 verdiinnt. Davon wurden anschlieBend 400 pl fiir SDS und 400 pl fir
die Behandlung mit Triton® X-100 entnommen. Zu den 400 pl wurden dann 40 ul 10%iges Triton®
X-100 zugegeben. Die Vorbereitung und Trennung mittels Elektrophorese erfolgten dann wie
oben angegeben (siehe 3.1.2.1).

3.1.2.5 DVS Aktivierung fiir eine Stunde und Trennung auf einem 18% Tris-Glycine-Gel

Dazu wurden 100 pl Latexsaft, die zuvor eine Stunde mit DVS behandelt worden sind, mit 400 ul
deionisiertem Wasser 1:5 verdiinnt. Davon wurden anschlieRend 400 pl fir die Behandlung mit
Triton® X-100 entnommen. Zu den 400 pl wurden dann jeweils 40 ul 10%iges Triton® X-100
zugegeben. Die weitere Probenvorbereitung erfolgte dann wie oben angegeben (siehe 3.1.2.1).
Fiir den Elektrolyten wurden in einer Mensur 80ml Tris-Glycin-Puffer 10x mit 720 ml
deionisiertem Wasser gemischt. Als Gel wurde ein Novex 18% Tris-Glycine-Gel 1.0 mm, 15 well
verwendet.

2. Elektrophorese zur Doppelbestimmung

Dazu wurden 100 pul Latexsaft, die zuvor mit DVS behandelt worden sind, mit 400 ul deionisiertem
Wasser 1:5 verdiinnt. Zu den 500 pl wurden dann jeweils 50 pl 10%iges Triton® X-100 zugegeben.
AnschlieBend wurden die so vorbereiteten Proben eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt
und danach bei 12000 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Dabei koagulierte der Gummi und bildete
einen Rickstand an der Oberflache der Losung. Mit einer Pipette wurden dann jeweils 30 pl vom
Filtrat aufgenommen und anschlieBend mit 15 pl LDS Sample Buffer 4x von Life technologies 10
Minuten bei 70°C inkubiert.

Als Gel wurde ein Novex 18% Tris-Glycine-Gel 1.0 mm, 15 well verwendet.
Die weitere Probenvorbereitung erfolgte dann wie oben beschrieben (siehe 3.1.2.1).
3.1.3 DVS MALDI-TOF

3.1.3.1 Behandlung von Latexsaft mit Divinylsulfon (DVS)
Dazu wurden zu 1 ml Latexsaft jeweils

1) 30 pul (300 umol) DVS
2) 25 ul (250 umol) DVS
3) 20 ul (200 umol) DVS
4) 15 ul (150 umol) DVS
5) 10 ul (100 umol) DVS
6) 5ul (50 umol) DVS

bei Raumtemperatur zugegeben und die Losung mittels Magnetrihrstabchen fiir eine Stunde
geriihrt. Anschlieffend wurden jeweils 10 ul der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem
Wasser 1:100 verdiinnt. Danach erfolgte eine weitere Verdliinnung der so erhaltenen Proben im
Verhaltnis 1:20, sodass die Gesamtverdiinnung 1:2000 betrug. Als Matrix wurde eine Mischung
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aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA)
eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe wurden mit 2 pul DHAP und 2 ul TFA vermischt und davon 0,5 pl auf
den Trager aufgetragen.

3.1.3.2 BSA nach Behandlung mit DVS
Wurden mit Rinder Serum Albumin (BSA) und DVS aktiviertem Latex durchgefiihrt.

FUr die BSA Probenserie wurde eine Stammlésung von BSA mit 10 mg/ml hergestellt. Davon
wurden dann jeweils 1 ml mit der entsprechenden Menge an DVS bezogen auf 35 zugangliche
Aminogruppen umgesetzt:

Probe Nr. Aquivalent DVS m Vol
Referenz 1:0 - - -
1 1:1 5,31 umol 626 ug 531 ul
2 1:0,1 0,53 umol 62,6 ug 53,1 ul
3 1:0,01 53 nmol 6,27 ug 5,3 ul

Tabelle 9 Reaktionsansatz von DVS behandeltem BSA

Probenvorbereitung fiir die MALDI-TOF:
Die Referenz und Probe Nr. 3 konnten unverdiinnt mit der Matrix aufgetragen werden.
Die anderen beiden Proben Nr. 2 und 3 wurden 1:100 verdiinnt.

Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP), Ammoniumcitrat und
Trifluoressigsdure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 ul Probe mit 2 pl der Matrix (DHAP und
Ammoniumcitrat) und 2 pl TFA wurden vermischt und davon 0,5 pl auf den Trager aufgetragen.
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3.1.4 Herstellung von Fingerlingen

Hierfir wurde die schon fertig vorvernetzte Hansa-
Mischung mit 50 umol Divinylsulfon pro ml Latexsaft
versetzt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur
gerihrt. Zur Herstellung der Fingerlinge wurden
Keramikformen verwendet.

Die Herstellung der Fingerlinge sowie der
Hanschuhmuster erfolgt nach folgendem Schema:

e Form vorheizen 5-10 min bei 120°C

e Koagulant tauchen 30 sec bei 75°C

e Indie Latex Mischung tauchen 20 sec bei RT
e Film trocknen 60 sec bei 120°C

e Leaching im Wasserbad fiir 60 sec bei 60°C
e  Film trocknen 15 min bei 120°C

e Abkihlen und mit Maisstarke pudern

e Fingerling von Form abziehen

Von dem unbehandelten und mit DVS behandelten
Latex sind jeweils 12 Gramm Fingerlinge hergestellt
worden, welche dann zur weiteren Untersuchung
mittels Lowry-Test an das Technische Labor der

Semperit in Ungarn gesendet wurden.
Die Abbildung zeigt die Apparatur mit der die Fingerlinge hergestellt werden kdnnen.

3.1.5 Herstellung von Handschuh Mustern

Auf die gleiche Weise, wie oben bei der Herstellung von Fingerlingen erwdhnt, wurden
Handschuhmuster an der Tauchanlage mit unterschiedlichen Konzentrationen an DVS hergestellt.
Zum einen mit der schon fertig gereiften Hansa Mischung, zum anderen mit unbehandeltem
Latex.

Diese Handschuhmuster wurden anschlieSend zur FITkit® Analyse eingesandt.
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3.2 Cyanurchlorid

3.2.1 Cyanurchlorid Modellreaktionen

N

s |

-+
Cl

Cc

A

N

N

Abb.19 Reaktion von Cysteamin mit Cyanurchlorid

+ NH;  —
)\
cl

Ansatz 1
bei RT Cyanurchlorid Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 184,4 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 1 Stunde
m 32,1mg 21,6 mg 7,4mg /33 ul
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 174,1 pmol 190,1 umol 1,76 mmol

Tabelle 10. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 1 Stunde

Wie in Tabelle 10 angegeben, wurden Cysteaminhydrochlorid und Cyanurchlorid eingewogen und

in deionisiertem Wasser gel6st. Anschlieffend wurden 33 pl 25%ige Ammoniaklésung zugegeben

und dann fiir eine Stunde bei pH ~8 geriihrt. Von den 0,7 ml Reaktionslésung wurde das

Losungsmittel am Rotavapor entfernt und 29,6 mg Rohprodukt erhalten.

Ansatz 2
bei RT Cyanurchlorid Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 184,4 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 72 Stunden
m 20,2 mg 12,3 mg 49,6 mg/ 220,5 pl
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 109,5 pumol 108,3 umol 2,9 mmol

Tabelle 11. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 72 Stunden

Wie in Tabelle 11 ersichtlich ist, wurde Cyanurchlorid wurde in einem 10 ml Rundkolben

eingewogen und in 1 ml THF gel6st. Die angegebene Menge an Cysteaminhydrochlorid wurde in 1

ml deionisiertem Wasser geldst und mit 220,5 pl 25%igem Ammoniak versetzt und sodann zur

Cyanurchloridlésung zugegeben. Die Reaktionslésung wurde sodann flir 72 Stunden geriihrt und
der Feststoff abfiltriert.
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Ansatz 3

bei RT Cyanurchlorid Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 184,4 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 4 Stunden
m 28,3 mg 17,1 mg 90 mg /400 pl
CAS 77-77-0 60-23-1 1336-21-6
mol 153,47 pumol 150,52 pumol 5,28 mmol

Tabelle 12. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 4 Stunden

Dazu wurde, wie in Tabelle 12. beschrieben, Cyanurchlorid in einem Rundkolben eingewogen und
in 1 ml THF gelost. Cysteaminhydrochlorid wurde in 1 ml deionisiertem Wasser gelést und mit
400ul 25%igem Ammoniak versetzt. Die beiden Losungen wurden vereint und bei pH~ 10 gerihrt.
Der Feststoff wurde mittels Spritzenfilter abfiltriert und die Reaktionslésung einrotiert. Der
Rickstand wurde in dg-DMSO geldst und mittels NMR-Spektrometrie untersucht.

3.2.2 Cyanurchlorid Elektrophorese

Es wurde eine Stammldsung von 556 mg Cyanurchlorid in 1 ml THF hergestellt und anschlielend
damit eine Probenserie mit 300, 150, 75, 45, 30 und 15 pumol/ml Cyanurchlorid pro ml Latex
vorbereitet. Diese wurde dann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geriihrt, wobei die Proben
mit 300 und 150 umol bereits koagulierten. Bei den anderen Konzentrationen wurden jeweils 100
ul fur die weitere Analyse mittels Gel Elektrophorese entnommen. Diese wurden dann mit 900 pl
deionisiertem Wasser. 1:10 verdiinnt. Davon wurden anschliefend 400 pl fiir die Behandlung mit
SDS entnommen.

Die weitere Probenvorbereitung erfolgte dann wie oben angegeben (siehe 3.1.2.1).

3.2.3 Cyanurchlorid MALDI-TOF
Dazu wurden 119,2 mg Cc in 1ml THF geldst und folgende Volumina zu 1 ml Latexsaft

1) 100 pl (64,6 umol) Cc
2) 75 ul (48,5 umol) Cc
3) 50 ul (32,3 umol) Cc
4) 25 ul (16,2 umol) Cc

bei Raumtemperatur zugegeben und mittels Magnetrihrstabchen fiir eine Stunde gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 10 ul der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem Wasser
1:100 verdinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsdure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe mit 2 pul DHAP
und 2 pl TFA wurden vermischt und davon 0,5 pl auf den Trager aufgetragen.

3.2.3.1 Behandlung von Latexsaft mit Cyanurchlorid (Cc)
Dazu wurden 556 mg Cc in 1ml THF gel6st und folgende Volumina zu 1 ml Latexsaft

4) 25 ul (75,4 umol) Cc
5) 10wl (30 umol) Cc
6) 15 ul (45,2 umol) Cc
7) 5ul (15 wumol) Cc
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bei Raumtemperatur zugegeben und mittels Magnetrihrstabchen fiir eine Stunde gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 10 ul der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem Wasser
1:100 verdinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe mit 2 ul
DHAP/Ammon Citrat und 2 pl TFA wurden vermischt und davon 0,5 pl auf den Trager aufgetragen.

3.3 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ)

3.3.1 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ) Modellreaktionen
Cl

\
NHCl . N N }
HS/\/ )‘\ )\4- NH3

Cl N

Abb.20 Reaktion von Cysteamin mit DMTZ

Ansatz 1
bei RT DMTZ Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 179,99 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 20 Stunden
m 39,6 mg 17 mg 37,5mg /167 ul
CAS 3638-04-8 60-23-1 1336-21-6
mol 220 pmol 149,6 umol 8,81 mmol

Tabelle 13. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 13. beschrieben, wurden 39,6 mg DMTZ in 2 ml THF gelést und 17 mg
Cysteaminhydrochlorid in 1 ml deionisiertem Wasser. Die beiden Lésungen wurden vereint und
167 ul 25%ig Ammoniak hinzugefligt. Die Reaktionslésung wurde bei Raumtemperatur und einem
pH~9 fir 20 Stunden bei RT geriihrt. Nach dem Entfernen des Lésungsmittels am Rotavapor und
dem Auflésen des Riickstands in dg-DMSO wurden NMR Spektren aufgenommen.

Ansatz 2
Reaktion bei
42°C DMTZ Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 179,99 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 67 Stunden
m 34,1 mg 14,6 mg 45 mg /200 pl
CAS 3638-04-8 60-23-1 1336-21-6
mol 189,5 umol 128,5 umol 10,6 mmol

Tabelle 14. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 67 Stunden
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Wie in Tabelle 14 angegeben, wurden 34,1 mg DMTZ in 2 ml THF und 14,6 mg
Cysteaminhydrochlorid in 1 ml deionisiertem Wasser geldst. Die beiden Losungen wurden vereint
und 200 pl 25%ig Ammoniak hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde bei 42°C und einem pH-~9
fiir 67 Stunden geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels am Rotavapor und dem Auflésen
des Riickstands in dg-DMSO wurden NMR Spektren aufgenommen.

Ansatz 3
bei RT DMTZ Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 179,99 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 72 Stunden
m 41,7 mg 89,7 mg 90 mg / 400 ul
CAS 3638-04-8 60-23-1 1336-21-6
mol 1,16 mmol 789,5 umol 21,1 mmol

Tabelle 15. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 72 Stunden

Wie in Tabelle 15. ersichtlich, wurden 41,7 mg DMTZ in 2 ml THF gelést und 89,7 mg
Cysteaminhydrochlorid in 1 ml deionisiertem Wasser ebenso. Die beiden Lésungen wurden
vereint und 400 pl 25%ig Ammoniak hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde bei
Raumtemperatur und einem pH ~8 fiir 72 Stunden gertihrt. Nach dem Entfernen des
Losungsmittels am Rotavapor und dem Auflésen des Riickstands in dg-DMSO wurden NMR
Spektren aufgenommen.

Ansatz 4
Reaktion bei
40°C DMTZ Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 179,99 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 16 Stunden
m 59,4 mg 37,7 mg 90 mg/ 400 pl
CAS 3638-04-8 60-23-1 1336-21-6
mol 330,0 umol 331,8 umol 21,1 mmol

Tabelle 16. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 16 Stunden

Wie in Tabelle 16. beschrieben, wurden 59,4 mg DMTZ in 2 ml THF gelost und 37,7 mg
Cysteaminhydrochlorid in 1 ml deionisiertem Wasser. Beide Lésungen wurden vereint und 400 pl
25%ig Ammoniak hinzugefiigt. Die Reaktionslésung wurde bei 40°C und einem pH ~8 fiir 16
Stunden geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels am Rotavapor und dem Auflésen des
Riickstands in dg-DMSO wurden NMR Spektren aufgenommen.

3.3.2 Dichlormethoxytriazin (DMTZ) MALDI-TOF
Dazu wurden 109,6 mg DMTZ in 1ml THF geldst und zu 1 ml Latexsaft

1) 100 ul (60,8 umol) DMTZ
2) 75 ul (45,7 umol) DMTZ
3) 50 ul (30,5 umol) DMTZ
4) 25 ul (15,2 umol) DMTZ
5) 10 ul (6,1 pumol) DMTZ
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bei Raumtemperatur zugegeben und mittels Magnetrihrstdbchen fiir eine Stunde geruhrt.
AnschlieBend wurden jeweils 10 pl der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem Wasser
1:100 verdinnt.

Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und
2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe mit 2 ul DHAP und 2 pl TFA wurden
vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.

3.4 Glutardialdehyd (Ga)

3.4.1 Glutardialdehyd (Ga) Modellreaktionen

O/\/\/\O + HS/\/NH3C| b NHy —

Abb.21 Reaktion von Cysteamin mit Glutaraldehyd

bei RT Glutaraldehyd Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 100,12 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 1 Std
m 29,31 mg /53 ul 33,3mg 199,35 mg/ 886 ul
CAS 111-30-8 156-57-0 1336-21-6
mol 292,74 pumol 293,13 umol 11,73 mmol

Tabelle 17. Reaktionsansatz nach 1 Stunde Reaktionszeit

Wie aus Tabelle 17. ersichtlich, wurde Cysteaminhydrochlorid in 1ml deionisiertem Wasser gelost
und der Glutaraldehyd zugegeben. AnschlieRend wurde 25%iger Ammoniak zu getropft. Nach
einer Stunde wurde eine Probe a 500yl fiir die NMR Untersuchung entnommen.

3.4.1.1 Reaktion von Glutardialdehyd in Ammoniak

o/\/\/\o Y NH, —P

Abb.22 Reaktion von Glutaraldehyd mit Ammoniak
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bei RT Glutaraldehyd NH3 Reaktionszeit
M 100,12 g/mol 17,03 g/mol 1,5 Std
m 29,86 mg /54 ul 203,18 mg/ 903 pl
CAS 111-30-8 1336-21-6
mol 298,27 umol 11,93 mmol

Tabelle 18. Reaktionsansatz nach 1,5 Stunden Reaktionszeit

Wie in Tabelle 18. angegeben, wurde Glutardialdehyd in 1ml deionisiertem Wasser vorgelegt und
anschlieBend 25%iger Ammoniak zugegeben. Nach 1,5 Stunden Reaktionszeit wurde eine 500pl
Probe zur NMR Untersuchung entnommen.

3.4.2 Glutardialdehyd (Ga) Elektrophorese

Dazu wurden 100 pl Latexsaft, die zuvor mit DVS behandelt worden sind, mit 900 ul deionisiertem
Wasser 1:10 verdiinnt. Zu 800 pul wurden dann jeweils 80 pl 10%iges Triton® X-100 zugegeben.
AnschlieBend wurden die so vorbereiteten Proben eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt
und danach bei 12000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Dabei koagulierte der Gummi und bildete
einen Rickstand an der Oberflache der Losung. Mit einer Pipette wurden dann jeweils 30 pul vom
Filtrat aufgenommen und anschliefend mit 10 ul LDS Sample Buffer 4x von Life technologies 10
Minuten bei 70°C inkubiert. Das Gel war dabei ein Novex 18% Tris-Glycine Gel 1.0 mm, 15 well. Die
weitere Vorgehensweise erfolgte dann wie oben angegeben (siehe 3.1.1.1).

3.4.3 Behandlung von Latexsaft mit Glutardialdehyd (Ga)
Glutardialdehyd wurde als Vernetzungsreagens fir Proteine eingesetzt und reagierte
insbesondere mit den Aminogruppen von Lysin.

Dazu wurde eine 50%ige Ga-Losung in Wasser zu 1 ml Latexsaft

1) 54 pl (298 umol) Ga
2) 36 ul (198 umol) Ga
3) 27 ul (149 umol) Ga
4) 18 pl( 99 umol) Ga
5) 9 ul( 49 umol) Ga
6) 4,5 ul (24,9 umol) Ga

bei Raumtemperatur zugegeben und mittels Magnetrihrstdbchen fiir eine Stunde gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 10 ul der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem Wasser
1:100 verdinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe mit 2 pl DHAP
und 2 pl TFA wurden vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.

In einem zweiten Ansatz wurde versucht, das Ergebnis aus dem ersten Ansatz zu reproduzieren.

Dazu wurde eine 50%ige Ga-Losung in Wasser zu 1 ml Latexsaft mit folgenden Konzentrationen
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1)
2)
3)
4)
5)

54 pl (298 umol) Ga
36 pl (198 umol) Ga
27 (149 pmol) Ga
18 pl( 99 umol) Ga
9 ul( 50 umol) Ga

bei Raumtemperatur mittels Magnetriihrstabchen fiir eine Stunde geriihrt. AnschlieRend wurden
jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 pl deionisiertem Wasser 1:50 verdiinnt. Als
Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und

2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe wurden mit 2 pl DHAP und 2 pl TFA

vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.

3.5 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)

3.5.1 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) Modellreaktionen

~Y

"W
@
~

W

o

/\/NH30|
T + NHy ——F

Abb.23 Reaktion von Cysteamin mit TAT

Ansatz 1
bei RT TAT Cysteamin NH3 Reaktionszeit
90 Minuten /
M 249,27 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 71 Stunden
m 96 mg 134,6 mg 1,06 mg/1,18 ml
CAS 959-52-4 156-57-0 1336-21-6
mol 385,12 umol 1,17 mmol 15,63 mmol

Tabelle 19. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 19. angegeben, wurde TAT in 10ml und Cysteaminhydrochlorid in 1ml

deionisiertem Wasser geldst. Die beiden Losungen wurden vereint und 25%iger Ammoniak
zugegeben. Nach 1,5 und 71 Stunden wurden dann Proben a 5ml fir die NMR Untersuchung

gezogen.
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Ansatz 2

bei RT TAT NH3 Reaktionszeit
M 249,27 g/mol 17,03 g/mol 90 Minuten
m 97,4 mg 270 mg/1,2 ml
CAS 959-52-4 1336-21-6
mol 390,74 umol 15,86 mmol

Tabelle 20. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 90 Minuten

Wie in Tabelle 20. Ersichtlich, wurde TAT in einen 25ml Rundkolben eingewogen und in 10 ml
deionisiertem Wasser gelost. AnschlieBend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben, sodass der pH
bei 11,5 war. Nach 1,5 Stunden wurden 5ml von der Reaktionslosung fiir die NMR-Analyse

enthommen.
Ansatz 3
bei RT TAT Cysteamin NH3 Reaktionszeit
90 Minuten /
M 249,27 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 71 Stunden
m 94 mg 129,8 mg 1,04 g/ 1,16 ml
CAS 959-52-4 156-57-0 1336-21-6
mol 377,1 umol 1,13 mmol 15,3 mmol

Tabelle 21. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 21. beschrieben, wurde TAT in 10ml und Cysteaminhydrochlorid in 1ml
deionisiertem Wasser gelost. Die beiden Losungen wurden vereint und 25%iger Ammoniak
zugegeben. Nach 2 Stunden wurde eine Probe fiir die NMR Untersuchung entnommen.

Ansatz 4
bei RT TAT NH3 Reaktionszeit
M 249,27 g/mol 17,03 g/mol 120 Minuten
m 93,8 mg 256,3 mg/1,4 ml
CAS 959-52-4 1336-21-6
mol 376,3 umol 15,05 mmol

Tabelle 22. Reaktionsansatz mit Reaktionszeit von 120 Minuten

Wie in Tabelle 22. beschrieben, wurde TAT in einen 25ml Rundkolben eingewogen und in 10 ml
deionisiertem Wasser gelost. Anschlieend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben, sodass der pH
bei 11,5 war. Nach 2 Stunden wurde von der Reaktionslosung eine Probe fiir die NMR-Analyse
enthommen.
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Ansatz 5

bei RT TAT NH3 Reaktionszeit
90 Minuten /
M 249,27 g/mol 17,03 g/mol 71 Stunden
m 92,3 mg 0,25g/ 1,12 ml
CAS 959-52-4 1336-21-6
mol 370,28 umol 14,81 mmol

Tabelle 23. Reaktionsansatz mit verschiedenen Reaktionszeiten

Wie in Tabelle 23. ersichtlich, wurde TAT in einem 25ml Rundkolben eingewogen und in 10ml
deionisiertem Wasser gel6st. AnschlieBend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben und bei RT fir
71 Stunden gerihrt. Das Losungsmittel wurde am Rotavapor entfernt und der Rickstand in D,0
gelost. Die so vorbereitete Probe wurde dann mittels NMR untersucht.

3.5.2 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) Elektrophorese

Dazu wurden 100 pl Latexsaft, die zuvor mit TAT behandelt worden sind, mit 900 ul deionisiertem
Wasser 1:10 verdiinnt. Zu 400 pl wurden dann jeweils 40 pl 10%iges Triton® X-100 bzw. 40ul SDS
zugegeben. Die weitere Vorgehensweise wurde bereits oben beschrieben (siehe 3.1.2.1). Das
verwendete Gel war dabei ein Novex 18% Tris-Glycine Gel 1.0 mm, 15 well.

3.5.3 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) MALDI-TOF
Vorversuch

Dazu wurden 373,2 mg TAT in 2ml DMSO gelést und folgende Volumina zu 1 ml Latexsaft
zugegeben

1) 200 pl (149,7 umol) TAT
2) 100 pl (74,9 pmol) TAT
3) 75 ul (56,14 umol) TAT
4) 50 ul (37,43 umol) TAT
5) 25 ul (18,71 umol) TAT

und bei Raumtemperatur mittels Magnetriihrstabchen fiir eine Stunde geriihrt. AnschlieRend
wurden jeweils 10 pl der so behandelten Proben mit 990 ul deionisiertem Wasser 1:100 verdiinnt.
Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und
2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe wurden mit 2 pl DHAP und 2 pl TFA
vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.
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3.5.3.1 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)
Dazu wurde TAT als Feststoff eingewogen und

1) 50,1 mg (200,99 umol) TAT
2) 37,5 mg (150,44 pmol) TAT
3) 24,8mg( 99,5 umol) TAT
4) 18,8 mg( 75,4 umol) TAT
5) 12,2mg( 48,9 umol) TAT

bei Raumtemperatur mittels Magnetriihrstabchen fiir eine Stunde mit 1ml Latex gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 ul deionisiertem Wasser
1:50 verdiinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 ul Probe wurden mit 2
pl DHAP und 2 pl TFA vermischt und davon 0,5 pl auf den Trager aufgetragen.

3.5.3.2 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)
Dazu wurde TAT als Feststoff eingewogen und

1) 1,45mg(5,8 pmol) TAT
2) 0,57 mg (2,29 umol) TAT
3) 0,19 mg (762 nmol) TAT
4) 2,1mg(84 pmol) TAT
5) 2,8 mg (11,23 umol) TAT
6) 4,3mg(17,25 umol) TAT

bei Raumtemperatur mittels Magnetrihrstabchen die Proben 4 bis 6 eine Stunde, die Proben 1
bis 3 25 Stunden in 1ml Latex gerihrt. AnschlieBend wurden jeweils 20 pl der so behandelten
Proben mit 980 ul deionisiertem Wasser 1:50 verdiinnt. Als Matrix wurde dabei eine Mischung
aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsdure (TFA)
eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe wurden mit 2 pl DHAP und 2 ul TFA vermischt und davon 0,5 pl auf
den Trager aufgetragen.

3.5.3.3 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) in 8-
Cyclodextrin

Dazu wurden TAT und B-Cyclodextrin als Feststoff eingewogen und davon 2 Stammldsungen

hergestellt. Stammlésung | enthielt 11,5 mg (46 umol) TAT und 52,6 mg (46,2 umol) PB-

Cyclodextrin in 2ml deionisiertem Wasser gelost. Stammldsung Il enthielt 31,8 mg (127,6 umol)

TAT und 145,9 mg (128,6 umol) B-Cyclodextrin in 5ml deionisiertem Wasser gel6st.
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Die jeweils angegebene Menge an Stammldsung

1) 500 pl Stammloésung | (11,5 umol) TAT
2) 600 pl Stammlésung | (13,8 umol) TAT
3) 700 pl Stammlosung | (16,2 umol) TAT
4) 700 ul Stammlosung I (17,9 umol) TAT
5) 800 pl Stammloésung Il (20,4 pmol) TAT
6) 900 pl Stammlosung Il (22,96 umol) TAT

wurde bei Raumtemperatur mit 1 ml Latex vermischt und mittels Magnetrihrstabchen geriihrt.
Die Proben 4 bis 6 fiir eine Stunde, die Proben 1 bis 3 fiir 25 Stunden. AnschlieRend wurden
jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 pl deionisiertem Wasser 1:50 verdiinnt. Als
Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und
2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe werden mit 2 ul DHAP und 2 pl TFA
vermischt und davon 0,5 pul auf den Trager aufgetragen.

3.5.3.4 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) in a-
Cyclodextrin

Dazu wurden TAT und a-Cyclodextrin als Feststoff eingewogen und davon eine Stammldsung

hergestellt. Die Stammldsung enthielt 32,2 mg (129,5 umol) TAT und 126,2 mg (129,7 umol) a-

Cyclodextrin geldst in 5ml deionisiertem Wasser. Die jeweils angegebene Menge

1) 400 pl Stammlésung (10,33 pmol) TAT
2) 600 ul Stammlosung (15,5 umol) TAT
3) 800 pl Stammlésung (20,67 umol) TAT
4) 1000 pl Stammlosung (25,83 pmol) TAT

wurde bei Raumtemperatur mittels Magnetrihrstdbchen fur zwei, vier und 24 Stunden mit 1ml
Latex geriihrt. AnschlieRend wurden jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 ul
deionisiertem Wasser 1:50 verdiinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-
Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA)
eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe wurden mit 2 pl DHAP und 2 ul TFA vermischt und davon 0,5 pl auf
den Trager aufgetragen.

3.5.4 Herstellung von Gummifilmen auf Glasplatten

Dazu wurden 75,2 mg TAT (15,08 pumol) in 20 ml Latex (521.700T Semperit) geldst. Die Glasplatten
wurden auf 120°C im Ofen erhitzt und danach in den Koagulant (521.759A Semperit) bei 85°C
getaucht. AnschlieRend wurde die mit dem Koagulanten benetzte Glasplatte in den Latex
getaucht und langsam herausgezogen, sodass sich ein dinner Film auf der Glasplatte bildete.
Dieser wurde sodann im Ofen bei 120°C vulkanisiert. Zum Vergleich wurden — auf dieselbe Weise
—auch Gummifilme ohne Zusatz an TAT hergestellt.
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3.5.5 Extraktion der Gummifilme

Zur Extraktion, der w.o.a. hergestellten Gummifilme, wurden 153,8 mg in 10ml Acetonitril vom
TAT behandelten Muster fiir 20 Stunden mazeriert. Vom unbehandelten Gummifilm wurden
119,5 mg in Acetonitril ebenfalls fir 20 Stunden mazeriert. Von den so hergestellten Extrakten
wurden dann 1 ml zur weiteren Analyse mittels HILIC Chromatographie entnommen.

3.6 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion (TATATO)

3.6.1 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion Modellreaktionen

Abb.24 Reaktion von TATAO mit Cysteamin

Ansatz 1
bei RT TATATO Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 249,27 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 60’
m 203,98 mg/176 ul 93,7 mg 565,5mg/ 2,5 ml
CAS 1025-15-6 156-57-0 1336-21-6
mol 818,33 umol 817,55 mmol 33,03 mmol

Tabelle 24. Reaktionsansatz mit 1 Stunde Reaktionszeit

Wie in Tabelle 24. beschrieben, wurde das Cysteaminhydrochlorid hierfiir in 10ml deionisiertem
Wasser gelost. AnschlieRend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben und bei pH~ 11 geriihrt. Zu der
so vorbereiteten Reaktionslosung wurde dann das TATATO zugegeben und fiir eine Stunde
gerihrt. AnschlieRend wurden 2 ml jeweils nach einer Stunde und nach 20,5 Stunden entnommen
und das Lésungsmittel am Rotavapor entfernt. Der Rickstand wurde dann in dg-DMSO gel6st und
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anschlieBRend NMR-Spektren gemessen.
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Ansatz 2

bei RT TATATO Cysteamin NH3 Reaktionszeit
M 249,27 g/mol 113,61 g/mol 17,03 g/mol 60’
m 207,49 mg/ 179 pl 95,4 mg 562,5mg/ 2,5 ml in THF
CAS 1025-15-6 156-57-0 1336-21-6
mol 832,38 umol 832,38 mmol 33,03 mmol

Tabelle 25. Reaktionsansatz mit 1 Stunde Reaktionszeit

Wie in Tabelle 25. angegeben, wurde das Cysteaminhydrochlorid hierfiir in 10ml THF geldst.
AnschlieBend wurde 25%iger Ammoniak zugegeben und bei pH ~ 11 gerlhrt. Zu der so
vorbereiteten Reaktionslésung wurde dann das TATATO zugegeben und fiir eine Stunde gerihrt.
AnschlieBend wurden 2 ml der Reaktionslésung nach einer Stunde entnommen und das
Losungsmittel am Rotavapor entfernt. Der Riickstand wurde dann in dg-DMSO gel6st und
anschlieRend NMR-Spektren gemessen.

3.6.2 Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion (TATATO) MALDI-TOF
Dazu wurde TATATO mit einer Mikropipette als Fllssigkeit in eine Kiivette pipettiert und
anschlieRend 1 ml Latex zugegeben.

1) 50l (232 pmol) TATATO
2) 40 ul (186 umol) TATATO
3) 30 ul(139,5 umol) TATATO
4) 20ul(93 umol) TATATO
5) 10 ul (46,5 umol) TATATO

Dieser wurde bei Raumtemperatur mittels Magnetrihrstabchen fiir eine bzw. fir 24 Stunden
geriihrt. AnschlieBend wurden jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 ul deionisiertem
Wasser 1:50 verdiinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP)
mit Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 ul Probe wurden
mit 2 ul DHAP und 2 ul TFA vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.

3.7 Glucose und Fructose

3.7.1 Glucose Electrophorese

Es wurde eine Stammldsung mit 274,5 mg Alpha-D-Glucose in 1 ml H,0 hergestellt. Jeweils 1 ml
Latex wurde dann fir eine Stunde mit unterschiedlichen Konzentrationen an Glucose behandelt.
Davon wurden anschlieRend 400 ul fir die Behandlung mit Triton® X-100 entnommen. Zu den 400
pl wurden dann jeweils 40 pl 10%iges Triton® X-100 zugegeben. Die weitere Probenvorbereitung
erfolgte dann wie oben (siehe 3.1.2.1). Fiir den Elektrolyten wurden in einer Mensur 80ml Tris-
Glycin-Puffer 10x und 720 ml deionisiertem Wasser gemischt. Als Gel wurde ein Novex 18% Tris-
Glycine Gel 1.0 mm, 15 well verwendet.
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3.7.1.1 D-Glucose (DGc) MALDI-TOF
Reduzierende Kohlenhydrate reagieren mit Proteinen im Sinne einer Maillardreaktion und fihren
zu einer nicht-enzymatischen Glykosylierung von Lysin-Resten (,,Glycation®).

Dazu wurden 274,8 mg in 1ml deionisiertem Wasser gelost und zu 1 ml Latexsaft folgende
Mengen:

1) 200 pl (305 umol) DGc
2) 100 pl (152 umol) DGc
3) 75 pl (114 pmol) DGc
4) 50 ul( 76 umol) DGc
5) 25 ul( 38 umol) DGc

bei Raumtemperatur zugegeben und mittels Magnetrihrstdbchen fiir eine Stunde gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 ul deionisiertem Wasser
1:50 verdiinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%igerTrifluoressigsaure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 pl Probe mit 2 ul DHAP
und 2 pl TFA wurden vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.

Zur Uberpriifung des Ergebnisses, wurde dieser Versuch mit einer lingeren Reaktionsdauer von
72 Stunden erneut durchgefiihrt.

3.7.2 D-Fructose MALDI-TOF

Dazu wurden 275,7 mg Fructose in 1ml H,0 geldst und folgende Volumina zu 1 ml Latexsaft
zugegeben.

1) 200 pl (303,06 umol) Fructose
2) 100 pl (153,03 umol) Fructose
3) 75 ul (114,77 umol) Fructose
4) 50ul (76,52 umol) Fructose
5) 25 ul (38,26 umol) Fructose

Diese wurden dann bei Raumtemperatur mittels Magnetriihrstabchen fir 24 Stunden gerihrt.
AnschlieBend wurden jeweils 20 ul der so behandelten Proben mit 980 ul deionisiertem Wasser
1:50 verdinnt. Als Matrix wurde eine Mischung aus 2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP) mit
Ammoniumcitrat und 2%iger Trifluoressigsdure (TFA) eingesetzt. Jeweils 2 ul Probe wurden mit 2
pl DHAP und 2 pl TFA vermischt und davon 0,5 ul auf den Trager aufgetragen.
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4 Ergebnisteil

4.1 Divinylsulfon (DVS)

4.1.1 DVS Modellreaktionen

DVS Modellreaktionen, wie in Kapitel 3 beschrieben, wurden ausgefiihrt um festzustellen ob eine

Umsetzung von Cysteamin mit DVS erfolgt.

Das Spektrum aus dem ersten Ansatz ist in folgender Abbildung zu sehen:
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Abb.25 HSQC-Spektrum des Reaktionsgemisches von DVS mit Cysteamin

Der Stoffmengenanteil des Cysteamins betrug dabei 67,5 % bezogen auf DVS. Aus dem HSQC-
Spektrum war ersichtlich, dass keine vollstandige Umsetzung erfolgte, da noch Signale der

Vinylgruppen im Tieffeldbereich (*H: 6-7ppm, *C: 130-140 ppm) zu sehen waren.
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Das Spektrum aus dem zweiten Ansatz zeigt die folgende Abbildung:
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Abb.26 HSQC_Spektrum des Reaktionsgemisches DVS mit Cysteamin

Der Stoffmengenanteil des DVS betrug dabei 47,3% bezogen auf das Cysteamin. Das Signal bei

F1 [ppm]
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50

52.67/3.43 ppm entsprach der SO,-CH,- Gruppe, wahrend die Signalgruppen bei 29.07 und

23.26/2.8 ppm den S-CH,, und die bei 38.4/2.91 ppm den N-CH, Gruppen entsprachen.

Das Spektrum aus dem dritten Ansatz ist in folgender Abbildung zu sehen:
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Abb.27 HSQC Spektrum des Reaktionsgemisches DVS mit Cysteamin
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Im dritten Ansatz wurden dquimolare Mengen von DVS und Cysteamin eingesetzt. Es zeigte sich
ein Spektrum in dem keine freien Vinylgruppen mehr vorhanden waren. Im Bereich von 54/3,46
ppm erschienen die Sulfonyl gebundenen SO,-CH,-Gruppen. Daneben im Hochfeld bei 51/3,07
und 2,93 ppm die R-CH,-CH,-SO,-Gruppen. Die Signale bei 40/2,5 ppm entsprachen den
Methylengruppen aus dem Cysteamin-Addukt.

Im vierten Ansatz glich das Spektrum dem aus Ansatz 3.

Es wurde im flinften Ansatz untersucht, wie sich eine langere Reaktionszeit von 67 Stunden auf
die Reaktionsprodukte auswirkt, was in folgender Abbildung zu sehen ist:
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Abb.28 "H-NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches DVS mit Cysteamin

Die Peaks bei 2,54 und 2,7 ppm entsprachen den —S0,-CH,-CH,-S Methylengruppen. Bei 2,95 ppm
kamen die endstandigen HS-CH,-CH, Methylengruppen des Cysteaminaddukts. Der Peak bei 3,06
ppm entsprach dem thiogebundenen Methylen aus dem Cysteamin (-S-CH,-CH,-NH,). Bei 3,36
ppm waren die sulfonylgebundenen Methylengruppen sichtbar (-SO,-CH,- Fragment).

Im sechsten Ansatz wurde der Reaktionsverlauf nach unterschiedlichen Zeiten (15%,30,45 und
60°) analysiert. Exemplarisch fiir die Reaktion wird das Spektrum nach einer Stunde in der
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Abb.29 HSQC-Spektrum der Reaktionsmischung nach einer Stunde Reaktionszeit

T
28
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Bei 53/3,6 und 50/3,26 ppm erscheinen die SO,-CH,-Gruppen. Bei 38,6/3,25 ppm erscheinen die
Stickstoff gebundenen Mehtylengruppen (H,N-CH,-). Bei 50/3,1 ppm erscheinen die SO,-CH,-CH,-

S methylengruppen.

Beim siebenten Ansatz wurde der Versuch mit Kaliumhydroxid anstelle von Ammoniak als Base

durchgefiihrt. Das Protonenspektrum glich im Wesentlichen dem aus Ansatz 5. Es entstanden

allerdings mehr Nebenprodukte, als mit Ammoniak.
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4.1.2 DVS Elektrophorese

Vorversuche

In Vorversuchen, wurde zunachst die Elektrophorese ohne Zusatz an DVS durchgefiihrt um das
Laufverhalten der Proteine im Latex zu untersuchen.

ivet Swdining 7 < - <™= ™ . unbehandelter Latex
% SDS U LS Coomassie staining LS..  Mark 12 unstained standard
! TX SDSU LS
bd SDS... SDS behandelter Latex

TX... Triton® X-100 behandelter Latex

T

_‘lrxl — ]

Abb.30 SDS-Page 4-12% Bis-Tris-Gel

In dem Gel wurde durch die Farbung mit Coomassie Blau bzw. mittels Silber (nach 2.2.1 bzw.
2.2.2) der Rubber Elongation Factor auf dem Gel sichtbar gemacht.

AnschlieBend wurde untersucht, ob sich das Laufverhalten durch den Zusatz an Dithiotreitol (DTT)
andert. Dies wird in folgendem Gel ersichtlich.
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Abb.31 SDS-Page 4-12% Bis-Tris Gel

U.. unbehandelter Latex

LS... Mark 12 unstained standard
SDS...  SDS behandelter Latex
TX... Triton® X-100 behandelter Latex

Es zeigte sich jedoch kein Unterschied im Laufverhalten des Rubber Elongation Factors durch den

Zusatz an DTT.

4.1.2.1 Elektrophorese von mit Divinylsulfon

behandeltem Latexsaft

Daher wurde anschlieRend der Latex fiir eine Stunde mit DVS behandelt und zwei Gel
Elektrophoresen mit dem so behandelten Latex auf einem 4-12% Bis-Tris-Gel durchgefihrt.
Einerseits mit SDS, andererseits mit Triton® X-100 als Detergenz.
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Abb.32 SDS-Page 4-12% Bis-Tris-Gel

LS... Mark 12 unstained standard
U... unbehandelter Latex

1... Latex mit 7,5 pl (74 umol) DVS
2... Latex mit 1,5 pl (14,9 umol) DVS
3... Latex mit 0,75 ul (7,4 umol) DVS
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SB ... SeeBlue® Standard

LS... Mark 12™ unstained standard
1... Latex mit 14,9 ul (149 umol) DVS
2... Latex mit 7,5 pl (74,5 umol) DVS
3... Latex mit 1,5 pl (15 umol) DVS

Abb.33 SDS-Page 4-12% Bis-Tris Gel

Es zeigte sich in diesen Gelen eine leichte Veranderung im Laufverhalten bei der hdchsten
eingesetzten Menge an DVS in Spalte 1 des Gels im ersten Versuch. Diese konnte jedoch im
zweiten Gel nicht eindeutig reproduziert werden. Man kann daher nicht ohne weiteres auf eine
Modifikation durch DVS am Rubber Elongation Factor schlieBen. Zur Uberpriifung dieses
Ergebnisses wurde eine weitere Elektrophorese mit Latex durchgefiihrt; diesmal mit einer
Einwirkungsdauer des DVS von 1,5 Stunden.

|l LS... Mark 12 unstained standard

: U... unbehandelter Latex
.. Latex mit 7,5 ul (74 umol) DVS
.. Latex mit 1,5 pl (14,9 umol) DVS
.. Latex mit 0,75 pl (7,4 umol) DVS

wN e

Abb.34 SDS-Page 4-12 % Bis-Tris Gel
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Wie aus dem Gel ersichtlich wird zeigte sich hierbei dasselbe Laufverhalten, wie aus dem ersten
Gel mit DVS. Der REF ist in diesem Gel in der ersten Spalte zu einem héheren Molekulargewicht
verschoben.

4.1.2.2 Elektrophorese von DVS-aktiviertem BSA
Rinderserum Albumin wurde hierfir mit DVS behandelt, um herauszufinden, ob eine Modifikation
des Proteins durch die Behandlung stattfand.

AN N\ N ) \j}\ [ LS...Mark 12 unstained standard
SDS treated™ Triton treated ynprreated
01 2 3fsl o1 2 3080 1 2 3 .. unbehandeltes BSA

.. BSA mit 626 pg (5,3 umol) DVS
.. BSA mit 62,6 ug (530 nmol) DVS
..BSAmit 6,3 ug (53 nmol) DVS

wnN e o

Abb.35 SDS-Page 4-12% Bis-Tris Gel

Wie aus dem Gel ersichtlich wurde, zeigte sich bei der héchsten eingesetzten Menge von 5,3 umol
DVS in der ersten Spalte eine deutliche Abweichung vom unbehandelten BSA. Hieraus konnte
daher geschlossen werden, dass es mit DVS moglich ist Proteine zu modifizieren, sodass diese ein
héheres Molekulargewicht aufwiesen. Dieses Ergebnis wird sich, wie spater noch gezeigt werden
wird, auch mittels der MALDI-TOF bestatigen.

4.1.2.3 DVS Aktivierung fiir 2 Stunden mit Zusatz von Mercaptoethanol

, D\A,LJMM\J\U\JM\—\;‘ SB ... SeeBlue® Standard
3 LS 0 1

SB 0 1 2

2 3 LS... Mark 12™ unstained standard
0... reiner Latex

.. Latex mit 30 pl (298 umol) DVS
.. Latexmit 6 ul (60 umol) DVS
.. Latex mit 3 pl (30 umol) DVS

wnN e

Abb.36 SDS-Page 4-12% Bis-Tris Gel

Man erkennt in diesem Gel deutlich zwei Protein Banden im Bereich von 14 kDa. Es gab jedoch
keinen Unterschied zwischen dem mit DVS behandelten und dem unbehandelten Latex. Die
Denaturierung mit Hilfe von Mercaptoethanol hatte offenbar keine Auswirkung auf das
Laufverhalten der Proteine.
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4.1.2.4 DVS Aktivierung fiir eine Stunde ohne Zusiitze
Ein weiteres Gel wurde ohne andere Zusatze hergestellt, um festzustellen, ob die doppelten REF
Banden in 4.1.2.3 aufgrund des Mercaptoethanol zustande kamen.

‘) | “" / \;‘ ‘\L'“ E‘Lf‘ \ | | SB ... SeeBlue® Standard
BT B3 & 36 m LS... Mark 12™ unstained standard
.. reiner Latex

.. Latex mit 30 ul (298 pmol) DVS
.. Latex mit 25 pl (249 umol) DVS
.. Latex mit 20 ul (199 pmol) DVS
.. Latex mit 15 ul (149 pmol) DVS
.. Latex mit 10 ul (99,6 umol) DVS

.. Latex mit 5 ul (49,8 umol) DVS

oubkwnNEO

[

—

Abb.37 SDS-Page 4-12% Bis-Tris Gel

Wie hier ersichtlich wurde, waren die doppelten REF Banden keine Folge aus dem Zusatz an
Mercaptoethanol. Diese Banden wurden auch ohne weitere Zusatze durch eine saubere Trennung
im Gel sichtbar.

4.1.2.5 DVS Aktivierung fiir eine Stunde und Trennung auf einem 18% Tris-Glycine-Gel

Die Trennung auf einem 18%igem Tris-Glycine-Gel wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob
dieses eine bessere Trennung im niedermolekularen Bereich aufweist. Zur Uberpriifung des
Ergebnisses wurden zwei Gele hergestellt.

VoUUUUWOUOWUOWLW ) SB ... SeeBlue® Standard

PP S T e LS... Mark 12™ unstained standard
.. reiner Latex

.. Latex mit 30 ul (298 pmol) DVS
.. Latex mit 25 pl (249 pumol) DVS
.. Latex mit 20 ul (199 pmol) DVS
.. Latex mit 15 ul (149 pmol) DVS
.. Latex mit 10 ul (99,6 umol) DVS

§ Ll

vk WwNEO

_

Abb.38 SDS-Page 18% Tris-Glycin-Gel
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SR AW D\ L/ L2\ SB ... SeeBlue® Standard

P 5= LS... Mark 12™ unstained standard
.. reiner Latex
.. Latex mit 30 pl (298 pmol) DVS
.. Latex mit 25 pl (249 umol) DVS
.. Latex mit 20 pl (199 pmol) DVS
.. Latex mit 15 pl (149 umol) DVS
.. Latex mit 10 pyl (100 umol) DVS

w
= |
sl
Ll |

vk wh e o

M’
Abb.39 SDS-Page 18% Tris-Glycin-Gel

Aus beiden Gelen wurde ersichtlich, dass sich bei dem 18%igem Gel eine Trennung des REF und -
durch Abspaltung — die eines Fragments ergab. Eine Trennung der Latexproteine war somit bei
der Gelelektrophorese nur beschrankt moglich. Ferner waren Modifikationen durch Reagenzien
nur dann erkennbar, wenn sich das Molekulargewicht ausreichend anderte.

4.1.3 DVS MALDI-TOF

4.1.3.1 Behandlung von Latexsaft mit Divinylsulfon (DVS)

MALDI-TOF Untersuchungen wurden mit DVS behandeltem Latex, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben
durchgefiihrt, um den Einfluss von DVS auf die Latexproteine zu untersuchen. Dabei konnte
folgendes Spektrum aufgenommen werden:

E.EN_ S DiDa&WVison'140814_KosmaMIB_03_3_0i0_M1811SLin
g SR
0DVS

500
=
F 1500 ‘ﬁ DiDatWison\1 40814_KosmaMIB_03_8_110_M18\111SLin
1250 /\s/\ Seetisn 252
B i 355 == T 300 pmol DVS

500 9 } i

250 ANV M atecmen ik vk ey el wil i .
ge:n 136 DiDaWilson'140814_KosmalMIB_03_8_2\0_M20i1\1SLin
i 355 5080.487

500 DiDawWiison\140814_Kosmais_03_8_310_M21\111 SLin

ok 5 smw
M 200 pmol DVS

DiDamWison'140814_KosmailliB_03_8_40_M22\1\1SLin

7
Z
:

2 150 pmol DVS
E x104 DiDag'Wilson\140814_KosmaMIB_03_8_50_M22\1\SLin
= o8
|-
L 100 pmol DVS

0.24
52533- DiDasWison 140814_Kosma\MIB_03_8_610_M24\1\1SLin
EZDJ?
E 500

b 50 umol DVS

500 o, vy

4250 4500 4750 5000 5250 5500 Tetso Teo0o | e250

Abb.40 MALDI-TOF Spektrum von DVS behandeltem Latex
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Man erkannte deutlich, dass DVS reaktiv genug war, um Hevein zu modifizieren. Bei einem Einsatz
von 50 bis 150 pmol DVS lagerten sich 2-4 DVS-Gruppen an das Hevein an und ab einer
Konzentration von 200 bis 300 umol 3-5 Gruppen.

4.1.3.2 BSA nach Behandlung mit DVS
Es sollte hierbei untersucht werden, ob eine Behandlung von Rinder Serum Albumin mit DVS eine
Veranderung des Molekulargewichts zur Folge hatte; dies wird in folgenden Spektren ersichtlich:

3 x104 D:Data\Wilson\140806_Kosma\MIB_04_1_0\0_N21\1\1SLin
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Abb.41 MALDI-TOF Spektrum von DVS behandeltem BSA

Der zweite Peak (Referenz) im ersten Spektrum entsprach dem von reinem Rinder Serum
Albumin, der erste stellte ein Fragment des BSA dar. Aus den Spektren zwei bis vier (Proben Nr. 1
bis 3) wurde deutlich, dass eine Beladung mit DVS stattgefunden hat. BSA wurde bei der hochsten
Konzentration an DVS (Probe Nr. 1) mit 110 Gruppen beladen, was im zweiten Spektrum
ersichtlich wurde. Bei der niedrigsten Konzentration an DVS (Probe Nr. 3) waren es immerhin
noch 90 DVS Gruppen die an das BSA addiert wurden.

4.1.4 Ergebnisse der Aminosaureanalyse der Fingerlinge

Bei der Doppelbestimmung der Fingerlinge ohne DVS ergaben sich Messwerte von 85,94 pg/g und
84,18 pg/g an Protein. Die mit DVS behandelten Fingerlinge wiesen hingegen eine sehr viel
héhere Konzentration an Proteinen im Lowry Test auf. Diese lagen bei 1284,88 ug/g und 1362,53
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ug/g Protein in der Doppelbestimmung.
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Aus dem Ergebnis konnte geschlossen werden, dass die nachtragliche Entfernung (Wasche) der im
fertigen Produkt enthaltenen Proteine durch die Vorbehandlung mit DVS erheblich verbessert
werden konnte.

Zur Uberpriifung dieses Ergebnisses wurden auch die reinen DVS Extrakte in Wasser und
Ammoniak mittels Lowry Test gemessen. Es zeigte sich dabei, dass diese Nebenprodukte einen
Lowry-Wert im Bereich von 100-150 pg/g aufweisen, und somit nur ein kleiner Anteil von etwa
10% auf das Reagens zuriickzufiihren war.

4.1.5 Ergebnisse der FITkit® Analyse der Hanschuhmuster
Die Testergebnisse aus dem Versuch mit der fertig vorvernetzten Hansa Mischung zeigt die

folgende Grafik:

Test Results

Icosagen Sample code Hevb 1 | Hevb 3 | Hevb 5 Hev b Total
code (as provided by vg/g vg/g | H9/g 6.02 Hg/g
customer) Hg/g
LAT14133 Reference uQ uQ | 0.05 0.16 0.21
LAT14134 HS KTA 19 uQ uQ | 0.04 0.22 0.26
LAT14135 +10 mL DVS uQ uQ | UQ 0.12 | 0.12
LAT14136 +20 mL DVS uQ uQ uQ 0.11 0.11 |
— 1
g LAT14137 | +40 mL DVS uQ uQ uQ 0.12 |0.12 |

UQ - Unquantifiable

Limits of quantitation:
Hev b 1 < 0.050 ug/g; Hev b 3 < 0.050 ug/g; Hevb 5 < 0.025 pg/g; Hev b 6.02 < 0.025 pg/g

Tabelle 26. (QA14-0142_Semperit_03.11.2014) siehe Anhang 7.2

Man sah deutlich, dass es bei dem mit DVS behandelten Latex zu einer Reduktion der
allergieauslosenden Proteine gekommen war.

Das Hev b 5 wurde dabei um 50% unter die Nachweisgrenze reduziert. Bei Hev b 6.02 erfolgte
eine Reduktion um ca. 25%. Selbst mit der geringsten eingesetzten Menge an DVS betrug die
Gesamtreduktion der Proteinkonzentration ca. 42% bezogen auf die Referenzprobe und ca. 53%
bezogen auf das Muster aus der Produktion. Der Einsatz der doppelten bzw. Vierfachen Menge an
DVS bewirkte allerdings keine weitere Senkung des Allergengehalts.

Zusatzlich wurde auch eine zweite Testreihe mit der noch nicht vorvernetzten Latexmischung
unter Behandlung mit DVS und anschlieBender Reifung unternommen. Eingesetzte
Konzentrationen dabei waren 12,5 und 25 umol/ml DVS pro Latexsaft. Die Ergebnisse aus diesem
Versuch finden sich in folgender Grafik:
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Test Results

Icosagen | Sample code Hevb1 | Hevb3 | Hevb5 | Hevb | Total
code (as provided by Hg/9 Hg/g Ha/9 6.02 Ha/9
customer) Ha/g
KTA 19 Kurant TWA1
LAT14146 | (23.10.2014) uQ uQ 0.06 0.25 | 0.31
Reifung NK +
LAT14147 0,26phr DVS; uQ uQ 0.03 0.21 0.24
Reifung 21.10.2014;
TWAL 23.10.2014 |
Reifung NK + 0,5phr |
LAT14148 DVS; Reifung ‘ uQ uQ uQ 0.08 0.08
20.10.2014; TWA1
22.10.2014 j

UQ - Unquantifiable

Limits of quantitation:

Hev b 1 < 0.050 pg/g;

Tabelle 27. (QA14-0151_Semperit_21.11.2014) siehe Anhang 7.2

Beim unbehandelten Latex wurde Hev b 5 durch den Einsatz von DVS mit einer Konzentration von
12,5 mmol/l um 50% reduziert. Bei Hev b 6.02 erfolgte eine Reduktion um nur 16%. Der Einsatz
der doppelten Menge an DVS (25 mmol/l) bewirkte eine Senkung des Hev b 5 unter die
Nachweisgrenze. Das Hev b 6.02 wurde dabei um 64% im Vergleich zum Muster aus der

Produktion reduziert.

4.2 Cyanurchlorid

4.2.1 Cyanurchlorid Modellreaktionen

Diese Reaktion musste mehrmals wiederholt werden, bis eine geeignete Methode gefunden
wurde, um die Reaktionsprodukte mittels NMR zu untersuchen. Im 'H-COSY Spektrum wurden
Hydrolyse Derivate als wesentliche Reaktionsprodukte sichtbar, was im Spektrum aus dem dritten

Ansatz zu sehen ist:

Hev b 3 < 0.050 pg/g; Hev b5 < 0.025 ug/g; Hev b 6.02 < 0.025 pg/g
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Abb.42 'H COSY Spektrum des Reaktionsgemisches Cyanurchlorid mit Cysteamin

Die NMR-Daten zeigten, dass neben dem erwarteten Addukt auch Hydrolyse Derivate entstehen.
Diese waren bei 7,5 ppm sichtbar. Die Cysteamin Methylengruppen lagen bei 3,5 ppm. Auf Grund
des vorliegenden Ergebnisses ist daher davon auszugehen, dass Cyanurchlorid im alkalischen
Milieu seine Chloratome unter Bildung von Hydrolyse Derivaten teilweise abspaltet.

4.2.2 Cyanurchlorid Elektrophorese
Die Trennung von Cyanurchlorid behandeltem Latex wurde auf einem 18% Tris-Glycin Gel
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durchgefihrt, um das Laufverhalten des REF zu untersuchen.

ILYNYLXATTE

SB

... SeeBlue® Standard

LS... Mark 12™ unstained standard

0... reiner Latex
. - 4... Latex mit 75,4 pumol Cyanurchlorid
T B i s 5... Latex mit 30 pmol Cyanurchlorid
B L 6... Latex mit 45,2 pmol Cyanurchlorid
- 7... Latex mit 15 pmol Cyanurchlorid
14 —-— -
¢ - -

Abb.43 SDS-Page 18% Tris-Glycin Gel

Bei diesem Gel war die Konzentration an REF (14 kDa-Bande) nicht in jeder Bahn sichtbar. Es
ergab sich insgesamt aber kein Unterschied im Laufverhalten im Vergleich zu den anderen

Versuchen.
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4.2.3 Cyanurchlorid MALDI-TOF

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie wurde mit Cyanurchlorid behandeltem Latex durchgefihrt,

um Anderungen an der Heveinstruktur durch die Behandlung zu untersuchen.
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Abb.44 MALDI-TOF Spektrum von Cyanurchlorid behandeltem Latex

Bei der geringsten Konzentration von 16,2 umol Cc zeigte sich nur ein geringer Anteil an

modifiziertem Hevein. Bei

hoherem Einsatz an Quervernetzer sah man eine deutliche

Modifikation des Latexproteins. Auffallig war dabei, dass die Addukte durch Hydrolyse bzw.

Ammonolyse der verbleibenden Chlorsubstituenten chlorfrei sind (A m 127, 128 und 129)

Dieses Ergebnis war in einem

Massenspektrum zeigte:

zweiten Versuch bestatigt worden,

wie das folgende
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Abb.45 MALDI-TOF Spektrum von Cyanurchlorid behandeltem Latex

Auch in diesem Spektrum betrugen die wesentlichen Massenunterschiede A m 128 und 129, was

auf dieselben Addukte wie in Abb. 44 schliefRen lieR.

4.3 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ)

4.3.1 2,4-Dichlor-6-methoxy-1,3,5-triazin (DMTZ) Modellreaktionen

Die Modellreaktionen mit DMTZ wurden durchgefiihrt, um zu tiberpriifen, wie sich die Einfihrung
der Methoxy Gruppe bei der Reaktion mit dem Modellmolekiil Cysteamin auswirkt. Das ‘H COSY
Spektrum aus dem ersten Ansatz gleicht dabei dem aus 4.2.1, weshalb die Bildung von Hydrolyse
Derivaten auch in diesem Fall nicht ausblieb. Das HSQC Spektrum aus dem zweiten Ansatz mit
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erhohter Temperatur, war fir diese Reaktion exemplarisch:
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Abb.46 HSQC Spektrum der Reaktion von DMTZ mit Cysteamin

Es zeigte sich hierbei ein heterogenes Produktprofil. Die Peaks bei 60/4 ppm entsprachen der
Methoxygruppe des DMTZ. Im Hochfeld bei 30/1,5 ppm kamen die HS-CH,- Gruppen. Die Peaks
bei 40/3,5 ppm entsprachen den gebundenen Cystein —CH,-CH,- Fragmenten.

4.3.2 Dichlormethoxytriazin (DMTZ) MALDI-TOF
Das MALDI-TOF Spektrum von DMTZ behandeltem Latex zeigte ein dhnliches Verhalten wie der
mit Cyanurchlorid behandelte Latex (Abb.47).
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Abb.47 MALDI-TOF Spektrum von DMTZ behandeltem Latex

Bei der geringsten Konzentration von 6,1 umol DMTZ zeigte sich fast keine Modifikation.
hoherem Einsatz an Quervernetzer um ca. 50 umol sah man eine deutliche Modifikation

Bei
des

Latexproteins. Auffallig war dabei wieder, dass in den Produkten die chlorfreien Triazine enthalten

waren.

4.4 Glutardialdehyd (Ga)

4.4.1 Glutardialdehyd (Ga) Modellreaktionen

Die Modellreaktion mit Glutardialdehyd wurde durchgefiihrt, um die Reaktionsprodukte mit
Cysteamin mittels NMR zu untersuchen.
' O
3 —> = bi<
s
-8
L8
!_: T T T T T
8 6 4 2 F2 [ppm]

Abb.48 HSQC Spektrum des Reaktionsgemisches Glutardialdehyd mit Cysteamin
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Die Peaks bei 56/2,89 ppm und 31/2,83 ppm entsprachen dabei den Methylengruppen des
Cysteamins. Der Peak bei 56/2,54 ppm entsprach einer -C=N-CH,- Gruppe und war somit ein
Anzeichen eines Konjugationsprodukts. Die Peaks bei 40/2,5 ppm entsprachen den
Methylengruppen des Glutaraldehyds. Es zeigte sich somit ein heterogenes Reaktionsprofil.

4.4.2 Glutardialdehyd (Ga) Elektrophorese

Auf Grund des Ergebnisses aus dem Modellversuch wurde auch eine Elektrophorese mit
Glutardialdehyd behandeltem Latex durchgefiihrt. Diese sollte zeigen welche Auswirkungen auf
den REF durch die Behandlung mit Glutardialdehyd zu Stande kommen.

SB ... SeeBlue® Standard

LS... Mark 12™ unstained standard

0... reiner Latex

2... Latex mit 36 pl (198 pumol) Glutaraldehyd
3... Latex mit 27 ul (149 pmol) Glutaraldehyd
4... Latex mit 18 pl ( 99 umol) Glutaraldehyd
5... Latex mit 9 ul (49,7 umol) Glutaraldehyd
6...Latex mit 4,5 ul (24,9 pumol) Glutaraldehyd

Abb.49 SDS-Page 18% Tris-Glycin Gel

Bei diesem Gel sah man, dass mit zunehmender Konzentration an Glutaraldehyd die 14 kDa-
Banden deutlich schwacher und bei den Ansatzen 2 bis 4 nicht mehr sichtbar sind. Die Banden des
REF waren also bei einer Behandlung mit hoheren Konzentrationen (50 umol/ml Latex) an
Glutardialdehyd nicht mehr sichtbar. Daher wurden AnschlieRend MALDI-TOF Untersuchungen
mit Glutardialdehyd behandeltem Latex ausgefiihrt, um zu untersuchen wie sich diese
Behandlung auf das Hevein auswirkte.
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4.4.3 Glutardialdehyd (Ga) MALDI-TOF
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Abb.50 MALDI-TOF Spektrum von Latex behandelt mit Glutardialdehyd

Eine Modifikation des Heveins war nicht erkennbar, allerdings nahm die Intensitdt des
Heveinsignals mit zunehmender Konzentration des Glutaraldehyds ab. Dies bestdtigte somit das
Ergebnis aus der Elektrophorese und zeigte somit eine Verringerung der im Latex enthaltenen
Proteine durch den Einsatz an Glutardialdehyd. Das Spektrum aus dem zweiten Versuch bestatigte
dieses Resultat, daher wird es hier nicht zusatzlich gezeigt.

4.5 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)

4.5.1 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) Modellreaktionen
Im Ersten Versuch sollte abgeklart werden, wie lange es dauert, bis sich die Acryloylgruppen mit
dem Cysteamin umsetzten. Die zugehérige 'H-NMR Messung zeigt das folgende Spektrum:
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Abb.51 *H-NMR Spektren von reinem TAT (blau), Reaktion nach 1,5 Stunden (rot) und nach 71
Stunden (grin)

Es zeigte sich bei dieser Reaktion, dass nach 1,5 Stunden noch Acryloylgruppen vorhanden waren.
Nach 71 Stunden waren die Acryloyl-Gruppen vollstandig umgesetzt worden und nur noch
aliphatische Gruppen vorhanden.

4.5.2 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) Elektrophorese

Anhand der Elektrophorese von TAT behandeltem Late, sollte der Einfluss der Chemikalie auf
den REF eruiert werden.

. g{{rma?\;% SB ... SeeBlue® Standard
| =

PR LS... Mark 12™ unstained standard

0... reiner Latex
h 'l
: -1

.. Latex mit 13,99 mg (56,14 umol) TAT
Triton X 100 SDS

|
(B RN

.. Latex mit 9,33 mg (37,43 umol) TAT
.. Latex mit 4,67 mg (18,71 umol) TAT

vk w

Abb.52 SDS-Page 18% Tris-Glycin Gel

Dieses Gel zeigte deutlich unscharfe Banden im Bereich von etwa 10 bis 20 kDa. Daher war davon
auszugehen, dass eine Modifikation am REF stattgefunden hatte. Diese zeigte sich allerdings in
Form einer Polymerisationsreaktion des vorhandenen Proteins. Zur besseren Beurteilung dieses
Ergebnisses wurde sodann die MALDI-TOF Analyse ausgefihrt.
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4.5.3 Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) MALDI-TOF

4.5.3.1 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)
Die Analyse von TAT behandeltem Latex wurde in drei unterschiedlichen Varianten durchgefihrt.
Zunachst wurde die Behandlung mit reinem TAT mittels MALDI-TOF untersucht.
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Abb.53 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex

Man sah hier in jeder getesteten Konzentration an TAT die Auflésung des Heveinpeaks. Dies lieR

darauf schlieBen, dass bei einer Behandlung des Latex mit TAT eine Polymerisation der im Latex

enthaltenen Proteine stattgefunden hatte.
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4.5.3.2 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT)
Um die wirksame Grenzkonzentration zu ermitteln, wurde dieser Versuch erneut mit geringeren
Konzentrationen an TAT durchgefihrt.
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Abb.54 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex

Man sah, dass eine Modifikation am Hevein stattfand. Diese hing hauptsachlich von der
zugesetzten Menge an TAT ab. Bei der Konzentration der Probe 5) kam es zu einer leichten Peak
Verkleinerung und bei Probe 6) verschwand der Heveinpeak komplett. Aus dem Spektrum wurde
ersichtlich, dass ab einer Konzentration von 17,25 umol ein komplettes Verschwinden des
Heveinpeaks eintrat. Bereits ab 11,23 umol fand eine Reduktion des Heveins statt.
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4.5.3.3 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) in 6-
Cyclodextrin

In einem weiteren Versuch sollte abgeklart werden, wie die Behandlung von TAT unter Zusatz von

B-Cyclodextrin verlief.
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Abb.55 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex unter Zusatz an B-Cyclodextrin

Es zeigte sich, dass durch den Zusatz an B-Cyclodextrin ein deutlich milderer Reaktionsverlauf
stattgefunden hatte. Der Heveinpeak blieb jedoch in jeder der eingesetzten Konzentrationen
erhalten. Nichtsdestotrotz kam es in allen Féllen zu einer Modifikation des Heveins. Die
Unterschiede im Molgewicht lagen dabei in etwa um 250 Masse zu Ladungseinheiten (m/z), was
genau dem Molekulargewicht von TAT entsprach. Es fand also eine Beladung mit TAT statt. Man
sah daher, dass es unabhangig von der Konzentration an TAT zu einer deutlich kontrollierteren
Reaktion, als ohne den Einsatz an B-Cyclodextrin gekommen war.
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4.5.3.4 Behandlung von Latexsaft mit Triacryloylhexahydro-1,3,5-triazin (TAT) in a-
Cyclodextrin

In einem weiteren Versuch sollte abgeklart werden, wie sich der Zusatz von a-Cyclodextrin auf

den Reaktionsverlauf nach unterschiedlichen Zeiten auswirkt. Das folgende Spektrum zeigt den

Reaktionsverlauf nach zwei Stunden.
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Abb.56 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex unter Zusatz an a-Cyclodextrin

Auch in diesem Spektrum betrugen die Molgewichtsdifferenzen in etwa 250 Masse zu
Ladungseinheiten. Es lieR sich daher die Reaktion des Heveins mit dem TAT nachvollziehen. Zur
weiteren Uberpriifung wurden auch Spektren nach vier und 24 Stunden aufgenommen (Abb.57
und 58).
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Abb.57 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex unter Zusatz von a-Cyclodextrin

nach 4 Stunden

Nach vier Stunden Reaktionszeit zeigte sich in den geringeren Konzentrationen von 10,33 und

15,5 umol ein dhnliches Produktprofil wie bei der Behandlung mit reinem TAT.
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Abb.58 MALDI-TOF Spektrum von TAT behandeltem Latex unter Zusatz von a-Cyclodextrin nach
24 Stunden

Das Spektrum nach 24 Stunden Reaktionszeit dhnelte dem aus 4.5.3.1 mit reinem TAT. Daraus lie
sich schlieBen, dass der Zusatz an a-Cyclodextrin eine langere Reaktionsdauer zur Folge hatte und
die Reaktion somit milder verlief.

4.5.4 TAT Bestimmung mittels HILIC

Fir die Bestimmung von TAT mittels HILIC wurde eine Verdinnungsreihe hergestellt und
gemessen. Es ergab sich ein Detektionslimit von etwa 16 pug pro ml Acetonitril. Dabei betrug der
Gradient von Acetonitril und Wasser 95:40, wobei Einspritzmengen von 10 bis 50 ul verwendet
wurden.

Die Kalibrationskurve aus der Verdiinnungsreihe wird in der folgenden Grafik (Abb.59) gegeben:
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Abb. 59 Kalibrationskurve HILIC
4.5.4.1 Die Bestimmung von TAT in Acetonitril
M Chromatogram View Scan Segmertl Pesk ¢ » Scan ¢ > Segment
(x1,000,000)
30__1;'nc(+) Time 2348 Scand Inten. 1074334] A
2,04 =
: v
107 g
(x1,000,000)
120550 Time 0,061 3 Inten, 335963] A
1,00 ( - W&mmm e
p— W Mk g
50 100 150 200

0.0

300 min

B Spectum View

|
Blstack  |AlOverlay

Display i Eventi: 1 Scan{E+) Ret Time: [3,267] Scanif: [197]
Inten (x1,000,000) Base Pesk: 250 20758771
Segment#1 10 i 250,20 miz Abs.Inten. Rel_ Inten.
Eventt g
[V]Event2 31445
750 1000 1750 miz
Evert#: 2 5can(E-) Rel Time: [3,282] Soant: [198]
Inten (x10,000) Base Peak: 51 20/ 10,397
Spectrum Type o 20 miz Bbs Irken. Rel Inten.
-entroid 204 10° %2, 0
rof 219550 343‘05. . | 76975 951,60 184425 1811,30
250 500 750 1000 1500 1750 miz

Abb.60 Ergebnis der HILIC Messung

Der Peak bei 250,2 m/z war eindeutig dem TAT zuzuordnen. tzg=3,1 min
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4.5.4.2 Der Extrakt von unbehandeltem Latexfilm
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Abb.61 Ergebnis der HILIC Messung

Retentionszeit tg=2,833 min

Wie aus dem Spektrum der Masse zu Ladung zu entnehmen, waren sowohl der TAT Peak als auch
seine Fragmente nicht vorhanden. Dieses Ergebnis war bei unbehandeltem Latex zu erwarten. Die
relevanten Peaks sind in den Produktmassen aufgelistet.

Produktmassen: 83,2; 130,25; 171,25;209,15; 282,35; 323,35; 402,4;497,60; 546,70; 668,40;
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4.5.4.3 Mit TAT behandelter Latex

Im Vergleich wurde der Acetonitril Extrakt (siehe 3.5.5) von TAT behandeltem Latex auf dieselbe

Weise mittels HILIC untersucht. Das Ergebnis ist in folgendem Spektrum sichtbar.
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Abb.62 Ergebnis der HILIC Messung

Retentionszeit tg=2,833 min

Produktmassen: 83,2; 130,25; 171,25;209,20; 323,35; 383,3; 483,45; 546,65; 590,7; 668,4; 750,80

m/z

Sowohl die Chromatogramme aus 4.5.4.2 und 4.5.4.3, als auch die Spektren zeigten bei beiden

Extrakten ein &hnliches Bild. TAT erschien

im Extrakt nicht und

lag somit unter der

Nachweisgrenze von 16 ug/ml.
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4.6 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion (TATATO)

4.6.1 1,3,5-Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion Modellreaktionen

Modellreaktionen mit TATATO wurden durchgefiihrt, da dieses Molekiil strukturelle Ahnlichkeiten
mit dem aus Kapitel 4.5 verwendeten TAT aufweist. Es sollte herausgefunden werden, ob sich
Allylgruppen fir Modifikationen an Latexproteinen eignen. Das Spektrum nach 20,5 Stunden glich
im Wesentlichen dem Ergebnis nach einer Stunde, weshalb nur dieses mit reinem TATATO
verglichen wird, was in folgender Abbildung zu sehen ist.

g T T T - —T
8 7 6 5 4 3 2 [ppm]

Abb.63 Uberlagerung der "H-NMR Spektren von reinem TATATO und des Reaktionsgemisches

Es erfolgte keine Umsetzung mit dem Cysteamin, wie die Uberlagerung des Protonen Spektrums
von reinem TATATO mit der Reaktionslésung zeigte. Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurde
dieselbe Reaktion in einem anderen Losungsmittel (THF) erneut durchgefiihrt. Es wurde ebenfalls
nach einer Stunde ein NMR Spektrum von dieser Reaktionslésung aufgenommen (Abb.64).
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Abb.64 Uberlagerung von "H-NMR Spektren von reinem TATATO und des Reaktionsgemisches

Das erhaltene Spektrum glich dem aus dem Versuch der Umsetzung in Wasser. Daher war davon
auszugehen, dass die Allylgruppen nicht reaktiv genug waren, um eine Reaktion mit Proteinen

Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar.

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

thele

(]
lio
nowledge

b

i
r

einzugehen.

75


https://www.tuwien.at/bibliothek

4.6.2 Triallyl-1,3,5-triazin-2,4,6-trion (TATATO) MALDI-TOF

Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den Modellversuchen, wurde daher eine Behandlung mit
TATATO am Latex ausgefiihrt. Da sich auch in diesem Versuch das Ergebnis nach 24 Stunden nicht
von dem nach einer Stunde Reaktionszeit unterschied, wird hier exemplarisch fiir die Reaktion nur
das Spektrum nach einer Stunde Reaktionszeit gezeigt.
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Abb.65 MALDI-TOF Spektrum von TATATO behandeltem Latex

Das Spektrum zeigte, dass es zu keiner Modifikation am Hevein aus dem Latex gekommen war.
Dies war unabhédngig von der eingesetzten Konzentration an TATATO. Aus beiden erhaltenen
Resultaten, sowohl den Modellreaktionen als auch der MALDI-TOF Untersuchung, konnte
geschlossen werden, dass die Allylgruppen nicht reaktiv genug waren, um Latexproteine zu
modifizieren.
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4.7 Glucose und Fructose

4.7.1 Glucose Electrophorese

Zunachst wurde die Gelelektrophorese von dem mit Glucose behandelten Latex durchgefihrt.
Diese sollte in der Lage sein, grobere Veranderungen am REF zu detektieren. Das Ergebnis ist in
folgender Abbildung sichtbar.

[ (Y W\ SB ... SeeBlue® Standard
- LS... Mark 12™ unstained standard
’..\ . ... reiner Latex
. ... Latex mit 200 pl (304,7 pmol) Glucose
- a ... Latex mit 100 pl (152,4 pmol) Glucose
- ... Latex mit 75 pl (114,3 umol) Glucose
han ‘ ... Latex mit 50 pl ( 76,2 pmol) Glucose

.. Latex mit 25 pul ( 38,1 umol) Glucose

VA WN RO

Abb;66_573§—]>age 18%A;I'ris—Gchin7GeI

Das Gel zeigte in den ersten beiden Spalten des mit Glucose behandelten Latex etwas breitere
Banden im Vergleich zur Referenz mit reinem Latex (Spalte 0). Diese Bandenverbreiterung konnte
allerdings auch durch eine Veranderung des Laufverhaltens durch die zugesetzten Kohlenhydrate
zu Stande gekommen sein. Da die Elektrophorese nur bedingt Aufschluss (ber kleinere
Modifikationen an Proteinen geben kann, wurde die Behandlung von Latex mit Kohlenhydraten
auch mittels MALDI-TOF untersucht.
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4.7.1.1 D-Glucose (DGc) MALDI-TOF
Die einstiindige Behandlung des Latex mit Glucose lieferte in der MALDI-TOF Messung folgendes

Spektrum:
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Abb.67 MALDI-TOF Spektrum von Latex mit Glucose

Es zeigte sich, dass keine Verdnderung im Bereich des Heveins von 4,7 kDa auftrat. Es war daher
anzunehmen, dass die Bandenverbreiterung aus der Elektrophorese nur durch ein anderes
Laufverhalten ausgeldst wurde. Wie sich im MALDI-TOF Spektrum zeigte, war die Glucose nicht in
der Lage Hevein zu modifizieren. Dieses Ergebnis sollte daher auch auf den REF zutreffen.

Um dieses Ergebnis zu Uberprifen, wurde in einem zweiten Versuch der Latex fiir 72 Stunden
einer Behandlung mit Glucose ausgesetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 68 sichtbar.
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Abb.68 MALDI-TOF Spektrum von Latex behandelt mit Glucose fiir 24 Stunden

Es zeigte sich bei dem Einsatz der beiden hochsten Konzentration an Glucose (305 und 152 pmol)
eine partielle Modifikation mit einer Glucose Einheit. Die Einwirkungsdauer war dabei allerdings
so lange, dass der Latex bereits von sich aus koagulierte, weshalb diese Art der Behandlung keine
glinstige Option der Modifikation von Latexproteinen darstellt.
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4.7.2 D-Fructose MALDI-TOF
Das Ergebnis aus dem Spektrum nach eintagiger Behandlung des Latex mit Fructose wird in

folgender Abbildung sichtbar:
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Abb.69 MALDI-TOF Spektrum von Latex mit Fructose

Es zeigt sich, dass bei der Behandlung mit Fructose keinerlei Modifikation nach 24 Stunden am
Hevein stattfindet.
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5 Diskussion und Fazit

Bei der Suche nach neuen Molekilen, die fir den Einsatz sowohl an unbehandeltem, als auch
behandelten Latex geeignet sind, konnten einige Verbindungen gefunden werden, die den
Anforderungen der Herabsetzung des allergenen Potentials im fertigen Gummiprodukt, gerecht
werden. Durch den Einsatz von Gelelektrophorese und MALDI-TOF konnte gezeigt werden, ob und
wie eine Modifikation stattgefunden hat. Die Auswertung der ermittelten Daten konnte eine
Prognose abgeben, ob und wie weit eine Modifikation durch eine funktionelle Gruppe an
Latexallergenen stattgefunden hat. Dies erweist sich vor allem in Zukunft als wichtig, da es durch
diese Methoden erheblich erleichtert wird neue Molekiile zu finden, welche den geforderten
Anspriichen gerecht werden.

Im Detail deckt die Messung mit Hilfe der Gelelektrophorese dabei den Bereich grofRerer
Molekile (<10 kDa) gut ab. Die Messgenauigkeit fir die Modifikation mit kleinen Molekdlen ist
dabei allerdings nur dann gegeben, wenn die Veranderungen am Molekulargewicht so grofR sind,
dass sie mittels Elektrophorese sichtbar gemacht werden. Dies konnte anhand des Beispiels der
Modifikation von BSA mit DVS gezeigt werden.

Im Gegensatz dazu liefert die MALDI-TOF eine viel genauere Auflosung und kann auch bei
héheren Molekulargewichten (> 10 kDa) noch eingesetzt werden. Die Analyse mittels MALDI-TOF
hat zudem auch den Vorteil, dass sie auch Modifikationen mit kleinen Molekiilen(<10 kDa), selbst
bis hin zu Molekilfragmenten erkennbar macht.

5.1 Modellreaktionen:

Durch die Modellreaktionen mit Cysteamin konnte im Vorfeld abgeklart werden, wie die
funktionellen Gruppen mit den Amino- und Thiogruppen reagieren. Dabei konnte mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden welche Reaktionsprodukte entstehen kdnnen. Durch
den Einsatz des bifunktionalen Mercaptoethylamins konnte gezeigt werden, dass es bevorzugt die
Thiogruppen sind, die eine Reaktion mit den eingesetzten Reagenzien eingehen. Der Einsatz von
Cyanurchlorid als funktionelle Gruppe, lieferte Hydrolyse Produkte unter alkalischen
Bedingungen. Dasselbe gilt fiir den Einsatz von DMTZ. Die Reaktion mit DVS zeigte eine hohe
Reaktivitdt mit den Thiogruppen im Sinne einer Michael Addition. Ein dhnliches Verhalten hat das
TAT bei der Reaktion mit Cysteamin gezeigt. Hierbei reagieren die Acryloylgruppen mit den
Thiogruppen des Cysteamins. Im Gegensatz dazu reagierte TATATO mit seinen Allylgruppen mit
dem Cysteamin nicht.

5.2 SDS-Page:

Bei den Polyacrylamidgelelektrophoresen hat sich gezeigt, dass die Banden des REF sichtbar
gemacht werden kdnnen. Ein Zusatz an Reduktionsmitteln wie etwa DTT oder Mercaptoethanol
brachte keine Verbesserung der Auflésung der Banden. Bei der Behandlung des Latex mit DVS
konnten keine Unterschiede im Laufverhalten des REF festgestellt werden. DVS zeigte allerdings
bei der Behandlung von BSA eine deutliche Modifikation. Dies erklart sich, da im BSA 35
zugéngliche Aminogruppen vorhanden sind, und diese somit modifiziert werden kénnen. Auch bei
den anderen funktionellen Gruppen wie Cyanurchlorid, Glucose und DMTZ ist die Modifikation
des REF so gering, dass kein Unterschied im Gel zum unbehandelten REF festzustellen ist.
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Allerdings kommt es beim Einsatz von TAT zu einer deutlichen Bandenverbreiterung, was auf eine
Polymerisation des REF schlieRen lasst.

5.3 MALDI-TOF:

Die Behandlung von BSA mit DVS hat gezeigt, dass es moglich ist die zur Verfligung stehenden
Aminogruppen zu modifizieren. Daher fiihrte die Behandlung von Latex mit DVS auch zu einer
Modifikation des im Latex enthaltenen Heveins. Hierbei wurde eine Beladung von zwei bis flinf
DVS-Gruppen erreicht. Bei dem mit Cyanurchlorid behandelten Latex entstanden Hydrolyse
Produkte und es konnte eine Beladung mit bis zu vier dieser Gruppen erreicht werden. Ein
dhnliches Verhalten zeigte auch das DMTZ. Der Glutaraldehyd konnte hingegen das Hevein nicht
modifizieren. Auch bei der Behandlung mit Glucose und Fructose kam es zu keiner Modifikation
des Heveins. Durch den Einsatz des TAT konnte das Hevein komplett polymerisiert werden. Bei
der Behandlung des Latex mit TATATO konnte keine Modifikation erzielt werden.

5.4 FITkit® Tests und Aminosduren Analyse

Die mit DVS hergestellten Handschuh Muster haben deutlich gezeigt, dass es durch den Zusatz der
Chemikalie zu einer Reduktion der allergieauslosenden Proteine im fertigen Produkt gekommen
war. Dabei konnte das Hev b 5 unter die Nachweisgrenze von 0,025 pg/g reduziert werden.
Hevein selbst konnte bei Behandlung der Hansamischung mit DVS um etwa 25% reduziert
werden. Bei der DVS Zugabe zum unbehandelten Latex zeigte sich ein dhnliches Verhalten. Bei
geringer Zugabe von 12,5 mmol/l konnte das Hev b 5 um die Hélfte reduziert werden. Durch
Zusatz der doppelten Menge an DVS kam es zur Reduktion des Hev b 5 unter die Nachweisgrenze
und eine Verringerung von Hevein um 64%.

Die Aminosauren Analyse lieferte hingegen keine einheitlichen bzw. vorhersehbaren Ergebnisse.
So zeigte sich bei der mit DVS behandelten Hansamischung bei der hochsten eingesetzten Menge
von 50 mmol/l eine relativ hohe Loslichkeit an Proteinen von 58,9 ug/g. Bei den geringeren DVS
Konzentrationen zeigte sich hingegen keine deutlich abweichende Loslichkeit der Proteine im
Vergleich zu dem hergestellten Muster aus der Produktion.

5.5 Getestete Reagentien

5.5.1 DVS

Das DVS stellte sich, durch seine aktivierten Vinylgruppen, als potentes Reagens zur Modifikation
von Latexproteinen und Peptiden heraus. Dieses war auf Grund seiner Reaktivitdt ein probates
Mittel um Latexproteine zu modifizieren. Die zundchst durchgefiihrten Modellreaktionen
bestatigten die Annahme, dass eine Reaktion mit den Thio- und Aminogruppen des Cysteamins
stattfand. Auf Grund der hohen Reaktivitdt entstanden in den Modellversuchen heterogene
Produkte, daher wurden diese mittels SDS-Page weiter untersucht. Es wurde abgeklart, ob ein
Zusatz an DTT und Mercaptoethanol in der Elektrophorese eine bessere Trennung zur Folge hatte.
Nachdem dies nicht der Fall war, wurde anhand der Gele eine leichte Veranderung im
Laufverhalten durch die Behandlung mit DVS festgestellt. Da diese Veranderungen am
Molekulargewicht der Proteine nur gering waren, konnten sie allerdings nicht bei allen Gelen
nachvollzogen werden. Allerdings lieferte der Versuch mit BSA ein eindeutiges Ergebnis, welches
die erfolgreiche Modifikation verdeutlichte.
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In der Folge wurden daher genauere Untersuchungen mittel MALDI-TOF unternommen, die eine
Modifikation an Hevein deutlich sichtbar machten. Diese Modifikationen waren nicht nur an den
Latexproteinen zu erkennen, sondern auch an BSA. Das DVS wurde anschlieBend als Additiv,
sowohl im unbehandelten Latex, wie auch in der fertigen Hansa-Mischung zugesetzt. Auf diese
Weise wurde die Chemikalie auf ihre Prozesstauglichkeit hin (berprift, indem hypoallergene
Handschuhmuster gefertigt wurden. Wie in Tabelle 26. und 27. gezeigt, konnte dadurch eine
Reduktion der Hauptallergene im Latex erreicht werden. Unter Einhaltung der R- und S-Sdtze,
sowie dem Umgang mit der Chemikalie und der Einhaltung der Sicherheitsinformationen gemaR
dem Global harmonisiertem System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien, kdnnte
DVS als Additiv in der Produktion von Latexprodukten zum Einsatz kommen. Die Handhabung
sollte dabei durch chemisch geschultes Personal erfolgen. Dabei miissen die staatlichen Vorgaben
fiir wassergefdahrdende Substanzen eingehalten werden.

5.5.2 Cyanurchlorid

Das Cyanurchlorid lieferte auf Grund seiner Struktur und den alkalischen Bedingungen Hydrolyse
Produkte. Dieses Verhalten konnte auf Grund der Modellreaktionen nachvollzogen werden. In der
SDS-Page zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede im Laufverhalten der Proteine, weshalb
diese mittels MALDI-TOF weiter untersucht wurden. Unter diesen Umstdnden konnte eine
erfolgreiche Modifikation am Hevein bestatigt werden. (Allerdings nicht durch das urspriinglich
eingesetzte Cyanurchlorid, sondern vielmehr durch dessen Hydrolyse Derivate). Die enthaltenen
Chloratome wurden dabei im ammoniakalischen Milieu durch Amino- und Hydroxygruppen
substituiert. Es ist daher notwendig die Prozesstauglichkeit dieses Stoffes noch weiter zu
untersuchen. Bei der Handhabung des Stoffes sollten auf Grund seiner irritierenden Eigenschaften
- auf Haut, Augen und Lunge - Handschuhe und Schutzmaske getragen werden.

5.5.3 DMTZ

Das DMTZ lieferte auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit dem Cyanurchlorid dhnliche
Ergebnisse. Die Chlorsubstituenten wurden im wassrigen Medium substituiert, wohingegen die
Methoxygruppe erhalten blieb. Auf eine Untersuchung mittels SDS-Page wurde daher verzichtet.
Die MALDI-TOF Untersuchung lieferte, wie auch schon bei Cyanurchlorid, eine Modifikation durch
die Hydrolyse Produkte. Fir den Einsatz von DMTZ gelten im Wesentlichen dieselben
Bestimmungen wie fir das Cyanurchlorid. Ein wichtiger Punkt bei der Handhabung ist die
Vermeidung von Staub, da dieser eine Gefahrdung der Atemwege und der Haut zur Folge hat.

5.5.4 Glutaraldehyd

Der Glutaraldehyd wurde eingesetzt, da er in unterschiedlichen Formen in Lésung vorliegt und
somit viele Reaktionsmaoglichkeiten vorhanden sein sollten. Die Modellreaktion bestatigte dabei,
dass Konjugationsprodukte mit dem Cysteamin entstanden sind. Daher wurde anschlieRend
versucht, dies anhand der SDS-Page zu verifizieren. Diese lieferte bei Konzentrationen > 49 umol /
ml Latex ein vollstandiges verschwinden der REF Banden. Damit konnte gezeigt werden, dass
Glutaraldehyd reaktiv genug ist, um Latexproteine zu modifizieren. In der Folge wurden
Untersuchungen mittels MALDI-TOF durchgefiihrt, welche speziell auf Modifikationen am Hevein
abzielten. Es stellte sich dabei heraus, dass der Glutaraldehyd, je nach eingesetzter Menge, das
Hevein zwar nicht modifizieren, sondern die vorhanden Mengen im Latex reduzieren konnte.
Dieses Verhalten zeigt eine Ahnlichkeit mit dem TAT, was in 5.5.5 gezeigt wird. Da der

83


https://www.tuwien.at/bibliothek

Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar.

The approved original version of this thesis is available in print at TU Wien Bibliothek.

thele

(]
blio
nowledge

L]
|
rk

Glutaraldehyd als waéssrige Losung vertrieben wird, sollten beim Einsatz der Chemikalie
Verdinnungseffekte bericksichtigt werden. Bei der Handhabung sollten Schutzkleidung und
Handschuhe, sowie eine Schutzbrille getragen werden. Der Arbeitsbereich sollte dabei liber eine
ausreichende Bellftung verfliigen und der Umgang mit der Chemikalie nur durch geschultes
Personal erfolgen. Die Deaktivierung des Wirkstoffes kann entweder durch Verdiinnung, oder
durch Zusatz an Natriumbisulfit bzw. Natronlauge erreicht werden. Dabei sollte die Entsorgung
der Abwasser den nationalen Vorschriften entsprechen.

5.5.5 TAT

Durch den Einsatz des Triacryloylhexahydrotriazin konnte eine Reaktion mit dem Cysteamin im
Modellversuch bestatigt werden. Die Acryloylgruppen sind dabei reaktiv genug um eine Reaktion
mit den Thio- und Aminogruppen des Cysteamins einzugehen. Daher wurde der Einfluss der
Chemikalie auf den Latex mittels SDS-Page (iberprift. Es zeigte sich dabei, dass der REF
polymerisierte, was sich in breiten Banden dufRerte. Um die Frage zu klaren, wie sich der Einsatz
des TATs auf das Hevein auswirkte, wurden anschlieRend Untersuchungen mittels MALDI-TOF
durchgefihrt. Dabei wurde sowohl reines TAT, als auch ein Zusatz an a- sowie B-Cyclodextrin
verwendet. Es konnte festgestellt werden, dass ab einer Konzentration von 17,25 umol TAT pro
ml Latex, eine Polymerisation des Heveins bereits nach einer Stunde stattgefunden hat. Bei den
Versuchen mit den Cyclodextrinen herrschten jedoch deutlich mildere Reaktionsbedingungen,
weshalb unter diesen Umstanden die Polymerisation ausblieb und stattdessen eine Modifikation
stattfand. Durch eine Verlangerung der Reaktionszeit kam es schlieRlich, auch mit dem Zusatz an
Cyclodextrinen, zur Polymerisation. Bei der Extraktion der mit TAT hergestellten Gummifilme
zeigte sich, dass die eingesetzten wirksamen Mengen im Endprodukt unter der mittels HILIC
detektier baren Nachweisgrenze lagen. TAT bringt somit ein interessantes Potential bei der
Reduktion der Latexproteine mit sich. Bei der Handhabung in der Produktion missen auf Grund
der Toxizitat des Stoffes VorsichtsmalRnahmen ergriffen werden. Nicht nur Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung, Augenschutz und Gesichtsschutz sind anzuraten, sondern bei groReren Mengen
auch ein vollstéandiger Chemieschutzanzug. Nicht umgesetzte Mengen der Chemikalie sind einem
anerkannten Entsorgungsunternehmen zuzufiihren. Untersuchungen zur Biovertraglichkeit im
Endprodukt sind in jedem Fall vor dem Vertrieb der Produkte unerldsslich.

5.5.6 TATATO

Mit Hilfe von TATATO konnte, trotz struktureller Ahnlichkeiten zum TAT, keine Reaktion mit
Cysteamin erreicht werden. Dieses Ergebnis wurde auch mittels MALDI-TOF, bei Behandlung des
Latex, bestatigt. Die Allylgruppen des TATATOs waren nicht reaktiv genug um Modifikationen an
Proteinen zu erzielen. Diese Substanz ist daher fir den Einsatz bei der Erzeugung hypoallergener
Latexprodukte ungeeignet.

5.5.7 Glucose und Fructose

Die Untersuchung der Glucose mittels SDS-Page lieferte kein aussagekraftiges Ergebnis in Bezug
auf die Modifikation der im Latex enthaltenen Proteine. In der MALDI-TOF Untersuchung zeigte
sich, dass durch dessen Einsatz keine Modifikation am Hevein innerhalb einer Stunde erreicht
werden konnte. Erst bei einer langeren Reaktionsdauer von 72 Stunden traten leichte
Modifikationen am Hevein auf. Trotzdem ist der Einsatz der Glucose nicht sinnvoll, da der Latex
durch die in ihm enthaltenen Proteine zur Koagulation neigt. Bei der Fructose stellte sich ebenfalls
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nach einem Tag Reaktionszeit keine Modifikation des Heveins ein. Beide Stoffe sind chemisch
unbedenklich und bedirfen keiner besonderen Handhabung. Nichtsdestotrotz sind sie zur
Modifikation der Latexproteine ungeeignet.
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7.1 Lowry Test Resultate
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7.2 FITkit® Resultate

I—CSAGEN

CERTIFICATE OF ANALYSIS No QA14-0142
FITkit® TESTING SERVICES

Customer:

Description of samples:
Arrival cate:

Testing method:
Compliant with:

Semperit Technische Produkte Gesellschaft mbH
Triester BundesslraBc 26,

A-2632 Wimpassing, Austria

gloves

20 October 2014

Capture enzyme Immunaassay methad (FTA; TEMA)
EM 455-3:2006; ASTM D742/ - 08

Test Results

“lcosagen Samplecode |Hevbl|Hevb3 Hevb5 Hevb Total
code (as provided by ug/g Hg/g Ha/g 6.02  pag/g
customer) Hgfg
LAT14133 | Reference uqQ uqQ 0.05 0.16 .21
LAT14134 | AS KTA 19 uQ uQ 0.04 0.22 0.26
LAT14135 | +10 mL DVS uQ uQ ug 0.12 0.12
LAT14136 | +20 mL DVS ug uQ ug 0.11 0.11
LAT14137 +40 mL DVS uQ uQ uQ .12 g.12

ug - Unguzntifinble

Linuits of quanttation:

Hev b1 = COSD _gyg. Hewbi <

03 November 2014

Notw:
The raoults rdaces ok b3 the tezed e

0,050 pafa; Hew b § < 0,025 palg;  Hev b 8.02 < 0.0235 pyfy

Dagni Krinka
Quality Manager

Tre bost 2afizaes 5730 Moz 06 repozuced excess I° S0, #Ehcut vraten appeidl S e S5 K00 Y.

Lauzaqgen AS

Eerika tae 1, Gssu ki@, (herurme vald 51213 Tartumaa
Fhone +372 737 1080, Fax +172 737 7077, infoRicesagen.ee
Reag Wo: 10565084, VAT ha: FF1ND373055
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| Icosagen

Lc:gAGEN

CERTIFICATE OF ANALYSIS

FITkit™ TESTING SERVICES

No QA14-0151

Customer: ° Semperit Technische Produkte Gasellschaft mbH

Triester Bundessirabe 26,

A-2632 Wirpass ng, Austia

Doscriptan of samples:  gloves

Arrival date: 07 November 2014
Testing methoa: Capture enzyme immunoassay metnod (ELA; [EMA)
Complant with: EN 455-3:200G; ASTM D7427 - U8

Tesl Resulls

Sample code Hevb 1l | Hevb 3
{as provided by Ha/9 H9/9
custamer)

code

Hevb 5 | Hevb
Ba/g 6.02

Total
H9/g

KTA 25 Kurant TWAL
LAT14146 123.10,2014) uo un

.06 0.25

0.31

Reifumg NC -
LAT14147 0,28phr DVS; [¥]e] ug
Epfurg 21002004
TWA&T 23107014

0.03 021

0.24

5 UQ = UnyuentifizLle

Kefurg KK = O, 5chr
LAT14148 DV5; Remurg ug uQ
20,10,20.4, TWAL
22.20.2024 |

uQ 0.09

0.02

Limis of quant tahinn:

Hov b1 < 0.05) pgso: Bew b 3 < 2050 pefg: Hew b < 0.0720 parg:

21 Nuvember 2014

Note:
Tow csauks relates ouly to (e edesd e,

................

Dagni Krinka

Quallty Manager
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7.3 Aminosauren Analyse

Hautklinik Ulmenweg "8 97053 Urlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Scgment Sempermed

Herr Daniel] Stocker

Triester Bundesstralle 26

A — 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hauklinik am [NZ

Lniversitiitsklinikun Erlangen

Direktar: Prob. Dr. med. univ. Gerole Schuler
Abteilung: Testlabor W Laexprociukle
Ansprechpartner: Dr. Mirko Kummer

Tel: DOI31/8S 45834

Fax: 0913185 33152

e-muil; mirko.knmmer@uk-erlangen.de

Friangen, 24. Fehruar 2015

Testprotolkoll Proteinbestimmung

Messdatum: 18.11.2014 {mod. Lowry), 24 022015 {Anminosdurenanayse, HPLC)
Probe: Referenz-Handschuhe

[Lol: Muster

Aralysen-Nr.: 10142501

Extrektion: Doppellindschulunethode mit 0,1 M TES pH 7.4 (rach EN 455-3)
Messmethade: Lowry modifiziert (nach EN 455-3):

Farbentwicklung: Bio-Rad 1C Protein Assay
Aminosiiurenanalyse (HPLC):
Hydrolvse: 6 N Salzsiure 100°C, 48 h

Die approbierte gedruckte Originalversion dieser Diplomarbeit ist an der TU Wien Bibliothek verfligbar.
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Analyse: Trenaung der Aminostiuren tiber HPLC nach
Vorsdulenderivatisicrung mit o->hibul-dialdehyd umd
Quartifizicrung im Fluoreszenzspekirometer.

Firzebnisse:

Lowry (mod.) Aminosiiurenanalyse
ug Protein/ g Handschuh | pe Protein g TTandschuh
 Extraktion rechts 203 21.3
Extraktion links 24.6 =
| Mittelwert 25 213

74

-~

Dr. é-lirkc- Kummer
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Hiautklinik  Ulnenweg (18 91034 Zrlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Segment Sempermed

Herr Danicl Stecker

“rizster Bundesstralie 26

A~ 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hawklimik am INZ

Universititsklinikum Erlangen

Dirckear: Prof. Dr. med. univ. Gerolc Schuler
Abtetlung, Pestlabae G Latexprodukie
Ansprezhpariner: D Vicko Kummer

lel: DYIS1/NS 45834

Fax: 09131:85 35152

e-mail: mirko.kummer@uk-erlangen.de

Frlangen, 24, Fehruar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

Messdatum:

Probe: Handschuhe KTA 19
Lot: Muster

Aralysen-Nr.: 10140502

Extrakton:

Messmethode:

18112014 (modd. Towry), 24 0Z2.2015 (Aminosidurenanalyse, TTPLE)

Doppelhandschuhmethade mit 0,1 M TS pl1 7.4 (rach [N 455-3}

Lowry madifiziert (nach KN 455-3):

Farhentwicklung: Bio-Rad DC Protein Assay

Aminosiurenanalyse (HPLC):

Ilydrolyse: ¢ N Salzsiiure 100°C, 48 h

Arnalyse: Trennung der Aminosiuren iiber EPLC nuch
Vorsaulerderivatisieruny it o-Phithel-disldeliyd und
Quantifizierung im Fluoreszenzspektrometer.

Ergebnissa:

Lowry {mod,)
pg Protein/ ¢ Handschuh | ug Protein / g Handschuh

Aminosiiurenanalyse

Extraktion rechis 295

| Mittehvert 295

338
38 |

=4

a

T4
Dr. ﬁ; Kummer
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Hautklini< Ulmenweg I8 91054 Frlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Segment Sempermed

Herr Daniel Stocker

Triester Bundesstralle 26

A 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hautklinik am INZ

Universititsklinikum Erlangen

Direkter: Prof. Dr.med. univ. Gevold Schules
Abteilung Testlabor for Laexprodukoe
Ansprechpariner: Ur. Mitko Kummne?

Tel. 09131785 43884

Fax 04131/85 23162

c-mail: mirko.kummeri@ uk-erlangen.de

Erlangen, 24, Februar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

Messlatum: 18.11.2014 (mod. Lowry), 24.02.2015 {Aminosicrenana yse, HPLO)
Probe: Handschuhe K'TA 19 plus 10ml DVS
lod: Muster
Aralvsen-Nr.: 10149503
Fxtrakion: Doppellundschulimezthode mit 0.1 M TES pH 7.4 (cach EN 435-3)
Messmethodc: Lowry modifiziert (nach EN 453-3):
Farbentwicklung: Bio-Rad DC Protein Assay
Aminosidurenanalyse (HPLC):
Iydrolyse: 6 N Salzséiure 100°C, 38 h
Analyse: Trennung der Aminostuzen tlber 1.PLC nach
Vorsdulenxderivatsicrung mic o-Phthel-dialdehyd und
Quantifizierung im Fluoreszenzspektiromeler.
Ergchnissc;

"Ixtraktion rechts
Mittelwert

Lowry (mod.) Aminosiiurenanalyse
|_pg Protein / g Hardschuh | pg Protein / g Handschuh
245 397
145 [ 29,7

7

Dr. Mtirko Kummer
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Hantklinik  Uhinenweg 18 91034 Erlangen

Semperit

Technische Produkie GmbH
Segment Sempermed

Herr Daniel Stecker

Trizster Bundesstralic 26

A - 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hauwklmik am INZ

Universitiétsklinikum Erlangen

Direktar: Prof. Dr. med. univ. Gerole Schuler
Abteilung: Testlabor Air Latexprodukte
Ansprechpariner: Dr. Mirko Kummer

Tel: 09151/85 45834

Fax: 0915108 #3152

e-mall: mirko.kummer@uk-erlangen.de

Erlangen, 24. Februar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

Messdatum: 18 11.2014 (modl. Lowry), 24.02.201 8 (Aminosiurenanalyse, HPLC)
Probe: Handschuhe KTA 19 plus 20ml DVS

Lot: Muster

Aralysen-Nr.: 10140504

Cxtraktion: Deppelhandsckukmethoce mit 0,1 M TES pH 7.4 {nach EN 455-3)
Messmethode: Lowry modifiziert (nach EN 455-3):

Fasbentwicklung: Bio-Red OC Protein Assay

Aminosiiurenanalyse (HPLC):

Hydrolyse: 6N Salzsiure "00°C, 48 h

Aralvse: Trennung der Aminosiuren iiber HPLC nach
Versiulenderivatisierung mit o-Phthzl-dialdehyd und
Quantitizierung im Fluoreszenzspektzometer.

Ergebnisse:

J | pg Protein / g Handschuh ‘L pg Protein / g Handschuh

Aminosidurenanalyse

289

35,7

Extraktion rechts
Mittelwert I

289

25.7

7

{irko Kummer
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Haviklinik  Ulmenweg 18 91054 Zrlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Scgment Sempermed

Heor Daniel Stecker

‘Irivster Bundessirale 26

A - 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hawklmik am INZ

Lniversititsklinikum Erlungen

Dirckear: Prof. Dr. med. univ. Gerole Schuler
Abteilung: Testlabor filr Larexprodukte
Ansprezhpartner: D, Mirko Kummer

Tel: DRIZT/ES 45884

Fax: 09131785 23162

c-mail: mirko.kummer@uk-erlangende

Erlangen, 24. Februar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

Messdatum: 18 11.2014 {mod. Lowry), 24.02.2015 {Aminosiurcnana’yse, HPLC)
Probe: Handschuhe KTA 19 plus 40ml DVS

Lot: Muster

Aralvsen-Nr.: 10140505

LExtraktion:

Messmethode:

Deppelhandschubmethade mit 0.1 M TES pH 7.4 (rach EN 455-3)

Lowry modifiziert (nach EN 455-3):

Farbentwicklung: Bio-Ruad DC Protein Assay

Aminosiiurenanalyse (HPLC):

Hydrolvse: 6 N Salzsiiure 100°C, 48 h

Analyse: Trennung der Aminosiiuren ithe: 11PLC nach
Vorsdulenderivatisierung mit o-2hthal-dialdehyd und
Quuntifizierung im luoreszenzspektrameter,

Ergebnissz:

Dirf Mitke Kummneer

Ldiwy {mod.) Aminosiiurenanalyse
ug Protein / g Handschuh | ugz Protein / g Handschuh
| Extraktion rechts 58.9 0.6
Mittchwert 58,9 30,6 |
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Hautklinic Ulmenweg I8 91034 Erlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Scement Sempermed

Herr Daniel Stocker

Triester Bundesstralle 26

A - 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hautklinik am INZ

Universitiitsklin kum Erlangen

Direkter: Prof, Dr. med. aniv. Gerold Schuler
Abteilung Testhabor Tur Lalexprodukie
Ansarechpartner: Dr. Mitko Kummer

Tel. 0M131785 45884

Fax: 0%131/85 33162

e-mail: mirko, kummeri@ uk-erlangen.de

Erlangen, 24. Fehrnar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

18.11.2014 (mod. Lowry). 24.02.2015 (Aminosiurenanalyse, HPLC)

Doppelhandschutunethode mit 0.1 M TZS pH 7.4 (nach EN 435-3)

Messdatum:

Probe: Kurant KTA 19-23.10.2014

Tt Muster

Anulysen-Nr.: 11140101

Extrektion:

Messmethade: Lowry modifiziert (nach EN 455-3):

“arbentwicklung: Bio-Rad 2C Pratein Assay

Aminosiinrenanalyse (HPLC):

Hydrolyse: 6 N Salzsdure 1OU°C, 48 h

Analyse: Trennung der Aminoséiuren tiber HPLC nach
Vorsdulenderivatsierung mit o-Phthal-dialdehyd und
Quantifizicrung im Fluoreszenzspekirometer,

Fraebnisse:

Lowry (mod.) Aminosdurenanalyse
ug Protein/ ¢ Handschuh | pe Protem [ g Handschuh
1. Extraktion rechts 332 36.8
| 1. Extraktion lirks 11,5
2. Extznktion links 34,0
Mittelwert 32,9 36,8

v

S
/|
Dléﬁ/ckc- Kummer
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Hautklinik  Ulmenweg 18 §1054 Erlangen

Semperit

Technische Produkte Gmbll
Segment Sempermed

1lerr Traniel Stacker

Triester Bundesstrabe 26

A —-2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Hawkl'nik am INZ.

[Universitdskiinikion Erlangen

Direktor: 2rof. Dr. med. univ. Gerold Schiler
Abtesling: Testlubor fiir Livexprodukte
Ansprechpirtner: Dr, Mirke Kummer

Tel: 09131785 <5834

Fax: 0915185 55162

c-mail: mirko.kummer@uk-erlangen.de

Frlangen, 24. Februar 2015

Testpratokoll Proteinhestimmung

Messdatum: 18.11.2014 (mod, Lowry), 24.02,2013 (Aminosturcnanalvse, HPLC)
Probe: Reifung NK plus 0,26phr DYS - 21.10.2014

Lot: Muster

Analysen-Nr.: 11140102

Extraktion: Daoppelhandschuhmethode mit 0,1 M T=S pH 7,1 (nach EN 433 3)
Messmethode: Lowry modifiziert (nach EN 455-3):

Farbentwicklung: Bio-Rad O Protein Assay

Aminosiiurenanalyse (HPLC):

Hydrolvse: 6 N Salzsiure 100°C, 48 h

Analyse: Trenaung der Aminosiiuren dbes HPLC nach
Vorsiulenderivatisierung mit o-?hthol-dialdehyd und
Quantifizieruny im Fluoreszenzspektiometer.

Ergebnissa:

Dr. Mirko Kummer

Lowry (mod.) Aminosiiurenanalyse
pu Proteind g Haodschal | pa Protein ' g Handscheh
Extraktion rechts 32,2 459
Extraktion links 44.7
| Mittebwert 385 45,0
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Hautklinik Ulmenwee 18 91034 Erlangen

Semperit

Technische Produkte GmbH
Segment Scmpermed

Herr Danicl Sweeker

‘ITiester Bundesstrale 26

A - 2632 Wimpassing

Universitatsklinikum
Erlangen

Fauklinik @ INZ

Universitétsklinkum Zrlangen

Dirckter: Prof. Dr. med. univ. Gerold Schuler
Abteilung: Testlabor fur Latexprodukte
Ansprechparner: Dr. Miko Kumme*

Tel: (9131/85 45884

lax: 09131/85 23162

c-mail: mirko. kummeri@ uk-crlangen.de

Erlangen, 24. Februar 2015

Testprotokoll Proteinbestimmung

Messdatun: 18.11.2014 (mod. Lowry). 24.02.2015 (Aminosiurcnanalysc, [[PLC)
Probe: Reifung NK plus 0,5phr DVS - 21.10.2014

Lot: Muster

Analvsen-Nr.: 11140133

Lxtraktion: Doppelhandschuhmethode mit 0.1 M TES pH 7.4 (nach EN 455-3)
Messmethade: Lowry mudifiziert (nach EN 455-3):

Farbentwicklung: Bio-Rad DC Protein Assay

Aminosiiurenanalyse (HPLC):

Hydrolvse: 6 N Salesiure 100°C, 48 h

Analyse: Trennung der Aminosiiuren ther 1PLC nach
Vorsdulenderivatisierung mit o-Phthal-dialdebyd und
Quartifizicrung im Fluorcszenzspektrometer.

Firaebnissa:

Lowry (mod.) Aminosiiurenanalyse
ug Protcin/ p Handschuh | pg Pratein /g Handschuh
1. Extraktion rechis 20.8 26.1
2. Extraktion rechts 46.00
1. Extraktion lirks 235
Mittelwert 308 26,1

Tirke Kummer
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