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So jabohnen  werden  wel twei t  zur Olgewinnung  kultiviert. Sojaprotein 
wird in s te igendem Ma~ als Ersatz ftir oder  Ergfinzung yon  t ier ischem 
Protein verwendet .  In d iesem Z u s a m m e n h a n g  ist die serumcholes ter in-  
senkende  Wirkung yon  Sojaprote in  zu erw~hnen,  die im Tierexper iment  
festgestellt wurde  (1, 2). Gleichfalls yon  Interesse  ist Sojamehl  als Zusatz 
zu Weizenmehl bei der  Bere i tung von  Diabet ikerbrot .  Im  Gegensatz  zur 
langen Geschichte  der  A n w e n d u n g  yon  Sojaprotein  als Nahrungsrni t te l  
setzte die exakte  E r fo r schung  der  B iochemie  der Sojaproteine,  vor  allem 
der Sojabohnenglobul ine  ( , ,Speicherproteine"),  erst vor  etwas mehr  als 
zehn Jah ren  ein. I m  Jahre  19.68 w u r d e n  yo n  Cats impoolas  et  al. (3) zum 
ersten Mal immunolog i sche  Methoden  zur Charakter is ierung von  Soja- 
proteinen herangezogen.  Die Auto ren  zeigten, dab die Sojaglobuline,  wie 
sie in den , ,ProteinkSrpern" (,,protein bodies")  yon  So jabohnen  vorhan-  
den sind, aus vier bis sechs d is t inkten an t igenen  K o m p o n e n t e n  zusam- 
mengesetz t  sind, yon  welchen  zwei, n~mlich ~- und  y-Conglycinin,  nicht  
durch  Ultrazentr i fugat ion ge t rennt  werden  kSnnen,  weil sie beide 7S- 
K o m p o n e n t e n  darstellen. Hingegen  gelingt ihre analyt ische T rennung  auf  
immuno log i schem Weg, e twa du rch  Immune lek t rophorese ,  ohne  Schwie- 
rigkeiten (3, 4). I m m u n o l o g i s c h e  Techn iken  sind jedoch auch  fiber die 
Grund lagenfor schung  h inaus  fiir die B e s t i m m u n g  von  Sojaprote in  in 
Nahrungsmit te ln ,  zum Beispiel  Fleischwaren,  von  Bedeutung .  Diese 
Methoden ermSgl ichen den  spezif ischen quant i ta t iven Nachweis  yon  
Substanzen in k o m p l e x e n  Subs tanzgemischen ,  selbst  wenn  diese Sub-  
stanzen in ~uBerst ger ingen Konzen t ra t ionen  vorl iegen (5-7). 

Die besondere  Schwier igkei t  bei der  immuno log i schen  Quantifizie- 
rung yon  Sojaprote in  in Lebensmi t t e ln  liegt darin, dab das Sojaprotein  
nicht  in nativer, sondern  in m e h r  oder  minder  thermisch  denatur ier ter  
Fo rm vorliegt (z. B. d u t c h  Autoklavieren),  wobei  die 11S-Komponente  der  
Sojaglobuline, das Glycinin,  am stabilsten gegeni iber  the rmischer  Bela- 
s tung ist (8). Neben  Konformat ions f inderungen  bedingen  thermische  
Belas tungen auch molekulare  Assoziation, aber  auch  Dissoziation (6). Dies 
alles wirkt  sich in einer A n d e r u n g  der  immuno log i schen  Eigenschaf ten  
yon  Sojaprotein aus. Die denatur ie r ten  Prote ine  reagieren mi t  ihren nati- 
yen , ,Gegenbildern" kreuz, wobei  der  Grad  der  feststel lbaren Kreuzreakti-  
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vi t~ t  y o n  d e r  a n g e w a n d t e n  M e t h o d i k  abh~ingt  (6). D i e s e  b e s o n d e r s  mit 
r a d i o i m m u n o l o g i s c h e n  M e t h o d e n  n a c h w e i s b a r e  K r e u z r e a k t i v i t ~ t  bedeu .  
tet ,  da~  d ie  r e l e v a n t e n  i m m u n o l o g i s c h e n  D e t e r m i n a n t e n  y o n  So j ap ro t e in  
z u m i n d e s t  t e i l w e i s e  s e q u e n t i e l l e r  N a t u r  s e in  d f i r f t en  (6). 

I n  d e r  v o r l i e g e n d e n  S t u d i e  s o l l e n  d ie  b i o c h e m i s c h e n  G r u n d l a g e n  der 
q u a n t i t a t i v e n  E r f a s s u n g  y o n  S o j a p r o t e i n  m i t  i m m u n o l o g i s c h e n  M e t h o d e n  
b e s c h r i e b e n  w e r d e n ,  w o b e i  au f  d ie  t h e r m i s c h e  u n d  c h e m i s c h e  Dena tu r i e -  
r u n g  des  S o j a p r o t e i n s  n ~ h e r  e i n g e g a n g e n  wi rd .  

M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  

Antigene: Als Antigene wurden Promine-D-Extrakte verwendet  (Promine-D, . 
PD, Central Soya Company, Chicago, Ill., USA): ,,PD-RT", PD bei Raumtemperatur  
extrahiert;  ,,PD-100", PD bei 100~ extrahiert; ,,PD-125", PD bei 125~ autokla- 
viert. Zur Extraktion wurde ein Phosphatpuffer  folgender Zusammensetzung ver- 
wendet: 7,42 g K2I-IPO 4 - 2 H20/1, 0,35 g KH2PO4/1, 23,38 g Nat1/1, pH 7,6, Ionen- 
st~rke 0,5. Extraktion oder Autoklavierung erfolgte w~hrend 30 Minuten. Nach tier 
Extrakt ion wurde die Suspension zentrifugiert (5 000 g, 30 rain, 4~ Die klaren 
Uberst~nde wurden  teilweise mit  6m-Guanidinhydrochlorid weiterbehandelt  
(1 Stunde riihren bei Raumtemperatur):  z.B. ,,PD-RT-Gu". Neben PD wurde als 
Ausgangsmaterial  zur Gewinnung yon 15slichem Sojaprotein Sojabohnenaceton- 
pulver (Sigma, Saint Louis, USA) sowie Sojamehl (Esta-Kost, Nahrungsmittel 
G. m. b. H., Wien) verwendet,  die in analoger Weise wie PD extrahiert  und teilweise 
durch Zusatz yon 6m-Guanidin-HC1 desaggregiert wurden: ,,SBA-RT", ,,SM-RT" 
usw. Im Falle des Sojamehls wurde jedoch start mit  dem oben beschriebenen 
Phosphatpuffer  hoher  Ionenst~irke mit  PBS (pH 7,2, I = 0,15) extrahiert.  

Antisera: Kaninchen (2,5-3,0 kg) wurden in Gruppen zu je 5 Tieren mit den 
verschiedenen PD-Antigenen unter Zusatz yon komplet tem Freundschem Adju- 
vans (CFA) immunisier t  (6). Die AntikSrperbildung wurde mit  Hilfe der passiven 
H~magglutination (s. u.) verfolgt, wobei PD-beladene Erythrozyten zur Anwen- 
dung kamen. Passive H~magglutination: Tannierte humane Erythrozyten wurden 
mit  PD der geeigneten Konzentration sensibilisiert (6). Die Inhibit ion der passiven 
Hiimagglutination wurde zur semiquanti tat iven Bes t immung yon Sojaprotein her- 
angezogen. Dabei wurde in einer Verdfinnungsreihe zu den einzelnen Antiserum- 
verdtirmungen (Anti-PD) das gleiche Volumen an Sojaproteinl6sung (Probe und 
Standards) zugesetzt und nach Inkubation bei 37~ w~hrend 30 Minuten der 
H~magglutinationstiter im Vergleich zur ungehemmten  S e m m p r o b e  ermittelt. 
Hemmungen  um mindestens zwei Verdiinnungsstufen wurden als signifikant an- 
gesehen. 

Radioimmuntest: Die radioimmunologische Best immung yon Sojaprotein 
erfolgte in e inem Solid-Phase Radioimmunoassay (6). 

Immundif fusion und Immunelektrophol~ese: Als Diffusionsmedium wurde 
1,5 %iger Agar in veronalgepufferter  Saline, pH 8,6, verwendet.  

Gefffltration: Als Gelfi l trat ionsmedien wurden Dextrangele und Agarosegele 
eingesetzt. 

Sedimentationsanalyse: Die Sedimentat ionsanalyse wurde auf einer analyti- 
schen Ultrazentrifuge Modell Spinco E der Firma Beckman durchgefiihrt. Die 
Umdrehungsgeschwindigkei t  betrug 52 000 UpM und die Trenntemperatur  20 ~ 
Die Sedimentat ionskonstanten wurden mit  Hilfe der Schlierenoptik bestimmt.  

Polyacrylamidgelelektrophorese: Die Trennungen wurden in dem von Maurer 
(9) angegebenen Trennmedium System Nr. 1 durchgefiihrt. 

Isoelektrlsche Fekusslerung: Die Fokussierung erfolgte im pH-Rereich yon 3,5 
bis 9,5 (7) auf e inem Multiphor-Ger~t yon LKB. Als Stromquel le  diente ein LKB 
Power  Supply Typ 3371 C. Die Spannung wurde am Anfang alle 5 und dann alle 10 



Menzel, Biochemische Grundtagen der Best immung yon Sojaprotein 57 

bis 15 Minuten erhSht. Die Dauer  der Fokussierung betrug 2,5 Stunden. Geffirbt 
wurden die Gelplatten mit  Coomassie Brilliant Blue. Weitere Einzelheiten sind in 
(7) angegeben. 

Protelnbestimmung: Die Prote inbes t immung erfolgte nach Lowry et al. (10). 
Dissoziationsstudien: PD-, SM- oder SBA-Extrakte wurden mit 6m-Harnstoff 

oder 6m-Guanidinhydrochlorid bei Raumtempera tur  eine Stunde gertihrt. Das 
dissoziative Agens wurde hierauf durch Dialyse gegen den Extraktionspuffer  ent- 
fernt  Die mit Guanidin-HC1 behandel ten Produkte  erhalten die Bezeichnung ,,Gu", 
zum Beispiel PD-125-Gu. 

Isollerung der 1IS- und 7S-Globullne aus Sojabohnenschrot: Die Isolierung des 
llS-Globulins erfolgte nach dem yon Woll et al. (II) angegebenen Verfahren. Die 
7S-Globuline wurden nach Koshiyarna (12) hergestellt. 

Afs Die I IS- bzw. 7S-Globuline wurden an CNBr-akti- 
vierte Sepharose (Pharrnacia, Uppsala, Schweden) gekoppelt. Die durch Aussalzen 
mit Ammonsulfat gewonnene Immunglobulinfraktion eines Anti-PD-RT-Serums 
diente als Ausgangsmaterial zur Isolierung yon Anti-TS-Globulinantik6rpern sowie 
Anti-I I S-Globulinantik6rpem m ittels A/finit~itschromatographie fiber die entspre- 
chenden Sojaglobulin-Sepharoses~ulen. Die Elution der spezifischen Antik6rper- 
fraktionen erfolgte mit 0,1 m-Glyein-HCI-Puffer vom pH 2,8. Die Spezifit~it dieser 
Antik6rper wurde in der Immunelektrophorese und in der passiven H~imagglutina- 
tion getestet. 

R e s u l t a t e  

I. I m m u n i s i e r u n g s v e r s u c h e  

D i e  I m m u n o g e n i t ~ t  d e s  n a t i v e n  S o j a p r o t e i n s  a m  B e i s p i e l  y o n  P r o m i -  
ne  D, de r  , , C a s e i n f r a k t i o n "  y o n  S o j a p r o t e i n ,  w u r d e  m i t  j e n e r  d e s  the r -  
m i s e h  d e n a t u r i e r t e n  Produ l~ t s  v e r g l i e h e n .  D i e  A n t i k 6 r p e r p r o d u k t i o n  
w u r d e  m i t t e l s  d e r  p a s s i v e n  H~magglu t ina t ion  ve r fo lg t .  Z u r  F e s t s t e l l u n g ,  

Tab. 1. Ergebnisse der Immunis ierung yon Kaninchen mit  nativem PD, PD-100 und 
PD-125. Angegeben sind die reziproken H~magglutinationstiter.  +, Anwesenhei t  
yon prfizipitierenden Antik6rpern. Kan. 1-5 imm. mit  PD-RT, 6-10 mit  PD-100 und 

11-15 mit  PD-125. 

Kaninchen Nr. Hfimagglutinationstiter mit  
PD-RT PD-100 PD-125 

1 1280 + 80 
2 2560 + 640 + 
3 51200 + 800 + 
4 4096 + 256 + 
5 640 + 40 
6 5120 640 
7 1280 + 640 + 
8 2560 640 
9 640 + 80 + 
I0 1280 320 
ii - - 

12 - - 

13 - - 

14 - - 
15 - - 
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o b  p r ~ z i p i t i e r e n d e  A n t i k S r p e r  g e b i l d e t  w u r d e n ,  k a m  d i e  A g a r g e l i m m u n .  
d i f f u s i o n  zu r  A n w e n d u n g .  D i e  E r g e b n i s s e  d e r  I m m u n i s i e r u n g s e x p e r i .  
m e n t e  s i n d  in  T a b e l l e  1 w i e d e r g e g e b e n .  Es  e r g a b  s ich ,  d a b  m i t  au tok la .  
v i e r t e m  P D  (PD-125)  k e i n e r l e i  T i t e r  g e g e n  d a s  A n t i g e n  e r z i e l t  w e r d e r  
k o n n t e ,  w~ihrend  s o w o h l  m i t  n a t i v e m  P D  als  m i t  PD-100  d e u t l i c h e  H~mag.  
g l u t i n a t i o n s t i t e r  a u f t r a t e n .  Es  l ieB s i c h  w e i t e r  e i n e  d e u t l i c h e  K r e u z r e a k .  
t i o n  z w i s c h e n  b e i d e n  l e t z t e r e n  A n t i g e n e n  f e s t s t e l l e n ,  w o b e i  Ant i -PD-100-  
S e r e n  s o g a r  d e u t l i c h e r  m i t  P D - R T  a ls  m i t  PD-100  r e a g i e r t e n .  H i n g e g e n  
e r g a b  s i c h  k e i n e r l e i  K r e u z r e a k t i o n  m i t  d e m  a u t o k l a v i e r t e n  P D - A n t i g e n .  

I m  R a h m e n  d e r  Z i e l s e t z u n g ,  a u t o k l a v i e r t e s  P D  u n d  g a n z  a l l g e m e i n  
a u t o k l a v i e r t e s  S o j a p r o t e i n  m i t  i m m u n o l o g i s c h e n  M e t h o d e n  zu be s t im-  
m e n ,  e r g a b  s i c h  s o m i t  d a s  P r o b l e m ,  A n t i s e r e n  g e g e n  d i e s e s  d e n a t u r i e r t e  
A n t i g e n g e m i s c h  zu e r z e u g e n .  D a  d i e  d i r e k t e  G e w i n n u n g  e i n e s  A n t i - P D -  
1 2 5 - S e r u m s ,  w i e  o b e n  geze ig t ,  mi61ang ,  w u r d e  i m  f o l g e n d e n  v e r s u c h t ,  
d u r c h  v e r s c h i e d e n e  c h e m i s c h e  A g e n z i e n  d i e  t h e r m i s c h  b e d i n g t e  M o l e k ~ l -  
a s s o z i a t i o n  w i e d e r  r f ickg~ingig  zu  m a c h e n .  Es  w u r d e  d a b e i  y o n  d e r  V e r m u -  
t u n g  a u s g e g a n g e n ,  da/3 d i e  U r s a c h e  ffir  d i e  g e r i n g e  I m m u n o g e n i t ~ t  des  
a u t o k l a v i e r t e n  P D  in  d e r  d u r c h  A g g r e g a t i o n  b e w i r k t e n  A b n a h m e  d e r  pro  
M i l l i g r a m m  A n t i g e n p r o t e i n  v o r h a n d e n e n  u n d  n i c h t  a b g e s c h i r m t e n  Deter -  
m i n a n t e n  zu  s u c h e n  ist.  

2. Assoz ia t ionsvorg~nge  bei der  t h e r m i s c h e n  Dena tur i e rung  yon Sojapro- 
rein und ihre R i i c k g ~ n g i g m a c h u n g  du tch  c h e m i s c h e  A g e n z i e n  

A u t o k l a v i e r u n g  y o n  S o j a p r o t e i n  v e r u r s a c h t  M o l e k i i l a s s o z i a t i o n :  Gelf i l -  
t r a t i o n  y o n  PD-125  f ibe r  S e p h a r o s e  4B e r g a b ,  d a b  in  d e m  P r o d u k t  im 
G e g e n s a t z  zu n a t i v e m  P D  o d e r  a u c h  PD-100  s i g n i f i k a n t e  h o c h m o l e k u l a r e  
P r o t e i n a n t e i l e  m i t  M o l g e w i c h t e n  f i be r  20 x l06, d e r  A u s s c h l u f ~ g r e n z e  v o n  
S e p h a r o s e  4B, v o r h a n d e n  s ind :  A b b i l d u n g  1. A h n l i c h e  R e s u l t a t e  ze ig t  d ie  
G e l f i l t r a t i o n  f i be r  B i o g e l  A 5 m  (6). E i n e n  w e i t e r e n  B e w e i s  ff ir  d i e  t e i l w e i s e  
A s s o z i a t i o n  d e s  PD-125  zu  h o c h m o l e k u l a r e n  A g g r e g a t e n  e r b r a c h t e  d ie  
P o l y a c r y l a m i d g e l - E l e k t r o p h o r e s e .  D a s  n a t i v e  P D  z e i g t e  7 B a n d e n ,  PD-125 
j e d o c h  n u r  2, d i e  m i t  d e n  a m  w e i t e s t e n  w a n d e r n d e n  B a n d e n  6 u n d  7 y o n  
P D - R T  f i b e r e i n s t i m m t e n .  B e i  PD-125  l i e6  s i c h  d a s  S a m m e l g e l  ( S c h i c h t  
o b e r h a l b  d e s  e i g e n t l i c h  T r e n n g e l s )  s t a r k  anf~irben,  b e i  P D - R T  j e d o c h  

IT[ 
A 

.- \ 
1 0 0  - �9 I �9 

0 1 0 0  2 0 0  m l  

Elu+ ionsvo lumen 

Abb. 1. Gelfil tration von PD-125 ( ) und PD-125-Gu (- - -) fiber Sepharose  4B 
in Extrakt ionspuffer  (I = 0,5). Peak I: Hochaggregiertes  Material, eluiert  im 
AusschluBvolumen. Peak II: durch 6m-Guanidin-HC1 desaggregiertes  Material 

(MG = 2 x 106). Peak  III: Salzvolumen. 
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Abb. 2. Bandenmuster der isoelektrischen Fokussierung. Von oben nach unten: 
PD-RT, Sojabohnenextrakt, PD-125. PH-Bereich: 3,5-9,5. Links Kathode, rechts 

Anode. 

nicht.  Dies is t  auf die  h o c h m o l e k u l a r e n  u n d  d a h e r  n ich t  ins T rennge l  
e i n w a n d e r n d e n  P r o t e i n a n t e i l e  von  PD-125 zur i ickzuf i ihren .  Der  T rennbe -  
re ich des  v e r w e n d e t e n  Trennge l s  l iegt  zwischen  104 u n d  106. Im i soe lek t r i -  
schen F o k u s s i e r u n g s v e r f a h r e n  (Abb.  2) e rgab  PD-125 k e i n e  gu te  Tren-  
nung.  Die in de r  A b b i l d u n g  geze ig te  g e s c h w u n g e n e  s t a rke  B a n d e  w u r d e  
durch  die  in  PD-125 v o r h a n d e n e n  Molek~ilassoziate  he rvorge ru fen ,  wel-  
che auch d u r c h  h o c h t o u r i g e  Zen t r i fuga t ion  n ich t  e l imin ie r t  w e r d e n  konn-  
ten  (30 000 g). 

Es w u r d e  im we i t e r en  ve r such t ,  d ie  in a u t o k l a v i e r t e m  So jap ro t e in  
v o r h a n d e n e n  Aggrega t e  mi t  c h e m i s c h e n  Mi t te ln  abzubauen .  Nach  den  
V e r s u c h s e r g e b n i s s e n  von  Wolf et  al. (13) e r s c h i e ne n  zun~chs t  Disu l f idb in-  
d u n g e n  s p a l t e n d e  Reagenz i en  als a u s s i c h t s r e i c h e  Hi l f smi t t e l  zur  Verkle i -  
ne rung  der  Assozia te .  F o l g e n d e  S u b s t a n z e n  w u r d e n  e ingesetz t :  Mercap-  
to~thanol  (10 -2 m/1 - 10 -1 m/l) u n d  Di th io th re i t o l  (10 -~ - 10 -v" m/l). PD-125 
bl ieb j edoch  in a l len  F~l len  s ta rk  opa lesz ie rend ,  und  die  Gel f i l t ra t ion  
e rb rach te  k e i n e n  Hinwe i s  auf  e ine  s ign i f ikan te  V e r r i n g e r u n g  des  Ante i l s  
an h o c h m o l e k u l a r e n  Aggrega ten .  A u c h  bei  de r  i s oe l e k t r i s c he n  Fokuss i e -  
rung  t r a ten  gegen i i be r  d e m  v e r s c h w o m m e n e n  B a n d e n m u s t e r  yon  PD-125 
ke ine  s i ch tba r en  V e r h n d e r u n g e n  auf. Offens ich t l ich  l iefern  Disu l f idb in -  
d u n g e n  nu r  e inen  u n w e s e n t l i c h e n  Be i t rag  z u m  Z u s a m m e n h a l t  de r  Aggre-  
gate. Dahe r  w u r d e n  im fo lgenden  Reagenz i en  e ingesetz t ,  d ie  in de r  Lage  
sind, n i c h t k o v a l e n t  g e b u n d e n e  P r o t e i n u n t e r e i n h e i t e n  aus  i h r e m  Moleki i l -  
v e r b a n d  zu 16sen. Als  de ra r t i ge  Reagenz i en  k o m m e n  v o r w i e g e n d  Harn-  
stoff u n d  G u a n i d i n h y d r o c h l o r i d  in F r a g e  (14). PD-125 w u r d e  mi t  be iden  
Subs t anzen  desaggreg ie r t .  Die  D i s soz i a t i ons r eak t i on  war  bei  6m-Guani -  
din-HC1 deu t l i ch  s t a rke r  als be i  6m-Harnstoff .  So v e r s c h w a n d  die  
u r spr t ing l i ch  v o r h a n d e n e  Opa leszenz  de r  PD-125-L6sung nu r  mi t  Guani -  
din-HC1 vol ls t~ndig .  Als  w e s e n t l i c h s t e s  E r g e b n i s  de r  B e h a n d l u n g  mi t  
Guanidin-HC1 ist  das  V e r s c h w i n d e n  des  1. P e a k s  in A b b i l d u n g  1 anzuse-  
hen.  Dies bedeu te t ,  daJ3 die  sehr  h o c h m o l e k u l a r e n  Aggrega t e  (20 x 106 D) 
aufgelSs t  wurden .  In  de r  i soe l ek t r i s chen  F o k u s s i e r u n g  e r ga be n  s ich deut -  
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l iche  Banden ,  wobe i  das  B a n d e n m u s t e r  n i eh t  von  j e n e m  der  mi t  6m. 
Harns to f f  b e h a n d e l t e n  PD-125-Pr~iparat ion zu u n t e r s c h e i d e n  war.  Irn 
S e d i m e n t a t i o n s b e r e i c h  u n t e r  15S zeigt  d ie  ana ly t i s che  Ul t razentr i fugat ion 
gleichfaUs e ine  d e u t l i c h e  V e r s c h i e b u n g  nach  k l e i n e r e n  Molekulargewich .  
ten, so d a b  in  PD-125-Gu be re i t s  fast  90 P r oz e n t  de r  P r o t e i n e  einern 
M o l e k u l a r g e w i c h t s b e r e i c h  _< 3S angehSren ,  w~hrend  im na t iven  PD. 
E x t r a k t  l ed ig l i ch  e in  Dr i t t e l  a l ler  P r o t e i n e  in  e inern  v e r g l e i c h b a r e n  S- 
Be re i ch  s e d i m e n t i e r t  (6). 

3. I m m u n o l o g i s c h e  Ver~nderungen  d e r  Sojapro te ine  du tch  Autoklav ieren  
und  du tch  B e h a n d l u n g  m i t  6m-Guanidin-HCI 

N e b e n  den  gesch i l de r t en  Assozia t ionsvorg~ingen b e w i r k t  Autoklavie-  - 
r u n g  y o n  P D  in weir  s t f i rkerem MaBe Molek i i l ve rk l e ine rung ,  also Disso. 
ziat ion.  Dies  e rg ib t  s ich bei  v e r g l e i c h e n d e r  Gel f i l t r a t ion  von PD-RT und 
PD-125 t ibe r  Biogel  A-5m (6) sowie  be i  de r  a n a l y t i s c h e n  Ultrazentr i fuga.  
t ion  (6). 6m-Guanidin-HC1 b r ing t  ke ine  w e s e n t l i c h e  zus~itzliche Anderung  
im E l u t i o n s d i a g r a m m  zus tande ,  z u m i n d e s t  was  den  Bere i ch  ----- 10 000 D 
betr iff t .  A h n l i c h e s  f inde t  m a n  bei  de r  g e l c h r o m a t o g r a p h i s c h e n  Analyse 
de r  M o l e k u l a r g e w i c h t s v e r t e f l u n g  von  S B A - E x t r a k t e n :  SBA-RT zeigt  zwei 
H a u p t p e a k s  be i  T r e n n u n g  t iber  B ioge l  A-Sin, y o n  w e l c h e n  der  e r s te  (ein 
Dr i t t e l  des  g e s a m t e n  e lu i e r t en  Pro te ins )  im E x k l u s i o n s v o l u m e n  d ie  S~iule 
verl~iBt. Nach  de r  A u t o k l a v i e r u n g  d ieses  E x t r a k t e s  j e d o c h  erh~ilt m a n  nut 
m e h r  e inen  b r e i t en  D o p p e l p e a k ,  d e s s e n  M a x i m a  seh r  k l e inen  Molekular-  
gewich t en  e n t s p r e c h e n  (< 10 000). N a c h b e h a n d l u n g  mi t  6m-Guanidin-  
HC1 b r ing t  k e i n e  w e s e n t l i e h e  Ver~inderung d ieses  E l u t i o n s v e r h a l t e n s  von 
SBA-125 mi t  sich. Ahn l i ch  ve rh i e l t en  s ich  SM-Ext rak te .  

Die  d u r e h  A u t o k l a v i e r e n  v e r u r s a c h t e n  Assoz ia t ions -  u n d  Dissozia- 
t i onsvorg~nge  s ind  w a h r s c h e i n l i c h  n e b e n  de r  t h e r m i s c h e n  Dena tu r i e rung  
ftir d e n  Ver lus t  de r  Immunogeni t~ i t  y o n  PD-125 (s. P u n k t  1) veran twor t .  
l ich.  In  de r  p a s s i v e n  H~rnagg lu t ina t ion  u n d  in tier I m m u n d i f f u s i o n  zeig- 
t en  A n t i s e r e n  gegen  na t ives  P D  ke ine r l e i  R e a k t i o n  mi t  PD-125. A u c h  in 
I n h i b i t i o n s v e r s u c h e n  k o n n t e  ke ine r l e i  H e m m u n g  de r  Anti-11S- bzw. Anti- 
7S -An t ikS rpe r f r ak t i on  yon  A n t i - P D - R T - S e r u m  m i t  d e m  autoklav ie r ten  

P D  erziel t  w e r d e n  (Tab. 2). Be ide  A n t i k 6 r p e r f r a k t i o n e n  e r g a b e n  jedoch 
m i t  P D - R T  in de r  I m m u n e l e k t r o p h o r e s e  je e ine  Pr~izipitatlinie.  Umge- 
k e h r t  ze igte  j edes  A n t i g e n  (7S uncl l l S )  mi t  An t i -PD-RT ebenfa l l s  nu r  eine 
Lin ie ,  was  d ie  E inhe i t l i chke i t  de r  P r e p a r a t i o n  beweis t .  

I m m u n i s i e r u n g s v e r s u c h e  m i t  PD-125-Gu ze i t ig ten  i ra  G e g e n s a t z  zu 
g l e i eha r t i gen  E x p e r i m e n t e n  mi t  PD-125 (Tab. 1) deu t l i ehe  Erfolge.  Es 

Tab. 2. H~magglutinationstiter der Anti-7S- und Anti-11S-Sojaglobulin-AntikSrper- 
fraktion von Anti-PD-RT-Serum und ihre Inhibition durch PD-RT und PD-125. 

Erythrozyten mit PD-RT sensibilisiert. 

Antik6rper- H~magglutinationstiter, inhibiert durch: 
fraktion - PD-RT (10 rag%) PD-125 (10 rag%) 

Anti-TS 1 : 32 - 1 : 32 
Ant i - l lS  1 : 128 - 1 : 128 
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T a b .  3. H ~ m a g g l u t i n a t i o n s t i t e r  y o n  Kaninehenantiseren g e g e n  P D - 1 2 5 - G u .  

K a n i n c h e n  Nr .  H~magglutinationstiter g e g e n  PD-125-Gu 

16 1 : 4096 
17 I : 33000 
18 1 : 1024 

erwies sich, dab Rhnliche H~magglut inat ionst i ter  erzielt werden  konn t en  
wie bei I m m u n i s i e r u n g  mit  P D - R T  (Tab. 31). Die Ant ik6rper  waren  jedoch  
nicht  priizipitierend. Zur  B e s t i m m u n g  der  Spezifit~t und  Kreuzreaktiviti i t  
dieser Antiseren wurde  daher  ausschlieBlich das Verfahren der H~mag- 
glut inat ionsinhibi t ion eingesetzt.  Als Inh ib i to ren  w u r d e n  verwendet :  PD- 
RT, PD-100, PD-125, PD-RT-Gu,  PD-100-Gu und  PD-125-Gu. Als Kontrol-  
len dienten Glutenin- u n d  Rinderse rumalbumin lSsungen ,  autoklavier t  
und  mit  Guanidin-I-IC1 nachbehandel t .  Als Ant i se rum kam Se rum Nr. 16 
yon  Tabelle 3 zum Einsatz (ungehemmte r  Titer gegenCiber PD-125-Gu- 
beladenen Ery throzyten :  1 : 4 096). Die H e m m k u r v e n  sind in Abb i ldung  3 
zu sehen. Es zeigt sich, dab alle PD-An t igenmischungen  mit  A u s n a h m e  
yon  PD-RT den Anti-PD-125-Gu-Titer bei 1%iger  Inh ib i torkonzent ra t ion  
vo l l s~nd ig  hemmen .  PD-RT h e m m t  bei dieser Konzent ra t ion  nur  u m  vier 
Stufen. Am empf indl ichs ten  reagiert  das Ant i se rum auf PD-125 und  PD- 
125-Gu, wobei  zwischen diesen be iden  Ant igenen  keinerlei Unterschied  in 
der Hemmeff iz ienz zu f inden ist. Beide h e m m e n  noch  in 10mg %iger 
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Abb. 3. Passive Hiimagglutination als Inhibitionsverfahren. Inhibitoren: -m-, PD- 
RT; -A-, PD-RT-Gu; -O-, PD-100; -/x-, PD-100-Gu; -D-, PD-125; -D-, PD-125-Gu. 
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Konzent ra t ion  vollst~indig, in l m g  %iger Konzent ra t ion  immerh in  noch 
u m  9 Stufen, also nahezu  vollst~ndig. Dies beweis t  ihre weitgehende 
Antigenidenti t~t  trotz unterschiedl icher  Immunogeni t~ t .  Die Kontroll. 
proteine ergaben i iberhaupt  keine H e m m u n g .  Die in der  Abb i ldung  wi~ 
dergegebenen  H e m m k u r v e n  kSnnen  bei der semiquant i ta t iven Bestim- 
m u n g  yon  Sojaprote inen in Nahrungsmi t t e l ex t rak ten  als Standardkurven 
ve rwende t  werden.  Die Empf indl ichkei t  der  Methode  ist dabei fiir aut~ 
klaviertes PD am hSchsten,  gleichgfiltig, ob mit  Guanidinhydrochlorid 
, ,nachbehandel t"  wurde  oder  n icht  (noch 1 ~tg/ml dieses autoklavierten 
Sojaproteins  kann  erfaf~t werden).  Der  Einflu/3 von  Guanidin-HC1 ist auch 
bei PD-RT gering. Ledigl ich bei PD-100 zeigt sich nach  Guanidin-HCl. 
B e h a n d l u n g  eine deut l iche Z u n a h m e  der  Inhibitoreffizienz gegenfiber 
dem Anti-PD-125-Gu-Serum. 

4. I m m u n o l o g i s c h e  Reak t i v i t~ t  yon adsorbier ten  So japro te inant igenen  

Polys ty ro l r0hrchen  wurden  dureh  Inkuba t ion  mit  l m g  %igen SBA. 
Ex t rak ten  (SBA-RT, SBA-RT-Gu, SBA-125, SBA-125-Gu)antigenbeladen. 
SBA-125 wurde  dureh  Autoklavieren  von  SBA-RT, nieht  du rch  direkte 
Ext rak t ion  von  SBA bei Au tok lav ie rungsbed ingungen  erzeugt. Anti-PD. 
RT-Seren (Tab. 1) w u r d e n  in e inem Sol id-Phase  RIA (6) hinsicht l ich ihrer 
spezif ischen Reakt ion  mit  den ant igenbe ladenen  RShrchen  getestet. Als 
KontroUe diente K a n i n c h e n n o r m a l s e r u m  (KNS), als Bl indwert  PBS.  Die 
Ergebnisse  dieser B indungsexpe r imen te  sind in Tabelle 4 zusammenge.  
fa/3t. Aus  diesen Daten  ergibt  sieh, da~ bei Be ladung  mit  na t ivem SBA- 
Ext rak t  der KNS-Bindungswer t  deut l ich hSher  liegt als jeder Bindungs- 
wef t  der  spezif ischen Antiseren.  Bei SBA-RT-Gu-RShrchen  l iegen die 
Werte tier Ant iseren deut l ich fiber der Kontrolle.  Ideale  Bedingungen 
ergeben sich jedoch mit  SBA-125-Festphasen:  hier  entspr icht  der KNS- 
Weft  dem PBS-Bl indwer t  nahezu,  die unspezif ische A b b i n d u n g  der KNS. 
I m m u n g l o b u l i n e  an diesem adsorbier ten  Ant igen  ist somit  vernachl~ssig. 
bar  gering. Ahnl iche  Verh~iltnisse ergibt  Be ladung  mit  SBA-125-Gu. Die 
versch iedenen  Ant igen-Ant i se rum-Sys teme w u r d e n  nun  in Inhibitions- 
ve r suehen  auf ihre Brauchbarke i t  zur r ad io immuno log i schen  Bestim- 
m u n g  von  Sojaprote in  gepr~ift. Als Inhib i toren  w u r d e n  wieder  die vier 
vorher  erw~hnten SBA-Pr~para t ionen  eingesetzt. Von jedem Inhibitor 
w u r d e n  vier Konzen t ra t ionen  (1 : l, 1 : 4, 1 : 16 und  I : 64) getestet. 
Tabelle 5 enth~ilt die Ergebnisse  dieser Unte rsuehung .  In  der  TabeUe sind 

Tab. 4. Bindungswerte von Anti-PD-RT-Seren (Nr. 1-4 yon Tab. 1) im Solid-Phase 
Radioimmunoassay bei Verwendung folgender adsorbierter SBA-Antigene: 

Antiserum Nr. ng ,,second antibody" pro RShrchen gebunden bei Beladung 
mit folgenden Antigenen 

SBA-RT SBA-RT-Gu SBA-125 SBA-125-Gu 

1 59,2 58,4 28,9 16,4 
2 56,7 56,1 38,1 34,1 
3 60,1 62,1 34,3 32,9 
4 52,9 57,7 22,4 23,3 
KNS 66,1 40,5 0,4 2,4 
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Tab.  5. M a x i m a l e  H e m m u n g e n  i n  P r o z e n t  d e s  u n g e h e m m t e n  A n t i s e r u m s  i m  S o l i d -  
P h a s e  R I A .  R S h r c h e n b e l a d u n g  m i t  S B A - A n t i g e n e n .  I n h i b i t o r e n :  S B A - A n t i g e n e .  
A n t i s e r e n :  A n t i - P D - R T - S e r e n  Nr .  1--4 y o n  T a b e l l e  1. S e r i e  A:  I n h i b i t o r  S B A - R T  
(56 m g % ) ;  B: S B A - R T - G u  (35 m g % ) ;  C: S B A - 1 2 5  (63 r a g % ) ;  D:  S B A - 1 2 5 - G u  

(34 m g % ) .  

A n t i s e r u m  Nr.  R S h r c h e n b e l a d u n g  d u r c h  f o l g e n d e  S B A - A n t i g e n e  
S B A - R T  S B A - R T - G u  S B A - 1 2 5  S B A - 1 2 5 - G u  

A 1 - 5 37 14 
2 - - 12 - 
3 5 - 30 18 
4 5 13 15 - 

1 - - 33 42 
2 3 10 41 48 
3 7 9 38 24 
4 10 5 33 46 

1 - - 58 65 
2 - - 45 66 
3 - 3 57 58 
4 - - 59 41 

1 - 5 68 56 
2 - - 48 55 
3 - 7 63 54 
4 - - 50 42 

B 

C 

D 

jeweils die du rch  die hSchste  Inh ib i t ionskonzent ra t ion  hervorgerufenen  
Hemmwer te  angegeben.  Die mi t  SBA-RT-RShrchen  erhal tenen Hemm-  
werte sind aus oben  erw~hnten Grf inden (Tab. 4) insignifikant.  Die in den 
anderen Sys temen  erzielten ger ingen H e m m u n g e n  bei A n w e n d u n g  yon  

4O 
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Inhibit'or verdilnnung 

A b b .  4. S t a n d a r d h e m m k u r v e n  i m  S o l i d - P h a s e  R I A .  A n t i s e r u m :  Nr .  2 v o n  T a b e l l e  1. 
H e m m a n t i g e n :  S B A - 1 2 5  (63 r a g % ) .  R 5 h r c h e n b e l a d u n g :  - - . ,  S B A - 1 2 5 ;  - - - ,  

S B A - 1 2 5 - G u .  
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SBA-RT oder  SBA-RT-Gu als Inhib i toren  sind statistisch nicht  signifi. 
kant. Ledigl ich die autoklavier ten Ant igene ergeben signifikante Inhibi. 
t ionen, wenn  SBA-RT-Gu-,  vor  allem aber  SBA-125-Gu- oder  SBA-125. 
RShrchen  als Sol id-Phase  bentitzt werden.  Dabei  ist der Grad der Inhibi- 
t ion unabh~ngig  yon  einer eventuel len Guanid in-HCl-Behandlung  des 
SBA-125, wie sich aus den in Tabelle 5 angegebenen  H e m m w e r t e n  der 
vier Ant iseren ergibt. Optimale H e m m k u r v e n  erh~ilt m a n  gleichfalls mit 
SBA-125(-Gu), w e n n  mit  demse lben  Ant igen  beladene RShrchen  als Fest. 
phase  ve rwende t  werden.  In  d iesem Fall ist die Empf ind l ichke i t  des 
r ad io immunolog i schen  Nachweises  dieses Ant igens  ungef~hr  10 ~tg/ml. 
Hier betr~gt der Grad der spezif ischen H e m m u n g  durchschni t t l i ch  20 % 
und  liegt damit  deut l ich (iber der  S t anda rdabwe ichung  (Variationskoeffi. 
zient < 0,1) des u n g e h e m m t e n  Ant i se rumbindungswer tes .  Abbi ldung  4 
zeigt den Verlauf einer derar t igen Hemmkurve ,  die als S t anda rdkurve  zur 
r ad io immunolog i schen  B e s t i m m u n g  yon  autoklavier tem Sojaprote in  her. 
angezogen  werden  kann,  obwohl  das ve rwende te  Ant i se rum durch  Immu. 
nisieren mit  na t ivem Sojaprotein  (PD-RT) g e w o n n e n  wurde.  

5. L 6 s l i c h k e i t  yon  So japro t e in  (PD) in v e r s c h i e d e n e n  E x t r a k t i o n s p u f f e r n  

Besonders  wicht ig fi~r die quant i ta t ive B e s t i m m u n g  yon  Sojaprotein  in 
k o m p l e x e n  Nahrungsmi t t e ln  ist die mbgl ichst  quant i ta t ive Erfassung, 
also Herauslbsung,  des Sojaproteins.  Es wurden  drei verschiedene 
Ext rak t ionspuffer  hinsicht l ich ihres Lbsungsve rmbgens  f/ir PD getestet: 
P B S  (I = 0,15), Ex t rak t ionspuf fe r  (pH = 7,6, I = 0,5) und  6m-Guanidin- 
HCl. Zwei Ex t rak t ions tempera tu ren  wurden  gew~hlt: 25 ~ und  60 ~ Zur 
Ext rak t ion  wurde  eine Suspens ion  von  1 g PD in 20 ml Puffer  w~hrend 
30 M i n u t e n  gesch/ittelt.  Die nach  Zentr i fugat ion bei 5 000 g im klaren 
Ubers t and  ermit tel ten P r o t e i n k o n z e n t r a t i o n e n  (Standard:  bovines Ser- 
umalbumin)  sind in Tabelle 6 angegeben.  Hieraus folgt, dab Extraktion 
mit  6m-Guanidin-HCl bei R a u m t e m p e r a t u r  die grb/3te Ausbeu te  an gel6- 
stem PD ergibt. Aueh  Autoklav ie rung  brachte  keine weitere Steigerung 
dieses opt imalen Wertes. 

D i s k u s s i o n  

Die vor l iegende Un te r suchung  besch~ftigt  sich mit  Immunogen i t~ t  und 
Ant igencharak te r  yon  Sojaprote in  besonders  im Hinbl ick auf deren Ver- 
~nderung  bei thermischer  Denatur ierung.  Dabei  stellte es sich heraus,  da~ 

Tab. 6. LSslichkeit yon PD in verschiedenen Extraktionsl6sungen. Ausgangs- 
suspension: 5prozentiges PD. Extraktionstemperatur: 25 ~ 60 ~ Klammer- 

werte: die bei 60 ~ gefundene Lbslichkeit. 

PufferlSsung LSslichkeit 
Proteinkonzentration (mg%) Prozent gelSst 

PBS 329 (543) 6,6 (10,9) 
Extraktionspuffer (I = 0,5) 679 (811) 7,6 (16,2) 
6m-Guanidin-HC1 1130 (938) 22,6 (18,8) 
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Autoklavieren yon  P romine -D:Ex t rak ten  die Immunogenit~it  der  gel6sten 
Proteine zerst6rte. Durch  Inkuba t ion  mit  Guanidin-HC1 (6m/l) und  
anschlieltender Dialyse gegen  den Ext rak t ionspuffer  konn te  jedoch die 
Immunogeni t~ t  der Pro te in l6sung wiederhergestel l t  werden.  Der Verlust  
der Immunogenit~it  yon  autoklavier tem Sojaprotein  liiltt sich mit  den bei 
der Autoklavierung auf t re tenden  Assoziations- und  Dissoziationsvorg~in- 
gen erkl~iren. Die Dena tur ie rung  konformat ionel ler  De te rminan ten  spielt 
sicher gleichfalls eine Rolle. Durch  , ,Nachbehandlung"  mit  6m-Guanidin-  
HC1 k o m m t  es zur , ,Aufl5sung" der hochmoleku la ren  Aggregate  
(-> 20 x 108 D), wiihrend im Bereich kleiner Molekulargewichte  weitere 
Molekii lverkleinerung (< 10 000 D) bewirk t  wird. Dies konn te  durch  Gel- 
filtration und  analyt ische Ultrazentr i fugat ion gezeigt werden.  Da Proteine 
mit deutl ich unter  10 000 D l iegenden Molekulargewichten  nur  geringe 

- Immunogeni t i i t  e rwar ten  lassen, soll sich die Diskuss ion der  Wiederher- 
steUung der Immunogeni t i i t  yon  PD-125 durch  Guanidin-HCI-Behand-  
lung auf den hochmoleku la ren  Proteinantei l  beschr~nken  (Peak I, 
Abb. 1). Dessen Verschwinden  nach  Guan id ine inwi rkung  kann  als Haupt-  
ursache ftir die w iede rgewonnene  Immunogeni t i i t  von  PD-125-Gu angese- 
hen werden,  w e n n  m an  yon  der A n n a h m e  ausgeht,  daB in d iesem Peak  
hochaggregiertes,  in m o n o m e r e r  oder  ger ingaggregier ter  Fo rm aber  
immunogenes  Material (z. B. 11S-Sojaglobulin) vorliegt. Hochaggregier te  
Antigene sind infolge schlechter  LSslichkeit,  ger inger  Diffusibilit~t, 
schwieriger Abbaubarke i t  und  geringer  Zahl zugiinglicher, also von  den 
Immunzel len  e rkennbare r  De te rminan ten  pro Mill igramm Prote in  nur  
wenig immunogen .  Guanidin-HC1 wirkt  desaggregierend und  ftihrt eine 
,,Auffaltung" der ve rbo rgenen  Dete rminan ten  herbei. Weitere Immunis ie -  
rungsversuche  etwa mit  isoliertem Peak  I I  (Abb. 1) mtissen zeigen, ob die 
Dissoziation des hochmoleku la ren  Proteinantei ls  in PD-125 wirkl ich fiir 
das Ansteigen der  Immunogenit~i t  von  PD-125-Gu verantwor t l ich  ist. 

Durch  thermische  oder  chemische  Dena tur ie rung  wird jedoch auch 
der Ant igencharakter  yon  PD ver~ndert.  Dies zeigt die U n t e r s u c h u n g  der 
Spezifit~t und  Kreuzreaktivi t~t  der verseh iedenen  Antiseren.  W~hrend 
Anti-PD-RT in der  pass iven H~magglut ina t ion  ~berhaup t  n icht  mit  PD- 
125 reagierte, zeigten Inhib i t ionss tudien  mit  Anti-PD-125-Gu doch  geringe 
Inhibi t ion mit  PD-RT. Chemische  Dena tur ie rung  yon  PD-RT mit  Guani- 
din-HC1 steigerte diese Kreuzreaktivit~t.  PD-100 wies schon  deut l ichere 
H e m m w i r k u n g  auf, die wieder  d u t c h  Guanidin-HCi  welter e rh6ht  werden  
konnte. PD-125 und  PD-125-Gu h e m m t e n  gleich stark schon in ger ingen 
Konzentrat ionen.  Man kann  diese Befunde  dah ingehend  interpretieren, 
dab thermische  und  chemische  Dena tur ie rung  in eine R ich tung  zielen, 
n~n l i ch  auf voUst~ndig denatur ier tes  ( , ,ausdenaturiertes") PD, wie es PD- 
125 darstellt, an dessen Ant igencharak te r  auch  6m-Guanidin-HC1 nichts  
mehr  ~indern kann. Der  zus~tzliche immunolog i sehe  Informat ionsgeha l t  
yon PD-125-Gu im Vergleich zu PD-125 be ruh t  somit  lediglich auf seiner 
Immunogeni t~ t ,  nicht  aber  ver~nder ten Antigenit~t. 

Zur  Quantif izierung yon  Sojaprote in  w u r d e n  zwei unterschiedl ich  
immunolog i sche  Verfahren n~her untersucht :  passive H~magglut inat ion 
und  Solid-Phase Rad io immunoassay .  t t ier  stellte es sich heraus,  dab 
brauehbare  S t a nda rdku rven  im Rad io im mun te s t  zur B e s t i m m u n g  yon  
autoklavier tem Ant igen (PD-125) selbst  bei V e r w e n d u n g  yon  Ant iseren 
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gegen das nat ive PD erhal ten wurden.  In  der  passiven H~magglutination 
jedoch waxen deutl iche Hemmef fek te  nur  mit  Ant iseren gegen PD-125-Gu 
zu beobachten .  Die Nachweisgrenze  fiir autoklaviertes  PD liegt im RIA 
bei 10 ~tg/ml, in der pass iven H~magglut inat ion als Inhibi t ions tes t  bei 1 ~gj 
ml. Letztere B e s t i m m u n g s m e t h o d e  ist jedoch nur  als semiquantitativ 
anzusehen.  Paradoxerweise  konn ten  im Sol id-Phase  RIA native Sojapr0. 
te inant igene mit  Ant iseren gegen diese Ant igene  nicht  quantif iziert  wet. 
den. Dies liegt einerseits an der hohen  unspezi f i schen B indung  von 
K a n i n c h e n i m m u n g l o b u l i n e n  an mit  na t ivem Sojaprotein  beladene RShr. 
chert, w o d u r c h  die spezifischen Bindungswer te  von  Ant i -PD-Seren  sicb 
nicht  oder  nur  unzure i chend  yon  den KNS-Werten unterscheiden.  Ande- 
rerseits ergibt  sich bei Beladung mit  autoklavier tem Sojaprotein  (SBA-125 
oder  SBA-125-Gu) infolge der  ger ingen Kreuzreaktivitfi t  dieser  Antigene 
mit  na t ivem Sojoprote in  (SBA-RT) nur  ein geringer (SBA-125) oder  vet- 
nachl~ssigbarer  (SBA-125-Gu) Hemmeffekt ,  obgleieh in d iesem Solid- 
Phase  Sys tem die KNS-Bindung  minimal  ist, also in dieser Hinsichl 
opt imale B e d i n g u n g e n  gegeben  sind. Ledigl ich guanidinbehandel tes  
Sojaprotein  (SBA-RT-Gu) kann  unter  diesen Reak t ionsbed ingungen  im 
Sol id-Phase RIA bes t immt  werden.  Ausgeze ichne t  gelingt h ingegen  die 
Quantif izierung yon  autoklavier tem Sojaprotein  (SBA-125 oder  SBA-125- 
Gu). 

Als Vorausse tzung  f/ir den quant i ta t iven Nachweis  yon  Sojaprote in  in 
Nahrungsmi t t e ln  ist die mSglichst  vollstfindige Ext rak t ion  desselben 
anzusehen.  Unter  mehre ren  getesteten Ext rak t ionspuf fe rn  stellte sich 6m- 
Guanidin-HC1 als opt imal  heraus. Da in den  meis ten  Nahrungsmit te ln  
Sojaprotein  bereits  in denatur ier ter  F o r m  vorliegt, ist keine weitere Dena- 
tur ierung d u t c h  das Extrakt~onsmittel  zu erwarten.  Au~erdem ist autokla- 
viertes Sojaprotein  im Sol id-Phase RIA und  in der  pass iven H~nagglut i .  
nat ion mit  gleicher Empfindl ichkei t  nachzuweisen,  gleichgtiltig ob mit 
Guanidin-HC1 behandel t  wurde  oder  nicht. 

Die Beobach tung ,  da/S Ant iseren gegen natives Sojaprote in  in der 
passiven H~magglut ina t ion  nicht  mit  autoklavier tem Ant igen reagieren, 

S i c h t  von C: 

Sicht  von D: 

c /? 

Aggregate 

Abb. 5. MSglicher Aggregationsmodus der llS-Globulinkomponente, llS-ModeU 
nach (15). 
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l~iBt s ieh  m i t  de r  R e a k t i v i t ~ t  de r  be i  d i e se r  M e t h o d e  b e s o n d e r s  w i c h t i g e n  
I g M - A n t i k 6 r p e r  e rk lh ren .  I n f o l g e  ih re r  b e s o n d e r e n  R a u m s t r u k t u r  (Pen ta -  
mere)  b i n d e n  s ich  I g M - A n t i k S r p e r  b e s o n d e r s  s t a rk  a n  P r o t e i n s t r u k t u r e n  
m i t  V i e l f a c h d e t e r m i n a n t e n  ( k o o p e r a t i v e r  Effekt) ,  w ie  sie z u m  B e i s p i e l  d ie  
H e x a m e r e n o b e r f l ~ c h e  i m  l l S - S o j a g l o b u l i n  (Abb.  5) dars te l l t .  Be i  Aggre-  
ga t ion  in  der  i n  d i e s e r  A b b i l d u n g  geze ig t en  Ar t  n i m m t  die  V e r f i i g b a r k e i t  
d ieser  , , A n t i g e n f l ~ e h e n "  ab,  w o d u r c h  g le ichfa l l s  d ie  I n h i b i t o r w i r k u n g  
g e g e n i i b e r  d e n  s p e z i f i s c h e n  I g M - A n t i k 6 r p e r n  r e d u z i e r t  wi rd .  I g G - A n t i -  
k6rper ,  d ie  i m  R a d i o i m m u n o a s s a y  h a u p t s t i e h l i e h  e r f ag t  w e r d e n ,  s i n d  
in fo lge  ih res  k l e i n e r e n  R e a k t i o n s a r e a l s  y o n  Assoz i a t i ons -  u n d  Dissoz ia-  
t ionsvorg~ingen  a n  M o l e k t i l k o m p l e x e n  sowi e  y o n  k o o p e r a t i v e n  E f f e k t e n  
w e i t g e h e n d  u n a b h ~ n g i g  u n d  ze igen  d a h e r  a u e h  Kreuz reak t iv i t f i t  m i t  d e m  
a u t o k l a v i e r t e n  S o j a p r o t e i n ,  s o f e r n  r a d i o i m m u n o l o g i s c h e  M e t h o d e n  her-  
a n g e z o g e n  w e r d e n .  

Zusamrnenfassung 

Durch therrnisehe Denatur ierung geht die Immunogeni t~t  von Sojaprotein ver- 
loren. Inkubat ion  mit  6m-Guanidin-HC1 stellt die Irnrnunogenit~t wieder her. 
Durch dieses Reagens wird die bei Autoklavieren beobachtete Assoziation eines 
Teils der Sojaproteine wieder riickg~ingig gernacht. Dies dfirfte die Hauptursache 
fiir die Riickgewinnung der Immunogeni t~t  sein. Diese Befunde werden irn Zusarn- 
men_hang rnit der Best imrnung yon autoldaviertern Sojaprotein durch zwei immu- 
nologische Verfahren diskutiert: Solid-Phase Radioirnrnunoassay und  passive 
H~magglutination (Inhibitionsverfahren). 

S u m m a r y  

Soy-bean protein loses its immunogenic i ty  by heat t reatment through thermal 
denaturation. Incubat ion  with 6rn guanidine-hydrochloride restores the irnrnuno- 
genieity. This reagent causes dissociation of protein aggregates formed during 
autoclaving of soy protein. This seems to be the major step in the restitution of 
imrnunogenicity. These findings are discussed in conneetion with the quantifica- 
tion of heat-denaturated soy-bean protein by two independent  immunologic  
methods: Solid-Phase Radioirnmunoassay and Passive Hernagglutination (inhibi- 
tion test). 

Schlf~sselw6rter: Sojaprotein, Radioimmunoassay (Radioimmuntest),  Protein- 
denaturierung, Passive Hfirnagglutination (Sojamehl) 
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