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Kurzfassung

Die Identifizierung von Bindemitteln an Kunst und Kulturgut kann zum Verstandnis
von Materialien und Techniken beitragen, die Grundlage fiir Restaurierungskonzepte
sein oder bei der Uberpriifung der Echtheit eines Objektes helfen. Derzeit gangige
Verfahren zur Analyse von proteinhaltigen Bindemitteln wie Anfarbemethoden,
spektroskopische und chromatographische Methoden sind hdaufig durch geringe
ProbengréRen, komplexe Materialmischungen und —degradation erschwert und sind
daruber hinaus mit einem hohen Investitions- und Zeitaufwand verbunden.
Demgegenuber zeichnen sich immunologische Methoden aus dem Bereich der
medizinischen und biologischen Forschung vor allem durch eine relativ einfache
Handhabung, minimale Probenaufbereitung und hohe Empfindlichkeit aus. Sie beruhen
auf der spezifischen Reaktion von Antigenen und Antikdrpern und konnen auch in
komplexen Mischungen zwischen einzelnen Proteinen und Gummen unterscheiden. Mit
geeigneten Antikorpern sind zudem artspezifische Aussagen moglich. Besonders
hervorgetan haben sich dabei der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und
die Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM). Wahrend ELISA die Proteine und Gummen
innerhalb der ganzen Probe — ohne Bezug zur rdumlichen Verteilung - nachweist,
ermdoglicht IFM eine Lokalisierung der gesuchten Proteine am Anschliff.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Mdglichkeiten und Grenzen
immunologischer Verfahren zum Nachweis von Proteinen und Gummen an Proben von
Kunst und Kulturgut. Der Schwerpunkt liegt auf der Entwicklung und Erweiterung
einer ELISA Screening-Methode zur Identifizierung der vier gebrauchlichsten
naturlichen Bindemittel Ei, Kasein, tierischer Leim und Pflanzengummen. Durch
gezielte Veranderung der Versuchsparameter und Materialien wird die Moglichkeit zur
Erhohung der Nachweisempfindlichkeit der Assays umfangreich untersucht (Extraktion,
Inkubation, Blocken, Mikrotiterplatten). Alle verwendeten Antikdrper werden anhand
einer Vielzahl von Referenzmaterialien auf ihre Spezifitit und mdgliche
Kreuzreaktivitat hin Gberprift und ihre Nachweisgrenzen bestimmt. Der Einfluss von
Alterung und Pigmenten auf die Empfindlichkeit der immunologischen Reaktion wird
mittels kunstlich gealterten Fassungsproben néher betrachtet. Abschliefend werden an
verschiedenen Fallbeispielen die Mdglichkeiten und Grenzen der Methoden belegt.

Schlagworter: Kunstobjekte, immunologische Methoden, Proteine, Pflanzengummen,
Bindemittelanalytik
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Abstract

The identification of binding media in art objects can contribute to the understanding of
materials and techniques, inform conservation strategies, and help in evaluating
authenticity. Traditional analytical methods for the identification of binding media such
as chemical staining, chromatographic and spectroscopic techniques can be limited by
sample size, sample mixtures and natural degradation of materials. In addition they
require relatively expensive equipment and can be time-consuming. Immunological
techniques from the fields of medical and biological research are based on the specific
reaction of antigens and antibodies. They are characterized by relatively simple
handling, minimal sample preparation and high sensitivity. These techniques can
distinguish between different proteins and gums even in complex mixtures and allow,
with the appropriate antibodies, species specific information. In particular, Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) and Immunofluorescence Microscopy (IFM)
show much potential. While ELISA analyzes the protein and gum content of the whole
sample — regardless the spatial distribution - IFM offers the possibility to locate the
materials of interest in embedded cross-sections. The present study describes the
possibilities and limitations of immunological techniques for the identification of
proteins and gums in art works. The focus is on the development and expansion of an
ELISA screening method for the identification of four commonly used natural organic
binding media: egg, casein, animal glue and plant gums. The possibility of increasing
the assay’s sensitivity is evaluated by systematic modification of the experimental
parameters and materials (extraction, incubation, plate type, blocking buffer). The
specificity and potential for cross reactivity of the various antibodies is assessed by
means of a variety of reference materials and their detection limits are determined. The
influence of aging and pigments on the sensitivity of the immunological response is
examined on the basis of artificially aged reference materials. Finally, several case
studies illustrate the possibilities and limitations of the methods.

Keywords: art objects, immunological techniques, antibodies, proteins, gums, binding
media analysis
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| Allgemeiner Teil

Im allgemeinen Teil wird in die Thematik der vorliegenden Arbeit eingefiihrt, die
Problemstellungen zusammengefasst und die Ziele der Arbeit definiert. Nach einem
kurzen Uberblick (iber Analysemethoden zur Untersuchung von proteinhaltigen
Bindemitteln, mit  besonderem  Augenmerk auf die immunologischen
Nachweisverfahren, folgt eine Vorstellung und Zusammenfassung der fir die Arbeit
relevanten Bindemittel aus der Literatur, hinsichtlich ihres Aufbaus, Eigenschaften und
historischer Verwendung. AbschlieBend erfolgt eine Einfiihrung in die Immunologie
und die damit verbundenen theoretischen Grundlagen zur Wirkungsweise, Struktur,
Zusammensetzung und Herstellung von Antikérpern sowie eine Vorstellung der
wichtigsten Assaykonzepte.
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1  Einfdhrung

Materialkundliche Untersuchungen mit naturwissenschaftlichen Methoden sind
unverzichtbarer Bestandteil moderner Konservierungswissenschaften. Oftmals sind ihre
Ergebnisse eine wichtige Voraussetzung zur Erkenntnis der Erhaltungsbedingungen, der
Schadensfaktoren, der Schadenprozesse und ihrer Dynamik. Die Materialidentifizierung
kann Auskunft dariiber geben, welches Material, zu welcher Zeit, an welchem Ort oder
von welchem Kinstler Verwendung fand (Keck & Peters 1969). Daraus lassen sich
Ruckschlusse auf dessen Verbreitung, individuelle Vorlieben und Handelsbeziehungen
zwischen Stadten, Landern oder Kulturen ziehen. Sie kdnnen aber auch dazu beitragen,
Herstellungstechniken und Arbeitsweisen eines Kiinstlers, einer Schule oder Epoche
aufzudecken. Als Beispiel sei hier die Ablosung der Eitemperamalerei durch die
Olmalerei in der 2. Halfte des 15. Jahrhunderts in Italien genannt, die eine bedeutende
Anderung in der Mal- und Herstellungstechnik markiert (Dunkerton 1997; Higgitt &
White 2005). Die Kenntnis Uber die verwendeten Materialien kann zudem hilfreich bei
der Datierung und Uberpriifung der Echtheit (Authentizitit) eines Objektes sein. Zum
Beispiel gibt es Pigmente, deren Verwendung auf einen bestimmten Zeitraum begrenzt
ist, oder die erst ab einem bestimmten Zeitpunkt aufkamen. Blei-Zinngelb beispielweise
ist nur bis ins 18. Jahrhundert belegt (Kiihn 1988), wohingegen Berliner Blau erst ab
1706 aufkommt (Bartoll 2008). Durch ihren Nachweis koénnen in Verbindung mit
anderen Informationen, Rickschlusse auf die Entstehungszeit und/oder Echtheit eines
Objekts gezogen werden. Die Interpretation von Analyseergebnissen setzt umfangreiche
Kenntnisse zur Herstellungstechnik sowie Beschaffenheit, Vorkommen und Alterung
von Materialien voraus. In Zusammenarbeit mit Kunsthistorikern, Restauratoren und
Naturwissenschaftlern ist im Idealfall dann die Erhaltung und Restaurierung von
Kunstobjekten wesentlich effektiver moglich (Walch 1997). Die Materialidentifizierung
gewinnt daher mehr und mehr an Bedeutung und somit steigt auch die Nachfrage nach
analytischen Verfahren zur Untersuchung und Erhaltung von Kunstwerken.

Organische Naturstoffe bilden eine bedeutende Materialgruppe bei der Untersuchung
von Kunstobjekten. Sie werden seit Menschengedenken nicht nur als Nahrungs-,
Kleidungs- und Baustoffquellen sondern auch als Bindemittel, Klebstoffe oder
Uberziige verwendet. Als Bindemittel gemischt mit Pigmenten sind sie die Basis fiir
Farben, als Klebstoff fiigen sie die unterschiedlichsten Materialien fest zusammen, und
als Uberzug schiitzen sie darunterliegenden Malschichten und Materialien.! Erste
Zeugnisse menschlicher Malerei finden sich in erhaltenen HOhlenmalereien
(Mirimanow 1973; Wehlte 2005). Die Gruppe der natirlichen Bindemittel umfasst

Yin der Folge vereinfacht unter dem Bindemittel zusammengefasst
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neben trocknenden Olen, tierischen Fetten, Wachse und Harze, vor allem die hier
relevanten Proteine (u.a. Ovalbumin, Kasein, Kollagen) und Pflanzengummen (u.a.
Gummi arabicum, Tragant) (Schramm & Hering 1995).

Die Untersuchung von Proteinen und Gummen an Kunstobjekten stellt eine grof3e
Herausforderung dar, da es sich um komplexe Stoffgemische mit schwankender
Zusammensetzung handelt, die mit der Zeit Veranderungen unterliegen (Jones 1962).
Schon wahrend der Aufbereitung der natlrlichen Materialien durch den Kiinstler oder
Handwerker werden Proteine denaturiert (Herauslosen aus der biologischen Matrix,
Schlagen, Mischen, Erhitzen, Trocknen, Zugabe von S&uren oder Laugen) (Karpowicz
1981; Baumer et al. 2009). Sie konnen allein, untereinander gemischt und in
Kombination mit anderen Materialien wie Harze, Ole und Pigmente etc. verwendet
werden. Im Laufe der Zeit folgen weitere Verénderungen durch atmospharische
(Wwarme, Licht, Feuchtigkeit, Umwelteinflisse), biogene (Biodeterioration) und
anthropogene (RestaurierungsmaflRnahmen) Einflisse sowie chemische
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Materialien (Karpowicz 1981; Mills &
White 1994; Schilling & Khanjian 1996a-b).

Kunstobjekte weisen selten nur ein Bindemittel auf; vielmehr finden mehrere oder
Bindemittelgemische Anwendung (Colombini & Modugno 2004). Das ist zum einen
abhangig von der Intention und Vorliebe des Kunstlers, wird aber dartiber hinaus von
der Migration zwischen benachbarten Schichten, sowie der Penetration von spéater
eingebrachten Restaurierungsmaterialien beeinflusst. Diese Faktoren machen es oft
unmaoglich, einzelne Schichten zu isolieren und erschweren somit die Zuordnung der
Bindemittel im stratigraphischen Aufbau eines Kunstwerkes. Das Bindemittel liegt
zudem in der Regel nur in geringen Konzentrationen vor und ist oftmals in einer
komplexen festen Matrix eingebunden (Colombini & Modugno 2004). Die wohl groRte
Herausforderung bei der Analyse von Proteinen und Gummen in der
Konservierung/Restaurierung bleibt aber, neben der Materialvielfalt und der
fortschreitenden Alterung, die Begrenzung durch das Probenmaterial (Doménech-Carb6
2008). Der unschatzbare historische Wert von Kunst und Kulturgut lasst oft - wenn
uberhaupt - nur die Entnahme sehr geringer Probenmengen zu, was eine stetig steigende
Anforderung an die Empfindlichkeit der Untersuchungsmethoden stellt.

Immunologische Methoden aus dem Bereich der medizinischen und biologischen
Forschung beruhen auf der spezifischen Reaktion von Antigenen und Antikdrpern und
zeichnen sich vor allem durch eine relativ einfache Handhabung, minimale
Probenaufbereitung und hohe Empfindlichkeit aus (Heginbotham et al. 2006). Sie
kodnnen auch in komplexen Mischungen zwischen einzelnen Proteinen unterscheiden
und lassen mit geeigneten Antikodrpern auch artspezifische Aussagen zu. Das Potential



1 Einfiihrung 9

immunologischer Methoden fur die Bindemittelanalytik ist seit langerem bekannt
(Andreiew 1927; Jones 1962; Johnson & Packard 1971; Talbott 1982), doch erst durch
die Weiterentwicklung und Verbesserung der verwendeten Materialien und Reagenzien
in Bezug auf ihre Spezifitat, Stabilitdt und Wirtschaftlichkeit riicken sie seit einiger Zeit
wieder in den Fokus (Heginbotham et al. 2006; Mazurek 2006; Vagnini et al. 2008;
Klausmeyer 2009a/b; Cartechini et al. 2010). Besonders hervorgetan haben sich dabei
der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) und die
Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM). Wé&hrend ELISA die Proteine innerhalb der
ganzen Probe — ohne Bezug zur rdumlichen Verteilung - nachweist, ermdglicht IFM
eine Lokalisierung der gesuchten Proteine am Anschliff. Trotzdem gibt es bisher nur
wenige systematische Untersuchungen zu diesem Thema und die Literatur hinsichtlich
ihrer Verwendung in der Konservierung/Restaurierung ist begrenzt. Das Fehlen einer
einheitlichen Methodik fiir den Einsatz von immunologischen Methoden im Bereich der
Bindemittelanalytik/Kunsterhaltung macht einen Vergleich der bisherigen Ergebnisse
schwierig.

Die vorliegende Arbeit basiert auf den Ergebnissen der Master-Thesis der Autorin
(Schultz 2006). Dort wurden immunologische Methoden zum Nachweis von
Mikroorganismen erfolgreich zur Identifizierung von proteinischen Bindemitteln
adaptiert. Erstmalig in diesem Kontext wurde die Meerrettich Peroxidase (HRP, von
engl. horseradish peroxidase) als Markerenzym fir die ELISA Technik verwendet.
Dartiber hinaus wurde in Ermangelung tierartspezifischer Antikorper die Herstellung
eines spezifischen Antikdrpers gegen Storkollagen in Auftrag gegeben. Erste Versuche
zur Spezifitat der Analytik waren duBerst vielversprechend; eine abschlieende
Uberpriifung samtlicher Parameter war innerhalb des begrenzten Zeitrahmens der
Master-Thesis nicht mdglich. Die Arbeit zeigte, dass die immunologische
Nachweismethodik grundsétzlich fur die Erfassung von Ei, Kasein und Stérkollagen an
Proben von Kunstobjekten geeignet ist und ebnete damit den Weg fur die hier
nachfolgenden systematischen Untersuchungen zur Optimierung und Erweiterung der
Methoden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung und Anwendung einer ELISA-
Screening-Methode zur Identifizierung der vier gebrduchlichsten natirlichen
Bindemittel Ei, Kasein, tierischer Leim und Pflanzengummen an Kunst und Kulturgut.
Die Madglichkeiten artspezifischer Untersuchungen werden Gberpriift und diskutiert.
AbschlieBend wird der Einsatz der Immunfluoreszenzmikroskopie zur Lokalisierung
von Proteinen am Anschliff erprobt und bewertet. Ziel der Arbeit ist es, Moglichkeiten
und Grenzen der immunologischen Methoden zu bestimmen, die dabei ablaufenden
Prozesse moglichst gut zu verstehen und die Arbeitsabldufe zu standardisieren, so dass
zuverlassige Methoden zur Identifizierung von Proteinen und Gummen gewonnen
werden.
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2 Nachweis von Proteinen und Gummen an Kunst
und Kulturgut — Stand der Forschung

Derzeit gangige Methoden zur Untersuchung von proteinhaltigen Bindemitteln sind
neben mikrochemischen vor allem spektroskopische und chromatographische Verfahren
(Doménech-Carb6 2008). Hier sind vorrangig Fourier Transform Infrarotspektroskopie
(FTIR), Gaschromatographie Massenspektrometrie (GC/MS) und Hochleistungs-
flissigkeitschromatographie (HPLC) zu nennen, die alle verschiedene analytische Vor-
und Nachteile aufweisen. Diese komplexen Verfahren sollen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht néher erlautert werden. Doménech-Carb6 (2008) listet eine
umfangreiche Zusammenfassung der gebrauchlichsten Nachweismethoden auf.

Mikrochemische Methoden wie beispielsweise histochemische Anfarbungen nutzen die
Affinitat spezifischer funktioneller Gruppen fiir bestimmte Farbstoffe (charakteristische
Anféarbungen), wodurch die Differenzierung einiger organischer Verbindungen, wie
z.B. Proteine und Ole, maoglich ist (Doménech-Carbé 2008). Die Methode ist mit
vergleichsweise geringem Aufwand durchfihrbar und ermdglicht eine Lokalisierung
des Bindemittels in der Probe am An- oder Dinnschliff. Jedoch ist diese Technik durch
ihre geringe Spezifitdt limitiert und funktioniert oftmals nicht mit denaturierten
Proteinen (Baumer et al. 2009). Eine Unterscheidung der Proteine ist nicht mdglich
(Doménech-Carb6 2008).

Bei der Untersuchung mit FTIR werden die funktionellen Gruppen in einer Verbindung
durch IR Strahlung zu Schwingungen angeregt. Die Detektion der erfolgten Absorption
wird im IR-Spektrum abgebildet. Durch den Vergleich mit Referenzspektren ist der
Nachweis von Proteinen und Gummen mdglich. Allerdings kann bei komplexen
Materialmischungen die Interpretation der FTIR-Spektren sehr schwierig sein und die
Unterscheidung zwischen Ei, tierischem Leim und Kasein ist nur in wenigen Fallen
mdoglich (Ramirez-Barat & De la Vifia 2001; Colombini & Modugno 2004; Paris et al.
2005). Da gleichzeitig alle in der Probe enthaltenen Verbindungen analysiert werden,
bietet FTIR die Madoglichkeit weitere organische und anorganische Materialien
nachzuweisen (Nevin et al. 2007). Die Vielzahl der dabei erhaltenen Absorptionsbanden
erschwert aber die Interpretation der Ergebnisse (Schramm & Hering 1995). Andere
Verfahren wie GC/MS oder HPLC erlauben es, einzelne Proteine und Gummen
qualitativ und quantitativ zu identifizieren (Halpine 1992; Grzywacz, 1994; Ronca
1994; Mills & White 1994; Schilling & Khanjian 1996 a-c; Fiedler 2001; Chiavari et al.
2003; Tokarski et al. 2003; Andreotti et al. 2006). Sie beruhen auf dem Nachweis des
Aminoséurespektrums, das jedoch durch mikrobiellen Befall und Degradation der
Proteine verandert werden kann und die Interpretation der Ergebnisse beeintréchtigt
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(Karpowicz 1981; Mills & White 1994; Doménech-Carbé 2008). Die ldentifizierung
von Proteinmischungen oder eine tierartenspezifische Identifizierung der Proteine ist
nicht moglich. Wahrend FTIR nur geringe Mengen an Probenmaterial fir die
Untersuchung benétigt, sind die gewonnen Erkenntnisse begrenzt. GC/MS und HPLC
Analyse sind spezifischer, erfordern in der Regel aber groRere Probenmengen als FTIR,
was je nach Objekt nicht immer vertretbar ist. Grundsétzlich sind diese Verfahren mit
einem hohen Investitions- und Zeitaufwand verbunden und oft fur kleine und mittlere
Museen nicht zugédnglich. Die Interpretation der Ergebnisse erfordert groRe Erfahrung,
auch in Bezug auf den Umgang mit den Gerdten und kann nur von Fachleuten
ausgefuhrt werden. Neuere kombinierte Techniken wie MALDI-TOF-MS oder LC-
MS/MS, die unter dem Sammelbegriff Proteomiks zusammengefasst werden, zeigen
vielversprechende Ansatze und Ergebnisse fir die Identifizierung von Proteinen, doch
sind sie extrem aufwendig und zéhlen noch nicht zu den gebrdauchlichen Methoden in
der Restaurierung (Hynek et al. 2004; Tokarski et al. 2003, 2006; Kuckova et al. 2005,
2009; Fremout et al. 2010).

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass alle Methoden zur Untersuchung von
Proteinen und Gummen an Kunst und Kulturgut h&ufig durch ProbengroRe,
Materialmischungen und —Degradation sowie mikrobiellen Befall limitiert sind.

Immunologische Verfahren, die auf der Bindung von Antigenen mit Antikorpern
beruhen, sind seit dem frihen 20. Jahrhundert aus dem Bereich der Medizin bekannt
(Arrhenius 1907). Aber erst die Einflhrung radioaktiver Isotope in den 60er Jahren
(Berson & Yalow 1959; Ekins 1960) und die enzymatische Markierung der Antikdrper
Anfang der 70er Jahre (Engvall & Perlmann 1971), fuhrten zum Durchbruch der
immunologischen Verfahren. Heute sind sie fester Bestandteil in der modernen
biomedizinischen Forschung wie auch in der Routinediagnostik. Sie werden
insbesondere in Bereichen genutzt, in denen kleine Molekile oder einzelne Proteine
nachgewiesen werden sollen. Typische Anwendungen sind beispielsweise
Schwangerschafts- und Drogentests (Nachweis eines spezifischen Molekiils), HIV Test,
Blutgruppenbestimmung oder die Diagnose und Behandlung von Krebs (einzelne
Proteine) (Campbell 1998; Madigan et al. 2001). Dartber hinaus finden sie mittlerweile
auch Anwendung in der Lebensmittelforschung, Landwirtschaft oder Forensik
(Panheleux et al. 2000; Watanabe et al. 2005; Sensabaugh et al. 1971), aber auch zum
Nachweis von Mikroorganismen an Kunstobjekten (Rolfes 1991; Mohlenhoff 2002;
Reichmann 2003; Leupold 2006).

Bis vor ein paar Jahren hat sich die Anwendung von immunologischen Methoden in der
Konservierung/Restaurierung weitgehend auf den Bereich der Archdologie beschrénkt.
Seit etwa 1980 sind zahlreiche immunologische Untersuchungen bekannt, die sich mit
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der Spezies spezifischen Identifizierung von arch&ologischen Knochenfunden und deren
Uberresten, Blutresten an Artefakten (z.B. Steinwerkzeuge) oder Blut als Bindemittel
fir Farben beschéftigten (u.a. Lowenstein 1980, 1999, 2006; Ascenzi et al. 1985;
Hyland et al. 1990; Cattaneo et al. 1990, 1992a-b; Scott et al 1996; Parsche & Nerlich
1997). Oftmals sind die Ergebnisse aber &uRerst widersprichlich bzw. nicht
reproduzierbar, so dass ihr Aussagewert kritisch betrachtet werden muss.

Erst durch die Weiterentwicklung und Verbesserung der verwendeten Materialien und
Reagenzien in Bezug auf ihre Spezifitat und Stabilitat folgten Ende der 1980er Jahre
bedeutende Arbeiten zur Untersuchung von Bindemitteln an Kunstobjekten. Wolbers
(1988) gelang es erstmalig eine dinne Schicht Albumin mittels der
Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) an Proben von Gemélden um die
Jahrhundertwende des 19. Jahrhunderts mit Rhodamin markierten Antikorpern
nachzuweisen. Er empfahl, das Ergebnis mit anderen Methoden bestétigen zu lassen,
um mogliche unspezifische Bindungen ausschlieBen zu koénnen. Erst im
darauffolgenden Jahr wurde die Immunfluoreszenzmikroskopie systematisch zur
Identifizierung von Ovalbumin in Bindemitteln untersucht. Kockaert et al. (1989)
wendeten das Verfahren erfolgreich an Anschliffen von natirlich und kinstlich
gealterten Referenzproben sowie realem Probenmaterial von mehreren Gemélden und
Skulpturen aus dem 12.-20. Jahrhundert an. Sie beobachteten Schwierigkeiten bei der
Visualisierung positiver Ergebnisse, wenn der Fluoreszenzfarbstoff und die zu
untersuchende Malschicht &hnliche Farbigkeit besaRen, die Materialien der
Malschichten eine Autofluoreszenz aufwiesen, oder wenn die Probe ein pordses Geflige
war, was zu unspezifischen Fluoreszenzen durch unspezifische Anlagerung von
Antikorpern fihren kann. AbschlieBend hielten die Autoren fest, dass die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse oftmals problematisch sei, und dass
Negativergebnisse nicht unbedingt bedeuten, dass das gesuchte Protein nicht vorhanden
ist, sondern lediglich nicht gefunden wurde.

Ramirez-Barat & De la Vifia (2001) machten wesentliche Fortschritte bei der
Anwendung der Immunfluoreszenzmikroskopie an Anschliffen. Anhand im Labor
hergestellter Malschichtproben wurden unterschiedliche Einbettharze, Blockpuffer und
anderen verfahrenstechnische Schritte evaluiert. Sie schlagen eine Vorbehandlung der
Proben mit Trypsin (Protease Enzym) vor, um die Zugénglichkeit gealterter Proteine zu
verbessern, und verweisen auf die Verwendung eines Blockpuffers zur Reduktion
unspezifischer Bindungen/Fluoreszenz. Trotz des erfolgreichen Nachweises von
Ovalbumin an den frischen und kinstlich gealterten Referenzproben, weisen sie -
ahnlich wie Wolbers & Landrey (1987) - ausdricklich auf die Problematik des
Herauswaschens von wasserloslichen Stoffen aus den Proben hin. Verschiedene
Versuche zur Fixierung oder Imprégnierung der Proben schlugen aber letztlich fehl.
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Erstmalig Erwahnung findet hier die Maoglichkeit Gummi arabicum an Kunst und
Kulturgut mit immunologischen Methoden nachzuweisen.

Besonderer Bedeutung kommt den systematischen Untersuchungen zur Anwendung
immunologischer Methoden von Hodgins & Hedges (1998, 1999, 2000) sowie Hodgins
(1999) zu. Sie untersuchten mittels der ELISA Technik die Mdglichkeiten und Grenzen
durch Antikorper artspezifische Kollagene - sowohl in archdologischen Knochenfunden
als auch historischen Leimen - zu unterscheiden. lhre Arbeiten demonstrieren, dass
kollagenspezifische Antikorper zur Identifizierung von historischen Leimen angewendet
werden konnen, aber dass nur begrenzte artspezifische Informationen in
archaologischen Artefakten bewahrt werden (1998). Sie verweisen bei den
kommerziellen Kollagen-Antikdrpern auf hohe Kreuzreaktivitdten zwischen den
einzelnen Spezies, insbesondere zwischen Horntrdgern (Rinderartige). Mit hoch
aufgereinigten Antikorpern stellten sie fest, dass einer der untersuchten kommerziellen
Hasenhautleime, nicht aus Hasen, sondern hdochstwahrscheinlich aus Haut von
Rinderartigen hergestellt worden ist (— Kap. 5.10.3). Sie beobachteten dartiber hinaus,
dass bei der Verwendung aufgereinigter bzw. artspezifischer Antikérper die
Immunreaktivitdt mit zunehmendem Alter der Proben abnimmt (1999). Hodgins &
Hedges (2000) untersuchten erstmalig den Einfluss von Pigmenten auf die
Immunreaktivitat von Proteinen am Beispiel von Kollagen. Bei der Verwendung eines
polyklonalen artunspezifischen Kollagen-Antikorpers kam es bei sieben ausgewahlten
Pigmenten, lediglich bei Grunspan zu einer verringerten Reaktivitat. Demgegenuber
stellten sich die Ergebnisse der Immunreaktivitdit mit einem rinderspezifischen
Kollagen-Antikdrper bei gleichem Versuchsaufbau abweichend dar. Ultramarin, Azurit,
Grinspan schienen die immunologische Reaktivitdt zu stdren bzw. zu zerstoren;
Zinnober und Bleiweil zeigten keine Effekte und Siena sowie Auripigment schienen die
Reaktivitdt noch zu erhéhen. Die Immunreaktivitat scheint daher stark von den
verwendete Pigmenten abhédngig zu sein, was zur Folge hat, dass eine quantitative
Analyse von Proteinen in Malschichtproben problematisch ist. Ahnliche Erkenntnisse
zu den Wechselwirkungen zwischen Pigmenten und Bindemitteln sind auch bei
Klausmeyer (2009a) und Cartechini et al. (2010) zu finden. Der Einfluss von Pigmenten
auf das gewéhlte Detektionssystem (Enzym/Substrat) wurde bisher nicht beriicksichtigt
(— Kap. 6.3).

Die Arbeit von Heginbotham et al. (2006) lieferte eine umfassende Zusammenfassung
der immunologischen Grundlagen und die Anwendung entsprechender Verfahren in der
Konservierung/Restaurierung. Sie verwiesen auf die Schwierigkeit instrumenteller
Verfahren, innerhalb komplexer mehrschichtiger Proben verschiedene Proteine
eindeutig zu identifizieren und dartber hinaus bestimmten Schichten zuordnen zu
konnen. Daher schlagen die Autoren ELISA und IFM als Erganzungstechniken zu den
traditionellen Verfahren der Bindemittelanalytik vor. Die beiden Techniken wurden
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erfolgreich zur Identifizierung einer extrem diinnen transparenten Eiklarschicht in einer
mehrschichtigen Probe von einem bedeutenden Kabinettschrank aus dem 17.
Jahrhundert aus der Sammlung des Jean Paul Getty Museums herangezogen. Durch die
Identifizierung konnten Ruckschlisse auf die Funktion dieser Schicht im
Probenverbund gezogen werden. Sie diente vermutlich zur Versiegelung der
Temperagrundierung, um die dartiber liegenden, 6lgebundenen Farbschichten vor dem
Eindringen zu bewahren. Verschiedene Techniken zur Reduzierung des Quellverhaltens
und/oder Auswaschen von Malschichten fir die IFM Untersuchungen wurden evaluiert,
ohne dass das Problem jedoch geldst werden konnte. Schultz (2006) schlug zur
Reduktion  der  Autofluoreszenz  von  Materialien,  insbesondere  von
Kreidegrundierungen, die Vorbehandlung der Anschliffe mit einem Komplexbildner
(EDTA) vor. Dadurch konnten in Einzelfallen Gberschiissige Metallionen (z.B. Ca-
lonen) in einem Chelatkomplex gebunden und so die (unerwiinschten) chemischen
Eigenschaften von Metallionen (Autofluoreszenz) maskieren werden.

Ermutigt durch die vielversprechenden Ergebnisse von Heginbotham et al. (2006)
entstanden in der Folge die wohl bisher umfassendsten Arbeiten zum Einsatz von
ELISA und IFM an Kunst und Kulturgut. Mazurek (2006) und Mazurek et al. (2008)
fihrten umfangreiche ELISA Versuche an einer Vielzahl von Materialen durch und
entwickelten die erste ELISA Screening-Methode zur Untersuchung von Bindemitteln
an Proben von Kunstobjekten. Der Assay umfasst den Nachweis von Ovalbumin
(Eiklar), Phosvitin (Eigelb), Kasein, Kollagen und Gummen. Alle verwendeten
Antikdrper wurden anhand einer Vielzahl unpigmentierter Referenzmaterialien auf ihre
Spezifitdt und mdgliche Kreuzreaktivitat hin untersucht und ihre Nachweisgrenzen
bestimmt. Begleitet wurden die Untersuchungen an verschiedenen Fallbeispielen durch
zusatzliche GC/MS Analysen (Mazurek 2006, 2010; Scott et al. 2009). Eher
ernlichternd sind dagegen die Ergebnisse von Porter (2007) zur Untersuchung von
Wandgemaldeproben aus den Mogao Grotten in Dunhuang, China (6. Jh. AD) mittels
der ELISA Screening-Methode von Mazurek (2006). Trotz der hohen
Wahrscheinlichkeit der Verwendung von organischen Bindemitteln, basierend auf
kunsthistorischen Aspekten (Art der Malerei) und den Ergebnissen erganzender
instrumenteller Analysen, konnte in nur drei von neununddreilig untersuchten
Originalproben Kollagen nachgewiesen werden. Porter schreibt das vor allem den
Problemen bei der Extraktion und Aufreinigung der Proben, sowie den Auswirkungen
der Proteindegradation zu. Diesbeziglich zeigten ELISA Untersuchungen am Getty
Conservation Institute (GCI) anhand von kinstlich gealterten, nicht pigmentierten
Proben, dass die Immunreaktivitat von Proteinen bei kinstlicher Alterung und hoher
Luftfeuchtigkeit (69 - 75 % RH) drastisch abnimmt, wéhrend der Einfluss von niedriger
(20 - 25 % RH) oder schwankender Luftfeuchtigkeit (12 - 85 % RH) geringere
Auswirkungen zeigte (Mazurek & Porter 2009; Cartechini et al. 2010). In diesem
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Zusammenhang beschaftigte sich Klausmeyer (2009a) mit der Auswirkung kunstlicher
Alterung auf Fassungsproben und untersuchte den Einfluss von 21 Pigmenten auf den
Nachweis von Ovalbumin, Kasein, Kollagen und Pflanzengummen. Trotz eindeutiger
Abnahme der Immunreaktivitit gealterter Fassungsproben waren alle Proteine und
Gummen noch nachweisbar.

Samtliche relevanten Publikationen der jiingeren Vergangenheit zur ELISA Technik auf
dem Gebiet der Konservierung/Restaurierung basieren auf der Markierung der
Antikorper mit der Alkalischen Phosphatase (AP). Dabei wurden oftmals erhohte
unspezifische Bindungen der Antikorper festgestellt, die zu einem hohen Cut-off
fihrten und das Risiko von falsch-negativ Ergebnissen erhdhen. Schultz (2006) zeigte
hingegen, dass bei der Verwendung von Meerrettich-Peroxidase (HRP) als
Markerenzym zum Nachweis von Proteinen an Kunstobjekten die unspezifischen
Bindungen &uRerst gering sind. HRP zeichnete sich zudem durch ihre hohe
Enzymaktivitétsrate (starkes Signal in kurzer Zeitspanne) und hohe Reproduzierbarkeit
aus, was auf eine hohe Stabilitat hindeutet.

AbschlieBend ist nochmals darauf hinzuweisen, dass die hier beschriebenen
immunologischen Methoden bisher auf den Nachweis von Proteinen und Gummen
beschrankt sind, so dass andere analytische Verfahren (z.B. FTIR, GC/MS) notwendig
sind, um Proben auf weitere Inhaltsstoffe zu untersuchen. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass immunologische Verfahren in der jlingeren Vergangenheit gezeigt haben,
dass sie eine Alternative zu den bisherigen Verfahren zur Untersuchung von Proteinen
und Gummen sein kénnen. Daher verdienen diese Methoden mehr Aufmerksamkeit und
eine intensivere  Beschaftigung, da sie Potential fur wichtige, neue
Untersuchungsansétze bieten.
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3 Bindemittel

Unter Bindemittel versteht man im Allgemeinen klebende Stoffe, die in Form von
Losungen, Emulsionen oder Dispersionen vorliegen und an der Luft zu einem Film
auftrocknen (Bartl et al. 2005). VVon der Antike bis zur Neuzeit finden ausschliellich die
natlrlichen Bindemittel Anwendung. Dabei handelt sich um eine umfangreiche
Stoffgruppe chemisch sehr unterschiedlicher Verbindungen. Wahrend man bei Olen,
Wachsen und Harzen von nicht-wéssrigen nattrlichen Bindemitteln spricht, gehdren
Proteine und Pflanzengummen zu den wassrigen naturlichen Bindemitteln (Doerner
2011). Ab dem fruhen 19. Jahrhundert kommen die synthetischen Bindemittel auf
Naturstoffbasis dazu, die die natlrlichen Bindemittel in vielen Bereichen allmahlich
verdrangen (Kuhn 1974). Ilhre chemischen und physikalischen Eigenschaften
unterscheiden sich aber grundlegend von denen der naturlichen Bindemittel, weshalb
hier nicht néher auf sie eingegangen wird.

Bindemittel konnen allein, untereinander gemischt und in Kombination mit anderen
Materialien und Zuséatzen wie Pigmenten, Ldsemitteln, Tensiden, Weichmachern etc.
verwendet werden (Colombini & Modugno 2004). Dadurch sind ihre Arbeits- und
Materialeigenschaften gezielt veréanderbar (u.a. Glanzgrad, Deckvermdgen, Konsistenz,
Trocknungsgeschwindigkeit, Harte, Klebkraft, Haltbarkeit) und unerwiinschte mégliche
Wechselwirkungen mit anderen Materialien vermeidbar (Wehlte 2005). So empfahl
bereits Cennino Cennini in seinem Libro dell’Arte im 15. Jahrhundert Lapis Lazuli, aber
vor allem kupferhaltige Pigmente wie Azurit und Griinspan mit tierischem Leim
anzureiben, da diese Pigmente mit 6lhaltigen Bindemitteln ihren optischen Eindruck
nachteilig veradndern (Raft 1982). Mischungen koénnen daher bewusst durch den
Kinstler, aber auch durch Migration/Penetration benachbarter Schichten oder durch das
Einbringen von Konsolidierungsmitteln wahrend einer Konservierung/Restaurierung
entstehen. Die Verarbeitung erfolgt nach handwerklichen Regeln und unterliegt somit
oft subjektiven Faktoren. ldentische Materialien konnen je nach Verarbeitung und
Auftragsart unterschiedliche Wirkungen hervorbringen (Schramm & Hering 1995).
Wertvolle Hinweise Uber Bindemittel finden sich in zahlreichen Quellenschriften,
Traktaten und Anweisungen von der Antike bis heute. Sie geben Aufschluss Uber
Einsatzgebiete, Techniken, einzelne Arbeitsschritte und Rezepturen. Dennoch ist eine
kritische Auseinandersetzung mit diesen Quellen unter Beriicksichtigung der zeitlichen
und regionalen Einordnung, Vorlieben, Materialverfiigbarkeit und Kosten stets
notwendig.
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3.1 Proteinhaltige Bindemittel an Kunst und Kulturgut

Proteinhaltige Bindemittel sind natrliche, organische Verbindungen. Dabei handelt es
sich um Klebrige Substanzen, die aus in Wasser kolloidal geldsten natirlichen
Substanzen bestehen (Florian 2007). Blut, Ei, Milch und tierische Leime? zahlen zu den
bekanntesten Vertretern proteinischer Bindemittel. Sie werden aus Tieren oder
Tierprodukten gewonnen und setzen sich u.a. aus Proteinen zusammen. Gummen
hingegen sind Polysaccharide und werden aus Pflanzen gewonnen (Doerner 2011).
Aufgrund ihres, wenn auch geringen, Proteinanteils (Glykoproteine) werden sie hier mit
aufgefiihrt (— Kap. 3.1.4).

Proteine sind Makromolekiile, die neben Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff auch
Stickstoff und manchmal Schwefel enthalten (Doerner 2011). Grundbausteine der
Proteine sind 20 proteinogene, d.h. proteinaufbauende a-Aminosduren, die Uber
Peptidbindungen unter Abspaltung von Wasser (Polykondensation) zu Ketten verknipft
sind. Polypeptide mit mehr als 100 Aminosauresequenzen werden Proteine genannt
(Florian 2007). Die Primarstruktur der Proteine wird durch die Aminoséuresequenz
bestimmt, durch die die Sekundér- und Tertiarstruktur festgelegt ist. Von ihr hangen alle
Eigenschaften und Funktionen eines Proteins ab. Die Sekundarstruktur beschreibt die
raumliche Anordnung innerhalb einer Polypeptidkette. Durch die Ausbildung von
Wasserstoff-Briicken entstehen wendelartige Strukturen (a-Helix) oder faltblattartige
Formen (B-Faltblatt). Die rdumliche Anordnung aller Polypeptidketten innerhalb eines
Proteinmolekiils wird als Tertidrstruktur bezeichnet. Sie entsteht durch Faltung der
Peptidketten und wird durch intermolekulare Bindungen stabilisiert. Die Quartérstruktur
legt die rdumliche Anordnung mehrerer in Tertidarstruktur vorliegender Peptidketten in
komplexe Proteineinheiten fest (Campbell 1998). Die Form, in die ein Protein sich in
seiner natlrlichen Umgebung faltet, wird als sein nativer Zustand bezeichnet.

Neben den sogenannten einfachen Proteinen gibt es die zusammengesetzten Proteine
oder Proteide. Diese besitzen zusatzlich nicht-proteinische Komponenten wie
Phosphorsaure,  Kohlenhydrate  (Glykoproteine), Fette  (Lipidprotein)  oder
Nucleinséduren (Nucleoprotein). Kasein (Milchprotein) und Phosvitin (Dotterprotein)
zéhlen beispielsweise aufgrund ihres Phosphorséuregehaltes zu den Phosphoproteiden
(Buchholz 2003). Proteine werden aufgrund ihrer rdumlichen Anordnung in faserartige
Skleroproteine (z.B. Kollagen) und globuldre Sphéroproteine (z.B. Ovalbumin)
eingeteilt (Campbell 1998).

2 Der Begriff tierische Leime bezieht sich in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich auf die
kollagenbasierten tierischen Leime und nicht wie ebenfalls haufig gebréuchlich auf alle Bindemittel
aus Tieren oder Tierprodukten (Kasein, Ei).
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Die Anwendung proteinhaltiger Bindemittel an Kunst und Kulturgut ist so vielfaltig wie
ihre  Eigenschaften und reicht von wasserunempfindlichem Kalkkasein in
Wandmalereien bis hin zu wasserempfindlichen Verklebungen mit tierischem Leim
oder Eitempera in der Malerei (Fiedler 2001). Als organische Reste wvon
Verbrauchsgutern sowie in tierischen oder menschlichen Geweben kommen sie an
archaologischen und ethnographischen Objekten vor. Als Beispiele seien hier Kasein
von Milchresten in antiken Keramiken (Craig et al. 2003; Barnard et al. 2007) oder
Blutreste an Steinwerkzeugen oder Knochenfunden (Eisele et al. 1995; Gerlach et al.
1996; Fiedel 1995) erwéhnt. Darliber hinaus finden sie seit jeher grof’e Anwendung in
der Konservierung/Restaurierung als Klebe- und Bindemittel.

Proteinhaltige Bindemittel zeichnen sich durch relativ hohe Klebkraft bei langer
Haltbarkeit, Reversibilitat/Reaktivierbarkeit (tierische Leime), Witterungsbestéandigkeit
(Kalkkaseine) sowie zum Teil gunstiges Viskositat- und Adhé&sionsverhalten aus
(Wehlte 2005). Da es sich um Naturprodukte handelt, war ihre Verfligbarkeit zeit- und
kulturibergreifend in der Regel gesichert. Sie unterliegen, wie alle anderen Bindemittel
auch, physikalisch-chemischen Veranderungen, was ihre urspringlichen Eigenschaften
beeinflusst und u.a. zur Verminderung der Klebkraft und Haltbarkeit oder zur
Veranderung der Loslichkeit fuhren kann (Karpowicz 1981; Schilling & Khanjian
1996a-b; Florian 2007). Bereits wéhrend der Aufbereitung als Bindemittel z.B. durch
Erhitzen, Schlagen oder Zugabe von Sduren oder Laugen werden die Proteine verandert
(denaturiert) (— Kap. 1). Dabei werden intermolekulare Bindungen geldst; es kommt
zur Auflésung der Sekundar- und Tertidrstruktur, ohne dass sich die Reihenfolge der
Aminosauren (Primarstruktur) andert (Buchholz 2003). Als Folge verliert das Protein
seine  native  Konformation; man spricht von  Denaturierung.  Diese
Denaturierungsprozesse konnen reversibel oder irreversibel sein (Campbell 1998). Eine
partielle Denaturierung macht man sich bei der Herstellung und Verarbeitung von
proteinischen Bindemitteln oftmals zu Nutze, um einen festen Ausgangstoff in
kolloidale Lésungen zu bringen (z.B. tierische Leime). Anderungen der Proteinstruktur
sind unvermeidlich und bestimmte  Abbauprozesse kénnen durch
Materialkombinationen, die Anwesenheit von Metallionen, wie sie in Pigmenten
vorkommen, durch  ungiinstige = Umgebungsbedingungen  (Licht,  Waérme,
Luftfeuchtigkeit) oder durch mikrobielle Aktivitat beschleunigt werden (Karpowicz
1981; Schilling & Khanjian 1996a-b; Mills & White 1994).

Die ursprungliche Qualitat und Eigenschaften eines Bindemittels werden primér vom
Ausgangsprodukt und dessen Aufbereitung bestimmt. Selten wird dabei berticksichtigt,
dass sich nicht nur die Lebensbedingungen der Tiere sondern auch die
Produktionsbedingungen (ber die Jahrhunderte geédndert haben. Die Herstellung
tierischer Leime etwa ist heute nur noch ein Nebenprodukt viel groRerer
Industriezweige (Lebensmittel- oder Pharmaindustrie) (Wilde 2006). Diese
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Massenprodukte  konnen  nicht  deklarierungspflichtige  Zusatzstoffe  bzw.
unterschiedliche Anteile an Zusatzstoffen enthalten (Wilde 2006), die zu
Veranderungen der Eigenschaften proteinischer Bindemittel fiihren kénnen. Heute ist es
technisch moglich hochaufgereinigte Proteine mit zuverl&ssiger und reproduzierbarer
Zusammensetzung und  Qualitdt  herzustellen, die auch tierartspezifische
Identifizierungen zulassen; doch unterliegen proteinhaltige Restaurierungsmaterialien
oftmals nicht diesen hohen Standards. Tierische Leime spiegeln die Schwierigkeit der
Qualitatssicherung am besten wieder. Sie werden aus tierischem Gewebe hergestellt,
enthalten verschiedene Proteine (Kollagen, Keratin, Elastin, Albumine und Globuline
und weitere) und koénnen zudem aus einer oder mehreren Tier- oder Gewebearten
stammen (Florian 2007). Derzeit sind asiatische und studamerikanische Lander die
Hauptproduzenten tierischer Leime (Wilde 2006), was die Frage nach der
Vergleichbarkeit der verwendeten Ausgangsstoffe mit denen in Europa oder anderswo
aufwirft. Selbst tierische Leime, die als ,,Hasenleim*“ oder ,,Hausenblasenleim*
gekennzeichnet sind, kénnen Proteine aus verschiedenen Tier- oder Gewebearten
enthalten (Schellmann 2007), weshalb Qualitatssicherung oder auch tierartenspezifische
Untersuchungen eher problematisch sind, ganz gleich ob es sich um historische oder
moderne Leime handelt oder welche Nachweistechnik eingesetzt wird (— Kap. 3.1.3,
— Kap. 5.10.3).

Hihnerei, Kasein, tierischer Leim und Pflanzengummen bilden den Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit. Die Geschichte dieser Bindemittel, ihre vielfaltige Anwendung
sowie ihre Eigenschaften und chemischen Zusammensetzungen sind weitlaufig bekannt
und in der Literatur eingehend beschrieben (u.a. Mills & White 1994; Kiihn 1974, 1988;
Doerner 2011; Wehlte 2009; Florian 2007; Horie 2010; Burley & Vadehra 1989;
Sutermeister & Bruhl 1988; Willers 1980; Greber 2003; Smith & Montgomery 1959;
Nussinovitch 2009). Daher folgt lediglich eine kurze Zusammenfassung zu den
einzelnen Proteinen und Gummen.

3.1.1 Ei (Ovalbumin, Phosvitin)

Eier bestehen neben der Schale aus Eiklar und Eidotter. Diese unterscheiden sich nicht
nur optisch, sondern auch in ihrer Zusammensetzung und ihren Eigenschaften deutlich
voneinander (Phenix 1997).

Das Eiklar ist die schiitzende, gallertartige Flissigkeit um den Dotter. Es besteht
uberwiegend aus Wasser und Proteinen, sowie geringen Mengen an Kohlenhydraten,
Lipiden und Mineralstoffen (Kiihn 1974). Die vorherrschenden Proteine im Eiklar sind
Ovalbumin, Ovotransferrin, Ovomucoid, Ovomucin, Lysozym und Globulin (Burley &
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Vadehra 1989; Stadelman & Cotterill 1995) (Tabelle 1). Eiklar wird aufgrund seiner
weilen Farbe nach dem Kochen oder Schlagen auch als EiweiR bezeichnet. Der Dotter
aufgrund seiner Farbe auch Eigelb genannt, ist ein sehr komplexes, heterogenes
Stoffgemisch und besteht hauptsachlich aus Wasser, Lipiden und Proteinen (Burley &
Vadehra 1989). Die Proteine im Eigelb sind nicht identisch mit denen des Eiklars und
setzen sich primér aus Lipoproteinen, Phosvitin, Lipovitellin und Livetin (a, B, v, 6, und
andere) zusammen (Tabelle 1). Eigelb ist eine natiirliche Wasser-in-Ol-Emulsion
(Doerner 2011). Als Emulgatoren wirken Phospholipide und Lipoproteine. Die gelbe
Eigenfarbe ist auf Carotinoide (Farbstoffe) zuriickzufuhren (Burley & Vadehra 1989).

Tabelle 1: Zusammensetzung von Ei (nach Burley & Vadehra 1989 und Stadelman &
Cotterill 1995)

Gew. % des Gew. % der
Ei Zusammensetzung gesamten Eis Proteine Proteine im Ei
Schale (~11 %) Calciumcarbonat 94-97 Ovalbumin 54
Weitere anorg. Salze 2 Ovotransferrin 12
Org. Substanzen 3 Ovomucoid 11
Eiklar (~57 %) Wasser 88-89 Ovomucin 3.5
Proteine 10-12 Lysozym 3.4
Kohlehydrate 0,5 Globuline 8
Lipide 0,02 Avidin 0,05
Mineralstoffe 0,5 Sonstige ~9
Dotter (~32 %) Wasser 47,5
Lipide 33 Lipoproteine 22
Proteine 17.4 |:J‘> Phosvitin 12
Kohlehydrate 0,2 Lipovitellin 36
Sonstige ~2 Livetin 30

Das Eiklar sollte vor der Verwendung zu Schaum geschlagen werden, damit es vermal-
oder mischbar wird (Fiedler 2001). Als Bindemittel wird idealerweise erst die
abgesetzte Eiklare verwendet. Die Haltbarkeit von frischem Eiklar ist begrenzt.
Anfanglich ist es stark alkalisch (pH 9,5), féllt aber infolge mikrobieller Zersetzung
innerhalb weniger Wochen auf ca. pH 6 (Bartl et al. 2005). Eiklar trocknet unter
Verdunstung von Wasser spannungsreich auf (Doerner 2011). Die getrockneten
Eiklarfilme sind zun&chst noch wasserldslich, werden aber bei der Alterung durch
atmosphérische Einflisse unloslich (Kihn 1988). Sie neigen zum Versproden, weshalb
haufig Zusatze wie Honig, Kandiszucker oder Gummi arabicum zugegeben werden
(Brachert 2001).

Eigelb und Vollei sind mit wassrigen Bindemitteln wie Gummen und tierischen
Leimen, aber auch mit nicht-wéssrigen Bindemitteln wie Olen und Harzen mischbar.
Daher zéhlen sie zu den klassischen Temperabindemitteln (Reinkowski-Hafner 1994).
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Als Malmittel ist Eigelb sehr fett, trocknet zundchst physikalisch durch
Wasserverdunstung auf und hértet bis zur Wasserunldsbarkeit durch chemische
Veranderung aus (Kihn 1988). Der pH Wert von frischem Eigelb liegt bei pH 6 und
steigt nur graduell mit der Zeit auf pH 6,4-6,9 (Stadelman & Cotterill 1995). Eihaltige
Malmittel verderben schnell, weshalb sie haufig mit Alkohol, Knoblauch, Rosenwasser,
Spikdl oder Campher konserviert werden (Brachert 2001).

Das Ei als Bindemittel nimmt einen groRen Stellenwert in der Maltechnik ein,
wohingegen es als Klebstoff eher ungeeignet ist. In der Malerei finden sowohl Eiklar
und Eigelb, als auch das Vollei Verwendung. Neben Gummen, Bienenwachs,
Feigenmilch und tierischen Leimen sind Eizusétze bereits in der antiken Wand- und
Tafelmalerei zu finden (Doerner 2011). Schon Plinius der Altere (1. Jh. n.Chr.)
erwéhnte in seinem naturwissenschaftlichen Werk Naturalis historia (Buch XXXIII,
Kap. 20: 64) Eiklar als Anlegemittel fur Vergoldungen auf Marmor (Kdénig 1989) (—
Kap. 7.6). Cennino Cennini (14/15. Jh) nennt es in seinem Werk Libro dell’ Arte (Kap.
131) als Bindemittel fir Poliment- und Bolusschichten (Verkade 1916). Darlber hinaus
rét er fir Vergoldungen auf Papier Gips und etwas Bleiwei3 mit Eiklar, Kandiszucker
und Wasser zu binden, um dann das Gold aufzulegen (Kap. 157) (Verkade 1916). Als
Bindemittel fir Pigmente insbesondere in der Buchmalerei und zur llluminierung von
mittelalterlichen Handschriften als Goldtinten oder Muschelgold, wird Eiklar unter
anderem bei Cennini (Kap. 10) wund in Theophilus Presbyters (12. Jh.)
Schriftensammlung Schedula diversarum artium (Buch 1, Kap. XXIX) erwéhnt
(Verkade 1916; Brepohl 1999). Eiklar allein als Zwischen- bzw. Abschlussfirnis ist bei
Cennini (Kap. 157) beschrieben (Verkade 1916). Die Anwendung beschréankt sich dabei
nicht nur auf die Buchmalerei, sondern wird gleichfalls fir Holz- und
Leinwandgemalde sowie polychrome Skulpturen aus Holz und Stein genannt (Gurtler
Subal 1993).

Dem Eigelb kommt als naturliche Emulsion eine besondere Bedeutung zu. Heraclius
(12. Jh.) erwéhnt Eigelb lediglich als Bindemittel fiir Auripigment (Buch 3, Kap. XL),
wahrend Theophilus Presbyter es als Bindemittel fur Azur auf trockenen Mauern und
Putz vorschlagt (Buch 1, Kap. XVI) (llg 1873; Brepohl 1999). Die schichtenweise
aufgebaute, oft gestrichelte Maltechnik ist fur die Eitempera charakteristisch und fand
besonders in der fruhitalienischen Tafelmalerei Anwendung. Cennini erwéhnt in vielen
seiner Rezepte Eigelb als Malmittel beispielsweise auch als Universalbindemittel fir die
Wandmalerei (Kap.72) (Verbake 1916). In der Temperamalerei wird Eigelb h&ufig als
Zusatz zur Steigerung des Glanzes durch den Olanteil des Eigelbs, zur Verdickung der
Konsistenz der Farbe oder zur Erhéhung der Geschmeidigkeit von Malgrundierungen
zugegeben. Aufgrund der Eigenfarbe kann das Eigelb sich farbverdndernd auf Pigmente



3 Bindemittel 22

auswirken, aber auch als eigenstdndige Farbe zum Florieren verwendet werden (Bartl et
al. 2005).

Ovalbumin ist das vorherrschende Protein im Eiklar, leicht zu isolieren und daher
bereits eingehend untersucht (Ulrich 1990). Zudem ist es auch in Volleimischungen
anzutreffen. Es ist kein Protein im Eigelb und wurde daher in der vorliegenden Arbeit
als Markerprotein fur den allgemeinen Nachweis von Eiklar ausgewahlt (— Kap.
5.10.1). Ovalbumin ist ein Glykoprotein und setzt sich aus 385 Aminosduren
zusammen. Es hat ein Molekulargewicht von ~44,5 kDa und besteht aus einem
Polypeptid, das Phosphor, Mannose und Glucosamin enthélt (Nisbet et al. 1981;
Huntington & Stein 2001).

Um die Moglichkeit einer Differenzierung von Eiklar und Eigelb zu uberprufen, wurde
ebenfalls ein Markerprotein fir Eigelb ausgewahlt. Dabei musste Livetin
ausgeschlossen werden, da es ahnlich wie Ovotransferrin im Eiklar, mit Proteinen im
Blut kreuzreagiert (Williams 1962). Da Blut als Bindemittel an Kunst und Kulturgut
nicht ausgeschlossen werden kann (Scott et al. 1996), wurde Phosvitin als Marker flr
Eigelb ausgewadhlt. Phosvitin ist ein Glykoprotein und hat eine unverwechselbare
Aminosdaureverteilung, die einen hohen Anteil von Serin aufweist (Phenix 1997).

3.1.2 Milch (Kasein)

Milch besteht aus Wasser, Milchfett, Proteinen, Kohlehydraten und Mineralstoffen,
sowie Vitaminen, Enzymen und verschiedenen anderen stickstoffhaltigen Substanzen
(Baltes 2000). Kasein (vom lat. caesus = Kase) ist das vorherrschende Milchprotein,
weshalb es auch als Markerprotein fur die nachfolgenden immunologischen
Untersuchung gewahlt wurde. Es macht etwa 80 % der Gesamtproteine der Milch aus
(Tabelle 2). Kuhmilch enthdlt ~ 2,8 % Kasein, menschliche Muttermilch ~ 0,4 %, und
Schafmilch ~ 4,6 % (Baltes 2000).

Tabelle 2: Mittlere Zusammensetzung von Kuhmilch (hach Baltes 2000)

Zusammen-
Milch setzung Gew. % Proteine Gew. %
Wasser (87 %)

Trockenmasse (13 %) Milchfett 3-5
Proteine 34 Kasein 76-86
Kohlehydrate 4,8 Molkeneiweil  14-24

Mineralstoffe 1
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Kasein ist ein Phosphoproteingemisch mit einer durchschnittlichen molaren Masse
zwischen 19-25 kDa (Walstra et al. 2006). Der hohe Prolingehalt verhindert den Aufbau
einer komplexen r&umlichen Struktur (Beutel 2000). Kasein liegt in vier
Hauptstrukturvarianten vor, o (sl und s2), p und k-Kasein, die in unterschiedlichen
Anteilen in der Milch enthalten sind. Die Gehalte variieren in Abhdngigkeit der Art des
Milchlieferanten (Ziege, Kuh etc), Herkunft und ortlichen Nahrungsmittelangebotes
(Beutel 2000). Es gibt weitere Unterfraktionen, die aber aufgrund ihres geringen
Gehaltes in der Regel nicht berticksichtigt werden. Die Gewinnung erfolgt aus
Magermilch durch enzymatische oder saure Féllung. Bei der enzymatischen Fallung
erfolgt der Kaseinausfall durch so genannte Labfermente. Durch Sauren (z.B.
Essigsdure, Salzséure) lasst sich Kasein fallen und ist als Milchsdure- oder
Salzsdurekasein im Handel erhéltlich.

Kasein ist wasser- und temperaturunempfindlich, kann jedoch in Wasser gequollen
werden. Um es als Bindemittel nutzen zu kdnnen, muss es mit Alkalien wie Kalk, Borax
(Natriumtetraborat) oder Ammoniak aufgeschlossen werden. Mit Kalk aufgeschlossenes
Kasein, so genanntes Kalkkasein, muss frisch verarbeitet werden. Es trocknet hart,
unelastisch und sehr spannungsreich auf. Im getrockneten Zustand ist es
wasserunempfindlich bis —unléslich. Kaseine, die mit Ammoniak, Borax, Natron- und
Kalilauge aufgeschlossen werden, sind dagegen weniger wasser- und
witterungsbestandig. Die Trocknung kann durch Zugabe von Formaldehyd oder
Glutaraldehyd beschleunigt werden. Gemischt mit trocknenden Olen und Harzen,
trocknen sie spannungsfreier auf und werden wasserunempfindlicher.

Kaseinlésungen lassen sich emulgieren, was nicht nur Einfluss auf den optischen
Eindruck eines Werkes hat, sondern auch auf die Eigenschaften. Die Haltbarkeit von
Kaseinlésungen ist durch mikrobielle Zersetzung begrenzt, so dass ihnen oft
Konservierungsmittel zugesetzt werden.

Werkstoffgeschichtlich ist Kasein bereits seit der Antike als Bindemittel fur
anorganische Pigmente und als Klebstoff bekannt. Als so genannter Ké&seleim findet er
sowohl bei Theophilus Presbyter (12. Jh.) als auch bei Cennini (14/15. Jh.) zum
Verleimen von Holz Erwéhnung (Buch 1, Kap. XVII: Brepohl 1999; Kap. 112: Verkade
1916). Dieser zumeist auf Kalkkaseinbasis hergestellte Kaltleim stellte bis ins 20.
Jahrhundert hinein den einzigen hitze- und wasserbestandigen Holzleim dar (Greber
2003). Heute spielt Kaseleim in der Holzverarbeitung keine Rolle mehr. Aufgrund der
aufwendigen Herstellung und der vergleichsweise unginstigen chemischen und
physikalischen Eigenschaften wurde er durch die Anwendung von synthetischen
Leimen vollig verdrangt.
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Kalkkasein bildet durch seine Wasserunempfindlichkeit und Witterungsbestandigkeit
eines der bedeutendsten Bindemittel fur die Secco-Wandmalerei im Innen- und
Aulenbereich. Kaseinfarben wurden aber auch zum Bemalen von Bauernmdbeln
verwendet und sind heute in Plakafarben zu finden (Kihn 1988). Ende des 19.
Jahrhunderts wird die Herstellung von absolut wasserfestem Kasein entdeckt, welches
durch Einwirkung von Formaldehyd auf bereits aufgeschlossenes Kasein entsteht und
Anfang des 20. Jahrhunderts zur Herstellung von Galalith, einem der ersten Kunststoffe,
genutzt wurde.

3.1.3 Tierische Leime (Kollagen)

Tierische Leime sind Umwandlungsprodukte der im tierischen Bindegewebe
enthaltenen Kollagene (Kihn 1988). Mit ~30 % der Gesamtproteine sind Kollagene die
mengenmallig dominierenden Proteine bei den Sdugetieren und der wichtigste
Bestandteil von Haut, Knochen, Sehnen, Knorpel, Blutgefden und Dentin (Haupt
2000).

Kollagen ist ein Skleroprotein mit hoher Zugfestigkeit und einer durchschnittlichen
Molekiilmasse von ~300 kDa (Horie 2010). Derzeit sind 28 Kollagentypen (I-XXVI1I)
bekannt, die sich in Aufbau und Eigenschaften unterscheiden. Uber 90 % des Kollagens
im menschlichen Koérper entfallen auf den Typ | und kommen vorrangig in Haut,
Knochen und Sehnen vor (Gorgieva & Kokol 2011). Daher wird der Kollagentyp | im
allgemeinen Sprachgebrauch, wie auch hier, mit dem Begriff Kollagen gleichgesetzt
(Wilde 2006) und bildet in der vorliegenden Arbeit das Markerprotein fur die
immunologischen Untersuchungen von tierischen Leimen.

Das Hauptstrukturmerkmal aller Kollagentypen ist die Helixkonfiguration. Kollagen
besteht aus einzelnen, langen Polypeptidketten (a-Ketten), die sich zu einer
linksdrehenden Helix verschrauben (Sekundarstruktur), wovon sich je drei zu einer
rechtgangigen Tripelhelix zusammenlagern (Tertiarstruktur) und durch intramolekulare
Bindungen stabilisiert werden (Haupt 2000). Die Ausbildung der fibrillaren Struktur
erfolgt durch intermolekulare Quervernetzung (Quartérstruktur), wodurch Kollagene
weitestgehend kristallin vorliegen und wasserunléslich sind (Wilde 2006). Mit
zunehmendem Alter der Tiere entstehen immer mehr Querverbindungen, die
Vernetzung der Kollagenmolekiile wéchst und die Quellbarkeit sowie die Loslichkeit
nehmen ab. Kollagen enthdlt einen hohen Anteil an den Aminosauren Glycerin, Prolin
und Hydroxyprolin, was im Wesentlichen zur Stabilisierung der Helixstruktur beitragt
(Wilde 2006). Bei Fischkollagen ist der Prolin und Hydroxyprolingehalt deutlich
geringer und fuhrt daher zu einer niedrigeren Denaturierungs- und
Gelbildungstemperatur (Haupt 2005).
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Bei der Leimherstellung wird das wasserunlésliche Kollagen aus dem tierischen
Gewebe durch partielle Hydrolyse in eine wasserlosliche Form Uberflhrt, die in der
alteren Literatur als Glutin bezeichnet wird (Haupt 2000). Tierische Leime kommen in
fester Form (Tafeln, Gries, Graupen, Pulver, ganze getrocknete Schwimmblasen) in den
Handel und missen vor dem Gebrauch mit Wasser quellen und in Abhangigkeit vom
Ausgangsprodukt auf max. 60 °C erwarmt werden (Coerdt 2007). Sie missen warm
verarbeitet werden, weshalb sie als Warmleime bezeichnet werden. Dem gegentber
stehen die sogenannten Kaltleime auf Kollagenbasis, die durch chemische Veranderung
der Molekdlstruktur unter Zugabe von Salzen oder Sauren bei Raumtemperatur fllssig
sind wie beispielsweise der kaltflissige Fischleim (Coerdt 2007). Sie bieten den Vorteil
einer langeren offenen Verarbeitungszeit, spielen werkstoffgeschichtlich aber keine
Rolle. lhre Zusdtze und chemische Zusammensetzung sind oft unzureichend
bekannt/deklariert (Schellmann 2007).

Die historische Leimherstellung, wie sie beispielsweise bei Duhamel de Monceau
(1772) beschrieben ist, fand in Leimsiedereien statt. Zunachst wurden die leimgebenden
Rohmaterialien in Wasser gereinigt und eingeweicht. Es folgte die Ascherung zur
Entfettung und Enthaarung durch langere Behandlung der Rohmaterialien mit
Kalkmilch. Erst dann wurde der Leim ausgekocht. AbschlieRend wurde die Leimbrihe
geklart und der Leim getrocknet (— Anhang B1.3). Knochen mussten erst mit Sdure
zersetzt und unter Dampfdruck gekocht werden. Das war technisch und im
nennenswerten Umfang erst nach der Industrialisierung im 19. Jahrhundert mdglich.
Vor dieser Zeit wurden ausschlielich Haut-, Pergament-, Fisch- und Storleime
verwendet, auch wenn vereinzelt die Beimischungen von zerstoRenem Hirschhorn, eine
Art Vorstufe zur Herstellung von Knochenleim, Erwéhnung fand (Willers 1980).

Je nach Ausgangsmaterial und Aufbereitungsart haben tierische Leime ein
charakteristisches Aussehen und unterschiedliche Klebeféhigkeit (Doerner 2011).
Knochenleime sind aufgrund der extremen Extraktionsbedingungen viel stérker
denaturiert als die Hautleime (Wilde 2006). Sie sind hart, sprode, wasserarm und in der
Regel sehr dunkel. Haut- und Lederleime sind oft heller, eher zéhelastisch und
wasserhaltig. Fischblasenleime wie der Storleim sind sehr elastisch, besitzen eine gute
Klebkraft und sind weillich transparent (Schellmann 2007). Fischleim aus
Fischabfallen ist dagegen weniger elastisch, gelblich und von minderer Qualitat
(Doerner 2011; Bartl et al. 2005). Gelatine kam im 19. Jahrhundert auf und bezeichnet
einen besonders reinen, schonend gewonnen und weniger denaturierten Leim (Haupt
2000). Sie ist anndhernd farblos (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Handelsibliche Leimbezeichnungen und ihre Ausgangsmaterialien (nach
Wilde 2006)

Leimbezeichnung Ausgangsmaterial

Knochenleim Hauptséchlich frische Knochen; seit BSE Krise 2000/2001 in
Europa Uberwiegend Schwein

Haut- und Lederleim | Frische Haut- und Lederabfélle, Uberwiegend Rind und
Kleintiere

Pergamentleim Getrocknete, ungegerbte Tierhaut, Uberwiegend Schaf, Kalb
und Ziege

Hasenleim Abfalle von Kaninchen/Hasen und anderen Kleintieren

Gelatine Tierisches Gewebe, Knochen und Haute, berwiegend
Schwein und Rind, aber auch Fisch

Storleim/ Schwimmblasen von Fischen aus der Familie der Store

Hausenblasenleim (Hausen, Sterlet, Sibirischer Stor etc), aber auch andere Fische
moglich

Fischleim Fischgraten und -abfélle, Uberwiegend Kabeljau/Dorsch,
Seelachs und Schellfisch

Wie aus der Tabelle 3 hervorgeht, folgen die Leimbezeichnungen nicht immer streng
den Ausgangsmaterialien, weshalb sie eher als Qualitdtsmerkmal zu verstehen sind.
Schon friher wurde die Qualitat eines Leimes, soweit sein Ausgangsmaterial nicht
bekannt war, durch rein optische Gesichtspunkte gemessen. Je heller der Leim, desto
hochwertiger wurde er gehandelt (Willers 1980). Andere Leimbezeichnungen kdnnen
nach Verwendungszweck (Tischlerleim, Vergolderleim), Handelsform (Tafeln, Gries,
Pulver) oder Herkunft (Kdlner Leim, Russischer Leim) erfolgen. Heute ist die
gelaufigste Bezeichnung oft eine Kombination aus den verwendeten Rohstoffen und der
Handelsform, wie z.B. Hasenleim in Griesform oder Knochenleim in Perlen.

Allgemeine Eigenschaften von tierischen Leimen sind die Wasserloslichkeit und die
damit verbundene Reversibilitdt bzw. Reaktivierung. Sie sind in kaltem Wasser
quellbar, aber erst bei Warmezufuhr kolloidal 16slich. Wird eine bestimmte Temperatur
uberschritten, werden die enthaltenen Proteine weiter hydrolysiert/denaturiert, wodurch
die Klebkraft des Leimes abnimmt (Bartl et al. 2005; Schellmann 2007). Tierische
Leime sind leicht verderblich, kénnen aber durch Zugabe von Konservierungsmittel wie
Salicylsaure haltbarer gemacht werden (Doerner 2011). Beim Abkuhlen der Leimldsung
bildet sich eine Gallerte. Das Trocknen erfolgt durch Verdunstung des Wassers beim
Abkuhlen. Die Aushdrtung kann mit erheblichen Schrumpfprozessen verbunden sein.
Leimldsungen trocknen daher unter Spannung auf (Doerner 2011). Sie sind weder
feuchtigkeits- noch warmebestdndig und sind von Bakterien und Schimmelpilzen
abbaubar. Wegen ihrer Hygroskopizitdt konnen tierische Leime quellen und
schrumpfen, was aber zur Verminderung der Elastizitét fihrt (Doerner 2011)
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Tierische Leime sind schon seit dem Altertum bekannt. Agyptische Wandmalereien und
Grabbeigaben liefern Zeugnisse fir den Gebrauch (Greber 2003). Die frihsten
quelleschriftlich belegbaren Anweisungen (ber die Verwendung von tierischem Leim
als Bindemittel finden sich bei Vitruv (~ 25 v. Chr.) und Plinius, dem Alteren (1. Jh. n
Chr.), die RuBschwarz mit Leim fur Wandmalereien nennen (Kap. X: Prestel 1912;
Buch XXXV, Kap. 25: Konig 1978). Im Mittelalter entstanden dann begunstigt durch
das Aufkommen der Klosterschulen zahlreiche Lehrbicher und Quellenschriften mit
unzéhligen Rezepturen fir die Anwendung von tierischen Leimen. Sie eignen sich nicht
nur als Klebstoff fur Holz, Glas, Stein und Metall, sondern auch als Bindemittel ftr
Farbmittel und werden quellenschriftlich insbesondere als Anlegemittel und im
Zusammenhang mit Vergoldungen erwéhnt (Willers 1980). Als Klebstoff werden sie
unter anderem fir Verleimungen von Mobeln und Holzbildtragern, Furnieren und
Einlegearbeiten (— Kap. 7.1), aber auch zum Vorleimen und Doublieren von
Leimwénden verwendet (Stratmann-Déhler 1986). Anwendung finden sie auch als
Isolierschicht (Leimldsche) auf Holz (— Kap. 7.2), Leinwand, Putz oder Papier (Willers
1980). Als Bindemittel sind sie von grofler Bedeutung fur Grundierungen mit Kreide
und Gips von Holz- und Leinwandbildern sowie gefassten Skulpturen (— Kap. 7.4-7.5),
in der Buchmalerei, Malerei auf Stoff und flr Wandfarben in Innenrdumen (Kihn 1988,
Doerner 2011). Eine eher untergeordnete Rolle spielen Leime aufgrund ihrer
Hygroskopizitit als Uberziige, Firnisse oder Fixative (— Kap. 7.7). Auch heute noch
finden sie vielféaltigen Einsatz in der Restaurierung zur Verleimung oder Festigung.

Je nach Verwendungszweck wurden dem Leim verschiedene Zusatze wie Knoblauch,
Salz, Wermut, Brandwein, Essig, Feigensaft, Milch, Honig, Gummen, Starke, Terpentin
bis hin zu Glasstaub zugegeben (Willers 1980).

Fur eine detaillierte und ausfiihrliche Beschreibung der geschichtlichen Verwendung
tierischer Leime sei an dieser Stelle auf die Arbeiten von Willers (1980) und Habel-
Schablitzky (1992) verwiesen.

3.1.4 Pflanzengummen (Glykoproteine)

Pflanzengummen werden die harzhaltigen, jedoch im Unterschied zu den Harzen
wasserldslichen oder —quellbaren Pflanzenexsudate genannt, die aus bestimmten
Bdumen und Stréduchern als natirlicher Wundverschluss bei Verletzung austreten
(Doerner 2011). Nach dem Erstarren kdnnen sie als Tropfen oder groRere Stiicke vom
Stamm abgeerntet werden. Sie gehoren zu der Gruppe der Kohlehydrate (Saccharide),
wéhrend die Harze hauptsdchlich aus Di-, Tri- und hoéheren Polyterpenen bestehen
(Doerner 2011).
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Pflanzengummen sind Polysaccharide mit sehr komplexer Chemie und Struktur, die bis
heute noch nicht vollstdndig aufgeklart ist (Twilley 1984; Stephen et al 1990; Newman
& Serpico 2000; Showalter 2001; Dror et al. 2006; Belitz et al 2009). Sie bestehen in
der Regel aus einer Reihe von Zuckern (z.B. Arabinose, Galactose, Mannose), die Uber
glykosidische Bindungen verbunden sind. Die meisten Pflanzengummen besitzen
schwankende, geringe Anteile an Proteinen (Verbeken et al. 2003). Diese sind oft an
einen oder mehrere Zucker kovalent gebunden und werden daher als Glykoproteine
bezeichnet.

Fur die vorliegende Arbeit von Bedeutung sind die Arabinogalactan-Proteine (AGPS)
(— 5.10.4). Das sind pflanzliche Glykoproteine (friher Proteoglykane), wobei der
Polysaccharidanteil mindestens 90 % ausmacht und der Proteinanteil mit 1-10 %
wesentlich kleiner ist (Thude 2005). Der Kohlenhydratanteil besteht vor allem aus
Galactose und Arabinose sowie aus geringen Mengen an Galacturonsdure, Rhamnose
und Xylose. Ihr Vorkommen in der Pflanzenwelt ist ubiquitar und man hat sie schon in
vielen hoheren und niederen Pflanzen gefunden (Thude 2005). AGPs sind
Hauptkomponenten von Gummen (z. B. Gummi arabicum), aber auch anderen Exkreten
(Akiyama et al. 1984; Gleeson et al. 1989). Die Funktionen von AGPs in der Pflanze
sind noch nicht ganz aufgeklart, dennoch gibt es Hinweise auf die Beteiligung von
AGPs am Wachstum und an der Differenzierung von Zellen (Yates et al. 1996;
Showalter 2001).

Gummen bilden mit Wasser viskose und kolloide Ldsungen. Sie trocknen durch
Verdunstung des Wassers und bleiben auch im gealterten Zustand wasserldslich (Kihn
1988). lhre Klebkraft variiert je nach Herkunft deutlich. Eine detaillierte Beschreibung
aller fur die Restaurierung relevanter Gummen ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit
nicht moéglich. Gummi arabicum, Tragant und Kirschgummi gehdéren wohl zu den
bekanntesten Vertretern, aber auch Ghatti Gummi soll hier Erwahnung finden.

Gummi arabicum wird aus den getrockneten Exsudaten afrikanischer und indischer
Akazienarten (Acacia sp.) gewonnen. Die Gattung Acacia ist die zweitgrote innerhalb
der Familie der Leguminosae und besteht aus mehr als 900 Arten (Verbeken et al.
2003). Besonders hochwertige Formen sollen von den Bdumen Acacia senegal, Acacia
arabica und Acacia seyal stammen. Chemisch ist Gummi arabicum eine Mischung aus
Calcium-, Magnesium- und Kaliumsalzen der Arabinsdure, eines hochverzweigten
leicht sauren Polysaccharids (Anderson & Morrison 1989). Es besteht aus Arabinose,
Galactose, Rhamnose, und Glucuronsédure (Verbeken et al. 2003). Gummi arabicum ist
farblos bis gelblich-braun. Die Stucke sind matt, sprode und geruchlos (Wehlte 2009).
Es lost sich in Wasser vollstandig zu einer klaren, z&hen, klebrigen und schwach sauer
reagierenden Flussigkeit, wahrend es in Alkohol unléslich ist (Doerner 2011).
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Tragant oder auch Traganth ist ein stark verzweigtes, heterogenes Polysaccharid und
wird aus verschiedenen Gewéchsen der Gattung Astragalus sp. gewonnen (Verbeken et
al. 2003). Diese kommen weltweit in tropischen Regionen vor und bestehen aus ~2000
Arten, die in mehr als 100 Untergruppen unterteilt werden (Anderson & Grant 1988).
Tragant 16st sich in Wasser nur wenig, quillt aber zu einer schleimigen Masse und
eignet sich daher als Verdickungsmittel (Doerner 2011). Es besteht aus einer Mischung
von ~ 40 % wasserldslichem Tragathin und ~ 60 % wasserunldslicher Traganthinsaure
(Bassorin) (Verbeken et al. 2003). Die Polysaccharidketten enthalten Arabinose,
Galactose, Fucose, Xylose, Rhamnose und Galacturonsaure.

Kirschgummi  wird aus Exsudaten von einheimischen und ausléandischen
Steinobstbaumen (Kirsche, Pflaume, Mandel) gewonnen. Es besteht aus wasserloslichen
und wasserquellbaren Bestandteile, weshalb es sich nicht riickstandlos auflost (Polleyn
1909). Es ist hoher viskos als Gummi arabicum, weshalb es in geringerer Konzentration
angesetzt wird.

Ghatti Gummi oder auch indisches Gummi wird aus dem wasserldslichen Exsudat der
Rinde des in Indien und Sri Lanka vorkommenden Baumes Anogeissus latifolia
gewonnen. Es kommt als leicht saures Calcium- und Magnesiumsalz der Arabinséure
vor und kann die Viskositat einer wassrigen Losung exponentiell erhéhen und zudem
als natrlicher Puffer fungieren (Klausmeyer 2009a). Ghatti Gummi ist ein verzweigtes
Polysaccharid aus Arabinose, Galactose, Mannose, Xylose und Glucuronséaure (Elias
2009).

Pflanzengummen trocknen teilweise sprode auf. Zur Erhéhung der Geschmeidigkeit
und Vermeidung der Versprodung wurden den Gummen haufig hygroskopische Zusétze
wie Honig, Zucker oder Kandis zugesetzt (Teumer 1993). Dadurch wurde auch eine zu
rasche Trocknung verhindert. Die Wasserloslichkeit wurde durch Zusatz von Alaun
und/oder Eiklar vermindert (Teumer 1993).

Pflanzengummen werden hauptsachlich als Bindemittel fiur Aquarellfarben und
Pastellstifte oder als Zusatz fir Malfarben (z.B. Leimtemperafarben) verwendet
(Doerner 2011). Sie wurden von verschiedenen Kulturen als Einbalsamierungsmittel
verwendet und konnen auch als Verdicker fir 6¢lige Emulsionen verwendet werden
(Kiihn 1988). Sie dienten als Bindemittel fur Tinten, Gold- und Silbertuschen sowie als
Anlegemittel fur Vergoldungen. Darliber hinaus wurden sie zum Anreiben von
Pigmenten verwendet (Straub 1988).
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4  Einfihrung in die Immunologie

4.1 Immunologische Grundlagen

Immunologie st die Wissenschaft des korpereigenen Abwehrsystems gegen
Krankheitserreger (Bakterien, Viren und Pilzen) und Fremdstoffe (Toxine,
Umweltgifte). Das Immunsystem kann dabei zwischen korpereigenen” und
korperfremden® Substanzen unterscheiden und letztere bekdmpfen (Campbell 1998).
Wird eine Substanz vom Immunsystem als fremd erkannt, bildet es Antikorper (Ak), die
an das fremde Molekul, auch Antigen (antibody-generator: Ag) genannt, binden und
einen Antigen-Antikorper-Komplex bilden. Diese Reaktion bezeichnet man als
Immunantwort. Die Aufgabe von Antikorpern besteht also in der Bindung und
Markierung von Antigenen und in der Vermittlung dieser Bindungen an weitere
Komponenten des Immunsystems, die dann die Zerstérung der Pathogene bewirkt
(Lange 2002). Ein gesundes Immunsystem kann keine AntikOrper gegen korpereigene
Stoffe bilden.

4.2 Antigene

Als Antigen werden alle Substanzen, die vom Immunsystem als fremd erkannt werden,
bezeichnet. Sie konnen also eine Immunantwort auslésen und damit immunogen
wirken; jedoch ist nicht jedes Antigen auch immunogen. Entscheidend fir die
Immunogenitat sind vor allem die Molekilgroie, Korperfremdheit und chemische
Struktur. Makromolekile wie Proteine oder komplexe Polysaccharide beispielsweise
sind vor allem aufgrund ihrer GréRRe sehr gute Immunogene (> 5000 Da), wohingegen
kleine Molekule (Vitamine, Lipide oder Aminosauren) (< 5000 Da) keine
Immunantwort hervorrufen (Deshpande 1996). Bindet man sie aber vor der
Immunisierung kovalent an ein Trégerprotein, kénnen auch Antikdrper gegen ein
solches Konjugat gebildet werden (Luttmann et al. 2009).

Antikorper sind nicht gegen das ganze Antigen gerichtet, sondern erkennen und
reagieren nur mit Teilbereichen der Oberflache, den sogenannten antigenen
Determinanten (Epitopen) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Antikorper-Antigen Wechselwirkung (nach Campbell 1998)
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Die Bindung beruht auf Wasserstoffbriickenbindungen, lonenbindungen, hydrophoben
Wechselwirkungen sowie van der Waal’schen Kréften (Luttmann et al. 2009). Epitope
haben die Grolie von 5-8 Aminosauren und kdnnen sequenziell, konformationsbedingt
und verborgen sein oder auch nach enzymatischer Spaltung neu auftreten (Lottspeich &
Engels 2006). Die meisten Antigene konnen daher je nach Grofle und Struktur viele
verschiedene Epitope aufweisen (Abbildung 2).

Abbildung 2: sequenzielle, konformationsbedingte, verborgene und nach
enzymatischer Spaltung neu entstandene Epitope (nach Lottspeich & Engels 2006)
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Jedes dieser Epitope kann die Bildung verschiedener Antikorper induzieren, die sich
beziglich ihrer Struktur, aber auch ihrer Affinitdt zum Antigen unterscheiden. Es ist
mdoglich, dass zwei verschiedene Antigene ein identisches Epitop aufweisen. In diesem
Fall bindet ein Antikorper, der gegen dieses Epitop gerichtet ist, an beide Antigene.
Dieser Antikorper ist nicht weniger spezifisch; er ist lediglich epitop-, aber nicht
antigen- oder artenspezifisch (Schutt & Broker 2006; Deshpande 1996). Das fuhrt je
nach Fragestellung zu falsch-positiven Ergebnissen und wird als Kreuzreaktivitét
bezeichnet.

4.3 Antikorper

Antikorper sind 16sliche Glykoproteine aus der Familie der Immunglobine (1g). Die
Grundstruktur aller Antikdrper besteht aus vier Polypeptidketten, die in einer Ypsilon-
ahnlichen Struktur angeordnet sind (Abbildung 3). Nach ihrer molekularen Masse
unterscheiden sie sich in je zwei identische schwere (H) und leichte Ketten (L), die tber
Disufidbriicken verbunden sind (Harlow & Lane 1999). Jede schwere Kette hat vier
konsekutive Regionen, die so genannten Doménen: drei konstante (C) und eine variable
(V). Die leichten Ketten besitzen jeweils eine konstante und eine variable Region. Die
variablen Regionen einer leichten wund einer schweren Kette bilden die
Antigenbindungsstelle (Paratop) und werden als Fab Fragment (fragment antigen
binding region) bezeichnet. Der konstante Fc (fragment constant) Teil bestimmt die
Antikorperklasse. In der Familie der Immunglobuline gibt es finf Klassen (IgA, IgG,
IgM, IgD und IgE) sowie im Fall von 1gG und IgA weitere Unterklassen (IgG1-4 und
IgAl1-2), die sich im konstanten Teil der schweren Ketten unterscheiden und
unterschiedliche Funktionen aufweisen (Harlow & Lane 1999). IgG ist das
vorherrschende Serumimmunglobulin und findet daher oft Anwendung in der
Immunologie (Schitt & Broker 2006).
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Abbildung 3: Struktur eines Antikorpers (vereinfacht)
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4.4 Antikorperherstellung

Die klassische Herstellung spezifischer Antikorper beruht auf der Immunisierung von
Saugetieren (z.B. Kaninchen, Ratten, Mause, Ziegen) mit einem Antigen. Einige
Wochen nach der Immunisierung sind die Antigen spezifischen Antikdrper im
Blutserum des Tieres zu finden. Die so gewonnenen Antiseren enthalten immer ein
Gemisch von Antikorpern verschiedener Bindungsaffinititen. Man spricht von
polyklonalen Antikorpern, da sie verschiedene Epitope eines Antigens erkennen.
Grundsétzlich ist jede normale Immunantwort polyklonal. Sie verlauft stets willkirlich
und daher ist die Herstellung von identischen Chargen polyklonaler Antikorper
problematisch (Luttmann et al. 2009). Im Gegensatz dazu stehen die monoklonalen
Antikorper, deren Herstellung technisch weitaus aufwendiger und teurer ist. Nach der
Immunisierung des Versuchstieres werden Antikorper produzierende Zellen aus der
Milz isoliert, fusioniert, selektiert, geklont und in Zellkultur aufbewahrt (Hybridom
Technik nach Milstein und Kohler, 1975) (Deshpande 1996). Die geklonte Zelllinie
liefert dann identische, monoklonale Antikoérper mit gewilinschter Spezifitat, die
prinzipiell in unbegrenzter Menge reproduziert werden kénnen. Beide Antikorpertypen
haben Vor- und Nachteile, die u.a. bei Deshpande (1996), Harlow & Lane (1999) oder
Luttmann et al. (2009) detailiert beschrieben sind. Monoklonale Antikorper sind hoch
spezifisch und ermdéglichen in manchen Féllen auch eine Identifizierung der Spezies des
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gesuchten Proteins. Ist durch Degradation oder mikrobiellen Abbau das spezifische
Epitop beschadigt oder verloren gegangen, bleibt eine Reaktion aus, was zu
Fehlinterpretationen der Ergebnisse fiihrt. In Abhangigkeit vom gewahlten Zielmolekul
konnen monoklonale Antikorper aber auch Spezies unabhdngig binden, d.h. zum
Beispiel an ein charakteristisches Epitop, das typisch flir mehrere Antigene ist (— Kap.
5.10.4).

Polyklonale Antikorper haben den Vorteil, dass sie eine hdhere Bandbreite an
Strukturen abdecken, da sie verschiedene Epitope eines Antigens erkennen. Das
erscheint insbesondere bei Proben von Kunstobjekten sinnvoll, da Art, Herkunft und der
Abbauzustand der Proteine unbekannt sind. Grundlegende Nachteile polyklonaler
Antikorper sind allerdings die mangelnde Spezifitit und das erhéhte Risiko von
Kreuzreaktionen (Luttmann et al. 2009). Daher sind Spezifitatstests im Vorfeld der
Methodenentwicklung fiir beide Antikorpertypen unabdingbar (— Kap. 5.10).

Mittlerweile sind mehrere tausend Antikérper (mono- und polyklonal) von hunderten
von Anbietern gegen die unterschiedlichsten Antigene und in verschiedenen Tierarten
produziert, kommerziell erhdltlich. Sie finden hauptsédchlich Anwendung in der
Medizin, Agrar- oder Lebensmittelindustrie, sind aber auch fir den Einsatz in der
Restaurierung denkbar. So sind bereits Antikorper, die Milchprodukte (Kasein), Eiklar
(Ovalbumin), tierische Leime (Kollagen), Pflanzengummen (Polysaccharide) oder Blut
(Ferritin) nachweisen auf dem Markt verfligbar. Dartiber hinaus gibt es aber auch die
Maoglichkeit Antikorper herstellen zu lassen, die individuell auf die Bedirfnisse und
Fragestellungen zugeschnitten sind (engl. custom-made; dt. Auftragsimmunisierung),
wie im Falle des in dieser Arbeit eingesetzten Storkollagenantikdrper (Schultz 2006).
Solche Spezialanfertigungen sind kostspielig und das verwendete Material muss
moglichst rein, immunogen und injizierbar sein.

4.5 Immunoassays (IA) und Assaykonzepte

Antigen-Antikdrper Bindungen sind nicht unmittelbar sichtbar oder messbar. Zur
Detektion der Antigen-Antikorper-Komplexe konnen die Antikdrper mit Markern
versehen werden. Diese Bindung erfolgt in der Regel kovalent, um ein moglichst
stabiles Marker-Antikérper Konjugat zu erhalten. Immunologische Verfahren werde
h&ufig nach Art ihrer Antikérper Markierung (radioaktive Isotope, Enzyme,
Fluoreszenzfarbstoffe oder Goldpartikel) unterschieden (Luttmann et al. 2009). Diese
bestimmen nicht nur die Art der Detektion, sondern geben dem jeweiligen Verfahren
auch die Bezeichnung (RIA, ELISA, IF).
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In der immunchemischen Analytik haben sich im Laufe der Entwicklung einige
Methoden besonders bewéhrt und durchgesetzt. Zur Konzentrationsbestimmung werden
in der Klinischen Medizin und Forschung bevorzugt Immunoassays verwendet
(Luttmann et al. 2009). Sie zeichnen sich vor allem durch ihre Empfindlichkeit und
Spezifitat, aber auch durch ihre einfache Probenaufbereitung, hohen Probendurchlauf
(Automatisierung maglich), einfache Auswertung, kurze Testzeit und relativ niedrigen
Kosten aus. Daher werden sie haufig als bevorzugte Screening-Methoden eingesetzt. In
niedrigen Konzentrationsbereichen haben sich aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit
vor allem der Radioimmunoassay (RIA) und der Enzymimmunoassay (ELISA)
durchgesetzt. Trotz der hoheren Empfindlichkeit (Antigenkonzentrationen bis 0,5
pg/ml; Lottspeich & Engels 2006) wird der RIA aufgrund der Nachteile, die sich im
Umgang mit radioaktivem Material ergeben, heute wenn mdglich durch
enzymgekoppelte  Farbreaktionen oder Fluoreszenznachweise, die in der
Empfindlichkeit dem RIA nahe kommen, ersetzt. Die Empfindlichkeit ist aber letztlich
abhangig von der Affinitat der Antikorper zum jeweiligen Antigen, Art der Markierung,
sowie dem gewahlten Assaykonzept, so dass die theoretischen Werte, die in der
Literatur angegeben sind, praktisch nie erreicht werden (— Kap. 5) (Luttman et al.
2009).

Immunoassays werde nach folgenden Kiriterien eingeteilt: nicht-kompetitiv und
kompetitiv, homogen und heterogen, direkt und indirekt (Luttmann et al. 2009;
Deshpande 1996; Crowther 2001). Bei nicht-kompetitiven Verfahren liegt der
Antikorper im Uberschuss vor. Beim kompetitiven Verfahren hingegen besteht eine
Konkurrenz zwischen markierten und nicht markierten Antigenmolekilen um die
limitierten Antikorperbindungsstellen. Homogene Verfahren finden vollstdndig in
Losung statt, wohingegen heterogene Verfahren an einer Festphase erfolgen, an die eine
der Komponenten immobilisiert wird. Das hat den Vorteil einer einfachen Trennung
von gebundenen und ungebundenen Molekilen und ist daher trotz des langeren
Zeitaufwands haufiger anzutreffen (Lange 2002). Antikorper, die an Epitope des
gesuchten Antigens binden, werden als Primarantikorper bezeichnet. Bei der direkten
Methode ist dieser markiert und dient zum Nachweis und der Sichtbarmachung des
Antigens. Beim indirekten Verfahren wird ein unmarkierter Primarantikrper durch
einen gegen ihn gerichteten zweiten markierten Antikérper (Sekundarantikérper)
nachgewiesen (Crowther 2001). Folglich dient der Primarantikorper als Antigen fur den
Sekundérantikdrper (Nachweis von Antikorpern). Die meisten Sekundérantikorper sind
polyklonal; daher kann mehr als ein Sekundarantikorper an die verschiedenen Epitope
der Fc Region des Primérantikorpers binden (Abbildung 4). Somit steigt auch der
gebundene Enzymgehalt, der zum Farbumschlag fihrt, und es kommt zu einer
Signalverstarkung um etwa das 20-100fache (Lottspeich & Engels 2006). Eine
Sonderform ist das Sandwich Verfahren. Dabei wird das gesuchte Antigen zwischen
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zwel verschiedenen unmarkierten Primé&rantikorpern (Fanger- und
Detektionsantikorper) gebunden und mit einem markierten Sekundarantikdrper gegen
den Detektionsantikdrper nachweisbar gemacht (Luttmann et al. 2009). Nutzlich ist die
Sandwichmethode insbesondere, wenn die Konzentration des Antigens gering ist oder
eine hohe Konzentration anderer Antigene eine Probe verschmutzt. Von Nachteil ist der
hohere Zeit- und Kostenaufwand (Abbildung 4).

Abbildung 4: verschiedene heterogene Verfahren (Auswahl)
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Der Sekundarantikdrper entsteht durch Immunisierung einer zweiten Tierart (z.B. goat)
mit dem Primdrantikorper (z.B. rabbit 1gG). Das ist notwendig, da der Wirt im
Normalfall fir den Primdrantikdrper keine Antikdrper gegen Immunsystem eigene
Molekile herstellen kann (Madgigan et al. 2001). Sekundéarantikdrper sind gegen die
konstanten Regionen der Primérantikorper gerichtet (z.B. goat-anti-rabbit Fc) und
charakteristisch fur die Tierart, die sie hergestellt hat (Abbildung 5). Da der
Sekundarantikorper mit jedem Antikorper reagiert, der durch Immunisierung der
gleichen Tierart (z.B. rabbit) hergestellt wurde, ist er vielseitig einsetzbar und das
unabhangig von der Spezifitdt des Primarantikorpers. Der Einsatz weiterer Antikorper
(Terti&rantikdrper) zur Signalverstarkung ist moéglich, aber erhdht das Risiko von
Kreuzreaktivititen und hat sich in der Praxis nicht durchgesetzt.
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Abbildung 5: Herstellung von Primér- und Sekundérantikdrpern durch Immunisierung
von Wirbeltieren
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Die Zusammensetzung der Proben von Kunstwerken ist in der Regel unbekannt. Daher
bieten sich Screening-Methoden, also die Mdglichkeit innerhalb eines Versuchs auf
verschiedene Proteine zu testen, an. Immunoassays haben einen hohen Probendurchlauf
und erfullen diese Voraussetzung. Die Anwendung eines kompetitiven Verfahrens ist
zwar denkbar, aber auch kostenintensiv, da fir jedes gesuchte Protein, ausreichend
markiertes  Antigen zur Verfligung stehen muss. Aufgrund komplexer
Materialmischungen eignet sich die Anwendung eines heterogenen Verfahrens, da
automatisch eine Aufreinigung der Probe durch die Trennung von gebundenen und
ungebundenen Molekulen vorgenommen wird. Der Bindemittelanteil in den Proben ist
oft sehr gering, zudem ist die Probenmenge limitiert, so dass Signalverstarkungen
winschenswert sind, weshalb sich die nicht-kompetitiven, heterogenen indirekten
Verfahren zur Untersuchung von Proteinen und Gummen an Proben von Kunstobjekten
anbieten (Schultz 2006).
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Il Experimenteller Teil

Im experimentellen Teil wird im Wesentlichen die quantitative Technik des Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA) eingesetzt. Sie basiert auf der Anwendung
enzymmarkierter Antikorper. Der Nachweis der Bindemittel erfolgt (ber eine
enzymatische Farbreaktion, die nach dem Lambert-Beerschen Gesetz mit einem
Photometer gemessen wird. Eine tatsdchliche Quantifizierung der im Test enthaltenen
Bindemittelkonzentration kann aufgrund der vielféltigen Einflussfaktoren bei Proben
von Kunstobjekten (siehe spéater) nicht erfolgen (— Kap. 5-6). Das Nachweisverfahren
liefert eine Aussage ber das jeweils im einzelnen Testansatz enthaltene Bindemittel.
Eine Lokalisierung innerhalb des Schichtenaufbaus ist nicht moglich. Es sei denn, die
Schichten kénnen im Vorfeld getrennt und einzeln parallel zueinander im gleichen
Analysedurchgang untersucht werden (— Kap. 7). Eine schichtbezogene Analyse wére
mit der Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM) mdglich und wird abschliefend an
wenigen Proben beschrieben (— Kap. 8). Hier erfolgt die Visualisierung am
eingebetteten Probenanschliff Uber fluoreszenzmarkierte AntikOrper unter der
Betrachtung im Mikroskop. Es muss darauf hingewiesen werden, dass mit
immunologischen Verfahren nur die Bindemittel nachgewiesen werden kénnen, gegen
die im Test Antikdrper eingesetzt wurden.

Alle verwendeten Materialien und Geréte sind mit Bezugsquellen im — Anhang A
aufgefiihrt.
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5 Entwicklung einer ELISA Methode zum Nachweis
von Proteinen und Gummen

Der ELISA ist ein mehrstufiges System, indem jeder Schritt, jedes eingesetzte Material
und jede Chemikalie die nachfolgende Durchfiihrung beeinflussen kann. Fir jegliche
Anderung in der Durchfiihrung muss daher die Auswirkung auf das gesamte System
uberprift werden. Der Vorteil der ELISA Methode ist, dass die Durchfiihrung
(Protokoll) auf die jeweilige Fragestellung zugeschnitten werden kann. Aktuelle ELISA
Methoden aus der klinischen Medizin berucksichtigen die Herausforderungen, die
Proben von Kunstobjekten darstellen, nicht. Es sind hier vor allem die geringen
Probenmengen, die relativ groRen Mengen anorganischer Zusatze/Verunreinigungen
(z.B. Pigmente) und inshesondere die hohe Wahrscheinlichkeit der Materialdegradation
zu nennen. Es ist daher unrealistisch zu erwarten, dass eine ELISA Methode fir die
Erkennung von kanzerogenen Markern ebenfalls optimale Ergebnisse fir den Nachweis
von proteinhaltigen Bindemitteln in Jahrhunderte alten Kunstwerken erbringt.

Die entscheidenden Schritte bei einer ELISA Methode sind primédr die
Probenextraktion, die Wahl der Mikrotiterplatte, das Beschicken der Platte (coaten), das
Blocken der freien Bindungsstellen, die Inkubationsbedingungen und vor allem die
Spezifitat der eingesetzten Antikdrper. Die Entwicklung optimaler Bedingungen flr
eine  ELISA Methode erfordert daher umfangreiche Testungen flr jedes
nachzuweisende Antigen. Ziel ist es dabei im vorliegenden Fall aber nicht, fir jedes
einzelne Antigen, die bestmdglichen Versuchsparameter und hdchstmogliche
Nachweisempfindlichkeiten zu bestimmen, sondern zugunsten einer Screening-Methode
ein breites Spektrum an Proteinen und Gummen innerhalb einer Probe zu erfassen.

Das ideale Probenaufbereitungs- und Ablaufschema fur das ELISA Testverfahren
wurde zunéchst an reinen Bindemitteln (Antigenen) entwickelt. Die Evaluierung einiger
Parameter erfolgte nur flr die drei wesentlichen Proteinen Ovalbumin, Kasein und
Kollagen. Als Positivkontrollen und zur vergleichbaren Bewertung der
Versuchsparameter wurden definierte Antigene angesetzt, die im Folgenden als
»Standardantigene” bezeichnet werden (— Anhang A2). Fur Dbestimmte
Untersuchungen war es erforderlich, neben kommerziellen Produkten, die
nachzuweisenden Bindemittel selber herzustellen, um Verunreinigungen oder
Mischungen auszuschlielen (— Anhang B1-2). Die so entwickelte ELISA Methode
wurde fir Probekorper definierter Zusammensetzungen eingesetzt und auf die
Anwendbarkeit (Mdglichkeiten und Grenzen) an Probenmaterial Gberprift (— Kap. 6).
AbschlieBend konnte reales Probenmaterial unbekannter Zusammensetzung untersucht
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und unter Einbeziehung der zuvor gewonnenen Ergebnisse bewertet werden (— Kap.
7).

5.1 Prinzip: indirekter ELISA

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist aktuell wohl einer der
gebréuchlichsten quantitativen Immunoassays und basiert auf dem Einsatz
enzymmarkierter Antikorper.

Jeder ELISA beruht auf drei chemisch-physikalische Prozessen: (1) Adsorption von
Antigen oder Antikorper an eine Festphase, (2) spezifische Bindung von Antigen und
Antikorpern und (3) eine enzymatische Nachweisreaktion durch Umsetzung eines
Substrates.

Vereinfacht dargestellt, basiert der indirekte ELISA auf der Immobilisierung einer
unbekannten Menge Antigen an eine feste Phase. Als feste Phase haben sich
Mikrotiterplatten im 96-Well Format aus Polystyrol (PS) oder Polyvinylchlorid (PVC)
weitgehend durchgesetzt (Luttmann et al. 2009; Deshpande 1996). Eine antigenhaltige
Losung wird in die Vertiefungen (Wells) einer Mikrotiterplatte eingefillt, was als
Beschicken oder Coaten bezeichnet wird. Die Adsorption der Antigene an die
Plastikoberflache der Platte ist ein rein physikalischer Vorgang und beruht
hauptséchlich auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Antigenen und der
unpolaren Plastikoberflache. Nicht gebundene Antigene werden nach einer
Inkubationszeit durch mehrfaches Waschen mit antigenfreien Pufferlésungen aus den
Wells entfernt. Nicht immer sind alle freien Bindungsstellen in den Wells nach der
Inkubation mit dem Antigen belegt. Griinde dafiir kénnen Auswaschungen wahrend der
Waschvorgange oder eine geringe Antigenkonzentration sein. Um eine unspezifische
Adsorption der Antikdrper (proteinische Makromolekiile) an diese freien
Bindungsstellen zu unterbinden und falsch-positiv Ergebnisse zu vermeiden, missen
alle freien Stellen mit einem Blockpuffer belegt werden, was als Blocken bezeichnet
wird. Nach dem Auswerfen des Blockpuffers erfolgt die Zugabe und Bindung des
spezifischen Antikorpers (Primérantikdrper) an das immobilisierte Antigen in der
Mikrotiterplatte. Ungebundene Antikorper werden nach der Inkubationszeit durch
mehrfaches Waschen entfernt. Bei Anwesenheit des gesuchten Antigens bleibt ein
Antigen-Antikorper-Komplex in den Wells zuriick. Die Bindung des Priméarantikorpers
an das Antigen ist ein VVorgang, der nicht direkt sichtbar oder messbar ist. Es folgt die
Zugabe des Sekundarantikorpers, der mit hoher Affinitdt und Spezifitdt an den
Primérantikorper bindet und chemisch mit einem aktiven Enzym (z.B. Meerrettich
Peroxidase (HRP oder nur PO) oder Alkalische Phosphatase (AP)) markiert ist.
Wahrend der Inkubationsphase bindet der enzymmarkierte Sekundérantikérper an den
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nicht-markierten Primdrantikdrper. Durch letztmaliges Waschen der Platte wird
uberschissiger enzymmarkierter Sekundarantikérper entfernt. Es folgt die Zugabe eines
chromogenen Substrats (z.B. 2,2°-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonat (ABTS)
oder para-Nitrophenylphosphat (pNPP)), das vom Enzym in ein farbiges
Reaktionsprodukt umgewandelt wird (Abbildung 6-7). Die Enzymreaktion wird durch
Zugabe einer entsprechenden Stopplosung (z.B. 0,05 % Natriumazidlésung oder 3 M
Natriumhydroxidlésung) beendet. Anschlieend erfolgt die Messung der optischen
Dichte (OD) (Extinktion) des bis zu diesem Zeitpunkt gebildeten farbigen
Reaktionsproduktes bei entsprechender Wellenldnge im Photometer. Die Farbintensitat
ist proportional zu der Konzentration des gesuchten Antigens.

Abbildung 6: Prinzip des indirekten ELISA
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Ein positiver Nachweis von Antigenen mittels indirekten ELISA ist aber nur dann
moglich, wenn (1) die Probe (iberhaupt Antigene enthélt, (2) die Antigene erfolgreich
extrahiert worden sind und nicht unterhalb der Nachweisgrenze liegen, und (3) die fir
das jeweilige Antigen spezifischen Antikérper verwendet wurden. Bei Abwesenheit des
gesuchten Antigens bindet der spezifische Primérantikorper nicht und somit auch nicht
der enzymmarkierte Sekundarantikorper. Durch Fehlen des Enzyms kann das zugesetzte
Substrat nicht umgesetzt werden; die Wells bleiben farblos. Zudem kann nur das
Antigen nachgewiesen werden, nach dem im Assay durch Zugabe des spezifischen
Priméarantikdrpers gesucht wird. Alle ELISA Versuche miissen von Kontrollen begleitet
werden, um die Zuverlassigkeit der Assays (Funktionstichtigkeit aller Reagenzien,
unspezifische Bindungen, Pipettierfehler etc) zu sichern und die Interpretation der
Ergebnisse zu unterstiitzen. Positivkontrollen mussen bei Anwesenheit aller
Komponenten des ELISA (Antigen, Primar-, Sekundarantikrper und Substrat) eine
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deutliche Farbreaktion aufzeigen. Wohingegen es beim Weglassen einer der
Komponenten zu keinen erkennbaren Farbreaktionen (= unspezifische Bindungen) in
den Wells kommen darf, um so falsch-positiv Ergebnisse ausschlieen zu kdnnen. Erst
diese Kontrollen machen es maglich, eine Farbreaktion in den Wells mit den Proben als
zweifelsfreien Nachweis fir das gesuchte Antigen zu bewerten (Abbildung 7).

Abbildung 7: Beispiel fur die Detektion von Ovalbumin und Kasein mit dem HRP/
ABTS Detektionssystem (links) und die Detektion von Kollagen mit dem AP/pNPP
Detektionssystem (rechts) auf MaxiSorp™ (NUNC #439454) Mikrotiterplatten. a.)
Jeweils eine unbekannte Probe/Platte wurde in drei Wiederholungen mit je 4
Verdunnungsstufen (links nach rechts), sowie Positiv- und Negativkontrollen belegt und
auf Ovalbumin, Kasein und Kollagen untersucht. b.) Positivkontrollen = positiv;
Negativkontrollen = negativ (keine Farbe). Eindeutige Identifizierung von Ovalbumin
und Kasein (links) und Kollagen (rechts).
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5.2 Ausgangssituation und Durchfihrung

Den Ausgangspunkt bildete die nicht-kompetitive indirekte ELISA Methode zum
Nachweis von Bakterien auf Wandgemaldeproben nach Rolfes (1991), die durch
Schultz (2006) bereits auf ihre grundsétzliche Anwendbarkeit zum Nachweis von
Ovalbumin, Kasein und Storkollagen an Probekdrpern und vereinzelt an Proben von
Kunstobjekten erfolgreich Gberprift wurde. Ziel der vorliegenden Arbeit ist die
Optimierung dieses ELISA Systems im Hinblick auf das Extraktionsverfahren, Art der
Mikrotiterplatte und des Blockpuffers, Inkubationstemperatur und -dauer sowie die
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Ausweitung des Verfahrens auf anderen relevante proteinhaltige Bindemittel. Tabelle 4
stellt das ELISA Protokoll von 2006 vor (Spalte 2). Die im folgenden Kapitel
evaluierten Schritte und Materialien sind in Spalte 3 aufgelistet. Die optimierte und
erweiterte ELISA Methode ist in Spalte 4 aufgefuhrt und unter — Kap. 5.12
abschlieRend zusammengefasst.

Zum allgemeinen Versuchsaufbau: Jede Mikrotiterplatte wurde, wie bereits
beschrieben, mit Positiv- und Negativkontrollen versehen. Die restlichen Wells der
Mikrotiterplatten wurden mit den Proben oder Standardantigenen in unterschiedlichen
Verdunnungsstufen beschickt. Die Wahl der Verdiinnungsstufen ist immer abhéngig
von der Probengrofe, -zusammensetzung und Alter der Kunstobjekte. Fir
unpigmentierte, reine  Bindemittel  bieten  sich  niedriger  konzentrierte
Verdlinnungsstufen (1:10-1:100.000) an, wahrend bei pigmentierten Proben hoher
konzentrierte Stufen (1:2-1:100) geeigneter sind. In der vorliegenden Arbeit wurden in
der Regel 3-4 Verdinnungsstufen in mindestens 2 Parallelen (2 Wells/Stufe) getestet.
Die Messergebnisse wurden gemittelt, Standardabweichung berechnet und tabellarisch
oder als Balkendiagramm dargestellt.

Da das untersuchte Probenmaterial zumeist pigmentiert und eine vollstandige
Extraktion der nachzuweisenden Substanzen unwahrscheinlich ist (— Kap. 5.4), werden
grundsatzlich der Probenansatz (w/v) und die gewahlten Verdiinnungsstufen angegeben.
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Tabelle 4: Tabellarische Ubersicht zu den einzelnen ELISA Schritten, der ELISA
Methode von Schultz 2006, die evaluierte Versuchsparameter im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sowie die erweiterte, optimierte ELISA Methode.

Getestete Versuchsparameter Optimierte ELISA Methode

Puffer: CP, PBS, Tris-HCL, CP, 16 Std. bei 37°C
Dauer:30min, 1Std.,5 Std., 24Std.,72Std.

Temp.: RT, 37°C, Ultraschallbad

| | l

Erstellen von Verdiinnungsstufen im jeweiligen Extraktionspuffer

Platten: PVC (BD #353912), PS (Nunc PVC Mikrotiterplatte,
#260836), MaxiSorp PS (Nunc #260836) 16 Std. bei 4°C
Dauer: 16 Std.

Temp.: bei 4°C und 37°C

l | l

Auswerfen der Antigensuspension und 3x Waschen mit 150ul PBS/Well

Puffer: 1% und 5% BSA/PBS, 5% NCS/PBS,
5% NCS/PBS, SEA Block®, 60 min. bei RT
ELISA Blocker ®, Superblock®

f

Auswerfen des Blockpuffers

Inkubation: 1 Std. bei RT, 16 Std. bei 4°C AntikSrper in 5% NCS/PBS,
16 Std. bei 4°C

Auswerfen der Antikorpersuspension und 4x Waschen mit 150 ¢ 1 Waschpuffer I (0,05% Tween 20/PBS) /Well

Antikorper in 5% NCS/PBS , Antikorper in 5% NCS/PBS ,
90 min. bei 37°C 90 min. bei 37°C

! !

Auswerfen der Antikorpersuspension
4x Waschen mit 150ul Waschpuffer I1 (0,005% Tween 20/PBS) /Well, 1x Waschen mit 150ul PBS/Well

ABTS® in 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer (pH 4,9) + 0,003 % H,0,, 10 min. bei RT

0,05% NaN3/0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer

Messung der optischen Dichte OD bei 414 nm
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5.3 Bestimmung der geeigneten Antikorperverdinnung

Vor der Anwendung jeder immunologischen Technik muss die optimale
Arbeitsverdinnung der Antikorper anhand der Titerbestimmung ermittelt werden. Der
Titer ist eine MaRangabe fiir Verdinnungen von Antikdrpern, die gerade noch eine
positive Antigen-Antikorper-Reaktion ergeben. Die geeigneten Arbeitsverdinnungen
werden oft schon vom Hersteller fir die gdngigen Verfahren angegeben. Diese beziehen
sich in der Regel auf die Detektion von ungealterten, nativen Proteinen bei
medizinischen oder biochemischen Fragestellungen. Fir den Einsatz an gealterten
Proben von Kunstwerken, die zudem oft in einer komplexen Matrix eingebunden sind,
sind sie daher zu uberprifen und gegebenenfalls anzupassen.

Zur Erfassung der Arbeitsverdinnung wurden die Standardantigene Ovalbumin,
Phosvitin, Kasein, Gelatine, Leim aus Forellenabféllen, Storleim, Ghatti Gummi und
Tragant in 1 mg/ ml Carbonatpuffer angesetzt (— Anhang A2), stufenweise verdiinnt
und Mikrotiterplatten damit beschickt. Es folgte die Zugabe von ebenfalls stufenweise
verdunnten Antikorperlésungen bis zum Ausbleiben einer positiven Reaktion, die
mittels ELISA 0berpriift wurde. Die Arbeitsverdinnung wurde dann zwei bis drei
Verdunnungsstufen niedriger eingestellt (Friemel 1984). Die Arbeitsverdinnung
folgender PrimérantikOrper wurde bestimmt: anti-Ovalbumin (Chemicon/Millipore
#AB1225), anti-Phosvitin (Santa Cruz Biotechnology #SC-46681), anti-Kasein (ICL
#RCAS-10A), anti-Kollagen (Abcam #ab34710), anti-Fischkollagen (Biodesign,
#T89171R), anti-Storkollagen (Biotrend AIS2006), anti-Arabinogalactan-Proteine
(CCRC #JIM13, #MAC207) und anti-Tragant (CCRC #MAC265). Die Bestimmung der
Arbeitsverdinnung der Sekundarantikorper spielt eher eine untergeordnete Rolle, da in
der Regel eine einheitliche Arbeitsverdinnung fir alle korrespondieren
Primérantikorpern  gesucht  wird. Die Feineinstellung erfolgt (ber die
Arbeitsverdinnung der Primarantikorper. Folgende Sekundarantikérper mit einer
Meerrettich Peroxidase Markierung kamen zum Einsatz: goat-anti-rabbit (GARb/PO),
goat-anti-rat (GARt/PO), goat-anti-mouse (GAMs/PO) (Southern Biotech #4050-05,
#3050-05 und #1031-05). Weitere Information zu allen Antikorpern sind im — Kap.
5.10 sowie im — Anhang Al aufgefiihrt.

Die getesteten Antikorperverdiinnungen orientierten sich  zumeist an den
Herstellerempfehlungen und die Durchfiihrung erfolgte wie in Tabelle 4 unter — Kap.
5.2 beschrieben. Die Ergebnisse sind in den Tabellen 5-6 aufgelistet.
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Tabelle 5: Empfohlene, getestete und verwendete Primarantikrperverdinnungen

Primar- Empfohlene Getestete Verwendete

antikorper Verdinnung Verdinnungen Verdinnung
(Hersteller)

Ovalbumin 1:10.000 — 1:500, 1:1000, 1:5000, 1:1000

(#AB1225) 1:50.000 1:10.000

Phosvitin 1:50 — 1:500 1:50, 1:100, 1:500, 1:1000, | 1:100

(#SC-46681) 1:5000, 1:10.000

Kasein 1:5000 1:500, 1:1000, 1:5000, 1:1000

(#RCAS-10A) 1:10.000

Kollagen 1:4000 —1:8000 | 1:100, 1:500, 1:1000, 1:500

(#ab34710) 1:5000, 1:10.000

Fischkollagen 1: 10 - 1:200 1:200, 1:500 1:200

(#T89171R)

Storkollagen - 1:10, 1:100, 1:200, 1:500, 1:500

(AlS2006) 1:1000, 1:2000

Arabinogalactan- | 1:1 —1:10 1:10, 1:100 1:10

Proteine

(#JIM13)

Arabinogalactan- | 1:1 - 1:10 1:10, 1:100 1:10

Proteine

(#MAC207)

Tragant 1:1-1:10 1:10, 1:100 1:10

(#MAC265)

Tabelle 6: Empfohlene, getestete und verwendete Sekundérantikorperverdiinnungen

Sekundar- Empfohlene Getestete Verwendete

antikorper Verdinnung Verdinnung Verdinnung
(Hersteller)

GARDb/PO, 1:4000 — 1:8000 1:300, 1:500, 1:600  1:500

(#4050-05)

GARTt/PO, 1:4000 — 1:8000 1:500, 1:1000 1:1000

(#3050-05)

GAMs/PO, 1:4000 — 1:8000 1:500, 1:1000 1:500

(#1031-05)

Die Arbeitsverdinnungen der Priméarantikorper sind: 1:1000 fur anti-Ovalbumin
(#AB1225) und anti-Kasein (#RCAS-10A), 1:500 fir anti-Kollagen (#ab34710) und
anti-Storkollagen (AlIS2006), 1:200 fur anti-Fischkollagen (#T89171R), 1:100 fir anti-
Phosvitin (#SC-46681), 1:10 flr anti-Arabinogalactan-Proteine (#JIM13, #MAC207)
sowie anti-Tragant (#MAC265). Die Arbeitsverdinnungen fur die jeweiligen
Sekundérantikdrper sind: 1:500 fur GARb/PO (#4050-05) und GAMSs/PO (#1031-05),
1:1000 fir GARt/PO (#3050-05). Die Arbeitsverdiinnungen beziehen sich nur fur die in
der Arbeit eingesetzten Antikoérper sowie das verwendete ELISA System. Allerdings
gilt zu beachten, dass insbesondere bei polyklonalen Antikérpern mit
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chargenabhéngigen Schwankungen zu rechnen ist und sich daher gegebenenfalls auch
die Arbeitsverdiinnungen &ndern. Bei Erhalt einer neuen Antikorpercharge ist die
Arbeitsverdinnung anhand des jeweiligen Standardantigens mittels ELISA zu
kontrollieren.

5.4 Extraktion

Der erste Schritt flir einen erfolgreichen Nachweis von proteinhaltigen Bindemitteln
mittels ELISA ist die Extraktion der Zielmolekiile aus der Probe, um sie fur die
Adsorption an die Festphase und in der Folge fur die Bindung der Antikorper
zugéanglich zu machen. Idealerweise sollten Extraktionspuffer die Loslichkeit von
Proteinen und ihr Herausldsen aus der anorganischen Matrix (z.B. Pigmente) fordern,
ohne dabei Protein zu verlieren. Dariber hinaus ist es wichtig, eine minimale
Extraktionsdauer und ideale Extraktionsbedingungen zu etablieren, um Proteinverluste
durch Prézipitation und moglichen Abbau in Folge mikrobieller Kontamination zu
vermeiden und einen effizienten Arbeitsablauf im Labor zu gewahrleisten, ohne dabei
die Nachweisempfindlichkeit zu verringern.

Die Loslichkeit von Proteinen ist u.a. abhéngig von der Art des Proteins, Alter,
Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration (lonenstarke) und Polaritat des Losungsmittels
(Florian 2007; Schafer 2013). Warmezufuhr, extreme pH-Werte, Ultraschalleinwirkung
sowie die Zugabe von organischen Ldsemitteln, Komplexbildnern oder Detergenzien
konnen zu teilweise reversiblen, aber auch irreversiblen Verénderungen der
Proteinstruktur (vor allem Sekundér- und Tertidrstruktur) fihren (Buchholz 2003). Die
native Konformation geht dabei verloren und es kommt zur Denaturierung des Proteins.
Denaturierte Proteine haben die Tendenz sich aneinanderzulagern, was die Loslichkeit
verschlechtert. Auf die Anwesenheit von Metall-lonen, wie sie beispielsweise in einigen
Pigmenten vorkommen, reagieren die Proteine ebenfalls empfindlich (Schilling &
Khanjian 1996a-b; Khandekar & Phenix 2000).

Crowther (2001) gibt an, dass eine leichte, partielle Denaturierung bestimmter Proteine
zu einer starkeren Bindung an die Mikrotiterplatte fihren kann. Normalerweise sind die
hydrophoben Reste eines Proteins nach innen gerichtet und die hydrophilen Reste nach
aullen orientiert. Eine partielle Denaturierung fihrt zu einer Veranderung der
Proteinstruktur (Entfaltung), macht die hydrophoben Reste zuganglich und erhoht deren
Adsorption an die Wells einer Mikrotiterplatte (Klausmeyer 2009a). Das kann durch die
Behandlung der Proteine mit niedrigen pH-Wert oder milden Detergenzien erreicht
werden (Crowther 2001). Chaotrope Substanzen wie Harnstoff, Guanidinhydrochlorid
oder Thiocyanate werden ebenfalls eingesetzt, um diese Denaturierung der Proteine zu
bewirken (Klausmeyer 2009a).
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Verschiedene wéssrige Extraktionspuffer wurden an pigmentierten und unpigmentierten
Probekorpern getestet. Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, pH 7,4), Carbonatpuffer
(CP, pH 9,6) und Tris-Hydrochloridpuffer (Tris-HCL, pH 7,4) wurden verwendet, um
Proteine aus einer Vielzahl an Proben zu extrahieren. PBS und CP unterscheiden sich
hauptséchlich in Bezug auf ihren pH-Wert und sind zwei typische Extraktions- und
Coatingpuffer fur ELISA Anwendungen (Luttmann et al. 2009). Heginbotham et al.
(2006) empfehlen Tris-HCL mit Zuséatzen von EDTA, Harnstoff und SDS, da dieser
durch die partielle Denaturierung der Proteine, das Herauslosen aus der Matrix
verbessert. Die Zugabe eines Chelatbildners (EDTA) soll helfen Metall-lonen von
Pigmenten zu binden, damit sie nicht weiter mit den Proteinen wechselwirken und/oder
das Detektionssystem des ELISA storend beeinflussen. Um einer Proteinfallung
vorzubeugen, versetzen die Autoren die in Tris-HCL extrahierten Proben mit dem
doppelten Volumen an Natriumhydrogencarbonat-Puffer (pH 9,2), bevor weitere
Verdunnungsstufen mit diesem Puffer erstellt werden.?

Die Extraktionsversuche wurden Uber eine unterschiedliche Dauer (30 Min., 1 Std., 5
Std., 24 Std. und 72 Std.) und bei unterschiedlichen Temperaturen (RT oder ~ 37 °C)
sowie im Ultraschallbehandlung durchgefuhrt. Nicht geléste Stoffe wurden
anschlieBend fur 10 Min. bei 18890 RZB abzentrifugiert und der proteinhaltige
Uberstand zur Weiterverarbeitung abgenommen. Die Effizienz der Extraktion wurde
uber Proteinbestimmung ermittelt und mittels ELISA stichprobenartig Gberprft.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der BCA (bicinchoninic acid) Protein
Assay der Firma Pierce (Rockfort, USA) verwendet. Dieser Test ermdglicht einen
photometrischen, quantitativen Nachweis, basierend auf der Reduktion von Cu?* zu Cu*
durch Proteine in alkalischem Medium (Biuret-Reaktion), wobei die reduzierten
Kupferionen mit Bicinchoninsdure einen violetten Farbkomplex bilden. Das
Absorptionsmaximum dieses Komplexes liegt bei 562 nm und ist proportional zur
Proteinkonzentration der Probe. Mittels einer Kalibrationsreine aus BSA-LOsungen
bekannter Konzentrationen kann die Proteinkonzentration einer Probe bestimmt werden.
Im Gegensatz zur Proteinbestimmung nach Lowry (Lottspeich & Engels 2006) ist der
BCA kompatibel mit den meisten ionischen und nicht ionischen Detergenzien (z.B.
SDS bis zu 5 %) und zudem schneller. Die Intensitat der Farbstoffbildung héngt dabei
von der Temperatur ab, so dass der BCA-Assay fir eine gewinschte Sensitivitat Gber
die Temperatur gesteuert werden kann (enhanced protocol). Der BCA Protein Assay
Kit wurde entsprechend der Herstellervorgaben durchgefiihrt (— Anhang D1). Die
BSA-Standardreihen mit einem Konzentrationsbereich von 25-2000 pg/ ml bzw. 5-250
pg/ml (enhanced protocol) wurden in dem jeweiligen Extraktionspuffer angesetzt. Die

® Wenn nicht anders angegeben, beinhaltet die Abkiirzung Tris-HCL stets die Zugabe von
Natriumhydrogencarbonatpuffer
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Proben wurden je nach Art, pigmentiert oder unpigmentiert, zwischen 1-10 mg/ ml in
dem jeweiligen Extraktionspuffern angesetzt und vor Assaybeginn in unterschiedliche
Verdlnnungsstufen vorverdinnt, da unterschiedlich hohe Proteinkonzentrationen
erwartet wurden. Jeweils 25 pl der Proben und der geméaR BCA Protokoll erstellten
BSA Standards wurden mit 200 pl Working Reagent (Pierce Losungen A + B,
Mischungsverhaltnis 50:1) in die Mikrotiterplatten pipettiert. Nach einer Inkubationszeit
von 30 Min. bei 37 °C bzw. 30 Min. bei 60 °C (enhanced protocol) wurde die
Extinktion im Photometer bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentration mit Hilfe
der BSA-Standardkurve errechnet.

Diagramm 1 zeigt, die Extraktion mit Tris-HCL am Beispiel von Proben einer
Kreidegrundierung (#PT1: Kreide/tierischer Leim) (— Anhang B2.1). Die hdchste
Proteinausbeute wurde durchweg bei der Extraktion bei 37 °C erzielt. Die Bestimmung
der Proteinkonzentration macht deutlich, dass eine Extraktionsdauer von mindestens 5
Stunden bei 37 °C die Extraktionsausbeute im Vergleich zu 30 Minuten annahernd
verdoppelt. Die Verlangerung der Extraktionsdauer uber 5 Stunden hinaus oder eine
Ultraschallbehandlung fuhrten dagegen zu keiner signifikanten Erh6hung der
Proteinausbeute.
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Diagramm 1: Beurteilung der Extraktionsdauer und —bedingung durch Bestimmung der
Proteinkonzentration (BCA enhanced protocol) am Beispiel einer Kreidegrundierung
(#PT1, Kreide/tierischer Leim) extrahiert mit Tris-HCL. Probenansatz (w/v) jeweils 10
mg/ ml, dargestellt Verdiinnung 1:2. (n = 3).
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Extraktionsdauer und -bedingung

In einem weiteren Versuch wurden jeweils die reinen Bindemittel Kasein (Sigma
#C3400), getrocknetes Borax-Kasein und Vollei (— Anhang B1.5), Hasenleim (Kremer
#63025), Gelatine (Sigma #G2500), Storleim (Zuchtfarm 1, Fulda) und Karpfenleim (—
Anhang B1.3) jeweils in den drei unterschiedlichen Extraktionspuffer fir 5 Stunden bei
37 °C extrahiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels BCA, die
Ergebnisse sind in Diagramm 2 dargestellt. Es gibt kaum statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Extraktionspuffern. Tendenziell ist aber
festzustellen, dass die Proteinausbeute mit Tris-HCL minimal hoher ist als mit
Carbonatpuffer oder PBS. Auffallig ist die generell niedrige Proteinausbeute bei Kasein
(Sigma #C3400), was darin begriindet liegt, dass Kasein in Wasser lediglich quellbar
ist. Erst durch den Aufschluss mit Alkalien wie beispielsweise Borax wird es
wasserloslich(er), was auch die héhere Proteinausbeute dieser Proben bestatigt (— Kap.
3.1.2, — Kap. 5.10.2).
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Diagramm 2: Proteinbestimmung mittels BCA an reinen Bindemitteln. Extraktion mit
drei verschiedenen Extraktionspuffern Tris-HCL, CP und PBS fiir 5 Stunden bei 37 °C.
Probenansatz im jeweiligen Extraktionspuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte Verdinnung
1:1 (n=3).
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Abschlieend erfolgten Versuche mit den drei Extraktionspuffern an pigmentierten
Proben. Proben von vier verschiedenen Aufstrichpraparaten (#1 Boraxkasein/Griine
Erde, #2 Vollei/frz. Ocker, #3 tierischer Leim/Kreide und #4 tierischer Leim/rote Erde)
wurden genommen, zermahlen und auf jeweils drei Proben gleicher Menge aufgeteilt
(— Anhang B1.5). Diese wurden dann jeweils in den drei Extraktionspuffern fiir 5
Stunden bei 37 °C extrahiert. Nach dem Abzentrifugieren der Feststoffe (Pigmente)
erfolgte die Proteinbestimmung des Uberstandes mittels BCA. Diagramm 3 zeigt die
Ergebnisse der Proteinbestimmung. Die Unterschiede zwischen den drei
Extraktionspuffern im Vergleich zu den unpigmentierten Proben in Diagramm 2 sind
deutlicher. Tris-HCL zeigte in allen Proben die hdchsten Proteinausbeuten, gefolgt von
CP. PBS unterscheidet sich aber nur geringfugig von der Extraktion mit CP.
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Diagramm 3: Proteinbestimmung mittels BCA an pigmentierten Proben. Extraktion
mit drei verschiedenen Extraktionspuffern Tris-HCL, CP und PBS fiir 5 Stunden bei 37
°C. Probenansatz im jeweiligen Extraktionspuffer (w/v) 10 mg/ ml, dargestellte
Verdinnung 1:1. (n = 3).

1000

200

800

700

600
B Tris-HCL

mCP
PBS

500

400

Proteinkonzin pg/ml

300

200

100

#1 Boraxkasein/ #2 Vollei/Frz. #3 tierischer #4 tierischer
griine Erde Ocker Leim/Kreide  Leim/roteErde

Extraktionspuffer und pigmentiertes Bindemittel

Grundsatzlich haben die drei vorangegangenen Versuche gezeigt, dass eine vollstandige
Extraktion der Proteine auf wassriger Basis nicht mdglich ist, sondern im Gegenteil, die
Proteinausbeute am Beispiel der ungealterten, reinen Bindemitteln teilweise unter 50 %,
bei unbehandeltem Kasein sogar unter 20 % liegt (vgl. Diagramm 2). Alternativ ist eine
Extraktion mit Losemitteln denkbar, doch erhoht sich dadurch das Risiko des
Proteinverlustes durch Degradation und Prézipitation, weshalb in der vorliegenden
Arbeit davon abgesehen wurde.

Bei der Extraktion mit Tris-HCL fiel bei den spater folgenden ELISA Versuchen an
Proben mit bekannter Zusammensetzung immer wieder auf, dass die hochkonzentrierten
Verdunnungsstufen fur jedes Protein im ELISA niedrigere oder gar Kkeine
Extinktionswerte aufzeigten, wahrend niedriger konzentrierte Verdunnungsstufen
eindeutig, teilweise sogar hohe, positive Werte ergaben (Diagramm 4-5). Dieses
Phédnomen wurde in der Vergangenheit auch in anderen Arbeitsgruppen beobachtet,
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aber nicht weiter diskutiert (mundl. Kommunikation Joy Mazurek, Getty Conservation
Institute und Dr. Crtomir Tavzes, Institute of Wood Science and Technology).

Der Extraktionspuffer Tris-HCL enthalt neben EDTA und Harnstoff auch 1 % SDS.
Dieses anionische Tensid soll helfen, wasserunldsliche Proteinfraktionen in Losung zu
bringen (Lechtzier et al. 2002). Dabei werden aber auch nichtkovalente Bindungen der
Proteine unterbrochen und so deren Quartdr- und Tertiarstruktur zerstort
(Denaturierung), was u.a. zur Folge haben kann, dass die Epitope fur die
Antikdrperbindung verloren gehen. Lechtzier et al. (2002) berichteten, dass die Zugabe
von 2 % SDS zu einem ELISA System zur kompletten Hemmung des ELISA fuhrt und
dass schon eine Anwesenheit von mehr als 0,02 % SDS in der Ldsung schadliche
Auswirkungen auf die Wiederfindungsrate im ELISA haben kann. Die Autoren fuigen
an, dass dieser Effekt auf die Denaturierung der Proteine durch SDS zurlckzufihren ist,
aber durch Verdiinnung der Losung bis auf eine SDS-Konzentration von weniger als
0,02 % partiell riickgangig (Renaturierung) gemacht werden kann. Zur Uberpriifung
dieser Aussage wurden mehrschichtigen Probekorper mit bekannter Zusammensetzung
(Probetafel #PT5: Mischung aus Kreide/tierscher Leim, Griine Erde/Kasein und frz.
Ocker/Vollei; — Anhang B2.1) in Tris-HCL sowohl mit als auch ohne SDS fir 16
Stunden bei RT extrahiert. Die Probe wurde vorher zerrieben und gleichmaRig auf die
Extraktionspuffer verteilt. Nach der Extraktion und Entfernung ungeldster Feststoffe
(Zentrifugation) wurden Verdiinnungsstufen mit dem Uberstand erstellt und im ELISA
auf Ovalbumin, Kasein und Kollagen getestet. Die ELISA Durchfuhrung erfolgte wie in
Tabelle 4 unter — Kap. 5.2 beschrieben und die Ergebnisse sind in Diagramm 4
dargestellt. Die Extraktion mit SDS zeigt hier einen positiven Nachweis der gesuchten
Proteine erst ab der dritten Verdlnnungsstufe, was zum einen bestatigt, dass in den
ersten beiden Verdinnungsstufen die SDS Konzentration zu hoch ist und zum anderen,
dass durch eine Weiterverdinnung die Konzentration der freien SDS Molekile
verringert wird und dadurch eine partielle Renaturierung der Proteine maglich ist. Dabei
scheinen sich auch teilweise die fir die Antikorper notwendigen Epitope
zuruickzubilden, so dass sie wieder an das Protein binden konnen. Ob dartber hinaus,
die Adsorption der durch SDS veranderten Proteine an die Plastikoberflache der Wells
beeinflusst wird, wurde nicht weiter untersucht. Die Extraktion ohne SDS hingegen
zeigt, dass alle vier Verdunnungsstufen entsprechend ihrer Proteinkonzentration von der
ersten bis zur vierten Stufe abnehmen und bestétigt somit die hemmende Wirkung von 1
% SDS auf das ELISA Verfahren.
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Diagramm 4: Der Einfluss von SDS im Extraktionspuffer auf das ELISA Ergebnis am
Beispiel von Tris-HCL mit und ohne 1 % SDS. Probekérper: PT#5 (Probetafel)
Mischung aus Kreide/Leim, Griine Erde/Kasein und frz. Ocker/Vollei), Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 150 pg/ 500 ul. (n = 2).
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Die Hemmung durch SDS st ebenfalls von der Konzentration des Proteins im
Allgemeinen abhangig. Je mehr Protein in der Probe, desto mehr SDS konnte ohne
schadigende Wirkung verwendet werden und umgekehrt. Da die Proteinkonzentration
in Proben von Kunstwerken in der Regel unbekannt ist, erhht sich bei der Verwendung
von SDS im Extraktionspuffer das Risiko eines falsch-negativ Ergebnisses, falls
ungeeignete Verdlnnungsstufen gewéhlt werden.

Bei der Extraktion einer Probe mit Tris-HCL oder Carbonatpuffer zeigt sich im ELISA
deutlich, dass nicht nur die Menge des Proteins ausschlaggebend ist, sondern auch in
welchem Erhaltungszustand sich das Protein befindet. Vergleicht man also die ersten
eindeutig positiven Extinktionswerte beider Extraktionspuffer im ELISA, so erzielt die
mit Carbonatpuffer extrahierte Probe hohere Extinktionswerte als die Probe mit Tris-
HCL (Diagramm 5). Daher wurde Tris-HCL trotz der hoheren Proteinausbeute (vgl.
BCA Ergebnisse), aber aufgrund der potentiellen Hemmung durch SDS als
Extraktionspuffer fir die vorliegende Arbeit verworfen und ausschliellich der
Carbonatpuffer (CP) verwendet.
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Diagramm 5: Der Einfluss von SDS in Tris-HCL im Vergleich zur Extraktion mit
Carbonatpuffer (CP) auf das ELISA Ergebnis. Probekérper: PT#5 Mischung aus
Kreide/Leim, Grune Erde/Kasein und frz. Ocker/Vollei), Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 200 pg/ 500 ul. (n = 2).
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5.5 Mikrotiterplatten

Der erste Folgeschritt bei einem ELISA besteht darin, das extrahierte Antigen an die
feste Phase (Mikrotiterplatte) zu binden, was allgemein als Beschicken (coaten)
bezeichnet wird. Um Reproduzierbarkeit und Automatisierung des ELISA Verfahrens
zu erreichen, werden heute in der Regel Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (Wells)
gewahlt. Die transparenten Kunststoffplatten fir die ELISA Anwendung sind meist aus
Polystyrol (PS) oder Polyvinylchlorid (PVC) und aufgrund ihrer hohen Bindekapazitat
(~ 400 ng Protein/cm?) fur die Anbindung von Proteinen besonders gut geeignet.
Unbehandeltes PS oder PVC ist hydrophob. Diese Oberflacheneigenschaft kann aber
gezielt durch physikalisch-chemische Verfahren modifiziert werden, um die
Bindungsaffinitaten zwischen Antigen und der Festphase zu beeinflussen. So gibt es
beispielsweise Platten mit einer hoheren Affinitat zu starker hydrophoben Molekiilen,
oder Platten, die sich fur die Immobilisierung von stark polaren Molekilen besser
eignen. Alle namenhaften Hersteller auf dem Gebiet des Kunststofflaborbedarfs stellen
solche speziellen Mikrotiterplatten her, daher sind Auswahl und Bezeichnungen duf3erst
vielfaltig.
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Die Bindung der Proteine an die Mikrotiterplatte beruht auf einer rein physikalischen
Adsorption durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und der
unpolaren Plastikoberflache. Diese Art der Bindung ist relativ pH-Wert unabhangig und
macht eine Diskussion Uber die Vor- und Nachteile des Extraktionspuffers mit pH 7
oder 9 nahezu hinféllig (Luttmann et al. 2009).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei verschiedenen 96-Well
Mikrotiterplatten getestet: eine unbehandelte PS-Platte (MicroWell™ #269620) und
eine oberflachenmodifizierte PS-Platte (MaxiSorp™ #439454) (beide Nalge NUNC)
sowie eine unbehandelte PVC-Platte (PVC #353912) (BD Falcon™). Wahrend die
unbehandelten Platten sich lediglich durch den Kunststoff unterscheiden, hat
MaxiSorp™ eine modifizierte Oberflache mit hoher Affinitat fur polare Gruppen und
Molekiile mit hydrophilen und hydrophoben Bereichen. Diese Oberflache wird laut
Hersteller fur Assays empfohlen, bei denen Glykoproteine an die Kunststoffoberflache
adsorbiert werden. AulRerdem unterscheiden sich die drei Plattentypen in der Form und
dem Volumen ihrer Wells. Die Wells der beiden PS-Platten haben bei identischer Form
ein maximales Fullvolumen (FV) von 0,4 ml. Die Wells der PVC Platte haben lediglich
ein maximales FV von 0,25 ml und sind ein wenig schmaler (— Anhang D2).

Die drei Mikrotiterplatten wurden jeweils mit den Standardantigenen fur Ovalbumin,
Kasein und Kollagen in unterschiedlichen Verdiinnungsstufen beschickt (— Anhang
A2) und die Wiederfindungsrate mittels ELISA Gberpruft Die Durchfiihrung erfolgte
wie in Tabelle 4 unter — Kap. 5.2 beschrieben und die Ergebnisse sind in Diagramm 6
dargestellt. Die Versuche sollten zeigen, ob die Art des Kunststoffes oder der
Oberflachenmodifikation zu signifikanten Unterschieden in der Bindungsaffinitat der
Antigene fihrt und so eventuell die Nachweisempfindlichkeit gesteigert werden kann.
Dartiber hinaus sollte der Einfluss der Schichtdicke (Fullnthe) auf die ELISA
Ergebnisse Uberpruft werden.

Diagramm 6 veranschaulicht, dass es kaum signifikante Unterschiede zwischen den drei
Mikrotiterplatte in Bezug auf die Bindungsaffinitit der getesteten Antigene gibt. Der
Nachweis von Ovalbumin fiihrte auf allen Platten zur hochsten Extinktion, gefolgt von
Kasein und Kollagen. Die modifizierte Beschichtung der MaxiSorp™ Platte ergab im
Vergleich zur unbehandelten PS Platte hthere Extinktionswerte fir Ovalbumin, aber
jeweils niedriger Werte fir Kasein und Kollagen. Eine deutliche Verbesserung der
Nachweisempfindlichkeit zwischen der unbehandelten und behandelten PS Platte
konnte aber nicht festgestellt werden. Die PVC Platte erreicht deutlich die héchsten
Extinktionswerte fur alle drei Antigene. Das ist weniger auf die Kunststoffart
zurlickzufuhren als vielmehr auf die Schichtdicke. Bei gleicher Fillmenge pro Well
(hier 50ul/Well) ist die Schichtdicke (Fullhdhe) bei Wells mit geringerem Durchmesser
hoher, der Weg des Lichtstrahls durch das Medium bei der photometrischen Messung
also langer, was zu einer Erhdhung der Extinktion fuhrt (Lambert-Beersches Gesetz).
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Die Versuche zeigten keine signifikanten Unterscheide zwischen den verschiedenen
Kunststoffarten noch durch modifizierte Beschichtung, daher wurde aufgrund der
kleineren Wells und der daraus resultierenden geringeren Nachweisempfindlichkeit flr
in der vorliegenden Arbeit ausschliel3lich mit der PVC Mikrotiterplatte gearbeitet.

Diagramm 6: ELISA Ergebnis zur Evaluierung von drei verschiedenen
Mikrotiterplatten anhand von Ovalbumin, Kasein und Gelatine. (FV) Fullvolumen
Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte Verdinnungsstufe 1:1000.
(n=2).
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5.6 Inkubation

Um bei einem Assay eine maximale Nachweisempfindlichkeit zu erreichen, ist es
ublich, die Platten fiir eine ausreichende Zeit zu inkubieren, damit sich zwischen allen
Reagenzien und Reaktionspartnern ein Gleichgewicht einstellt. Die Bindung des
Antigens an die Mikrotiterplatte oder der Antikdrper an das Antigen kann daher durch
die Dauer und Temperatur der Inkubation beeinflusst werden und so zur
Empfindlichkeit des Assays beitragen (Crowther 2001).

Erste Versuche beschaftigen sich mit der Antigeninkubation. In der Literatur sind,
abhéngig vom Einsatzgebiet und des jeweiligen ELISA Systems, unterschiedliche
Angaben zu finden. Sie reichen von der Inkubation fiir 16 Stunden bei 2-8 °C, RT oder
37 °C bis hin zu 1-3 Stunden bei RT oder 37 °C und kirzer (Luttmann et al. 2009;
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Rolfes 1991; Deshpande 1996; Heginbotham et al. 2006; Crowther 2001). Langere
Inkubationszeiten kdnnen unter Umstanden zu einer Erhohung der Empfindlichkeit
eines Assays (bis zum Erreichen der Gleichgewichtskonstante) filhren (Deshpande
1996). Da bei Proben von Kunstobjekten, aufgrund der geringen Probenmenge und
Proteinkonzentration, eine hohe Assayempfindlichkeit gefordert ist, wurden
ausschlieBlich langere Inkubationszeiten (16 Stunden) mit in die Versuche
aufgenommen und lediglich die Inkubationstemperatur verandert. Die Versuche sollten
zeigen, welchen Einfluss unterschiedliche Temperaturen auf die
Nachweisempfindlichkeit des verwendeten ELISA Systems haben. Dafur wurden die
Standardantigene fir Ovalbumin, Kasein und Kollagen in Carbonatpuffer Gberfuhrt (1
mg/ ml), fur 5 Stunden bei 37 °C extrahiert und Verdinnungsstufen erstellt (1:100-
1:100.000) (— Anhang A2). Drei Mikrotiterplatten wurden mit allen
Verdlnnungsstufen beschickt. Jeweils eine Platte wurde 16 Stunden bei 4 °C, bei RT
oder bei 37 °C inkubiert und die Wiederfindungsrate mittels ELISA berprift. Die
ELISA Durchfuhrung erfolgte wie in Tabelle 4 unter — Kap. 5.2 beschrieben, die
Ergebnisse sind in Diagramm 7 dargestellt.

Diagramm 7 zeigt deutlich den Einfluss der unterschiedlichen Inkubationstemperaturen
auf die Nachweisempfindlichkeit. Die Inkubation bei 4 °C zeigte fur alle drei Antigene
die hochsten Extinktionswerte. Im Vergleich zur Inkubation bei 37 °C konnten die
Werte flr Ovalbumin und Kollagen mehr als verdoppelt und fir Kasein um etwa ein
Drittel bei gleicher Ausgangsantigenmenge gesteigert werden. Die Inkubation beim RT
fihrte, wenn auch weniger deutlich, ebenfalls zu einer Steigerung der Empfindlichkeit
verglichen mit der Inkubation bei 37 °C. Die Ergebnisse zeigen, dass die
nachzuweisenden Proteine temperaturempfindlich sind. Zum einen ist es moglich, dass
es durch die leicht erhdhten Temperaturen zu einer partiellen Denaturierung der
Proteine kommt, die in der Folge zu vereinzelten Epitopverlusten fuhrt und die
Antikdrperbindung reduziert. Zum anderen ist nicht auszuschlieRen, dass die Bindung
der Antigene an die Oberflache der Wells durch die erhdhte Temperatur weniger stabil
ist und es in der Folge zu Auswaschungen des Antigens kommt. Allerdings besteht zur
Reaktionskinetik in Festphasenassays aufgrund der Platten- und Antigenvielfalt noch
Forschungsbedarf, weshalb die Ursachen der temperaturabhéngigen Bindungskinetik
nicht abschlieBend geklart werden kénnen (Desphande 1996).
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Diagramm 7: ELISA Ergebnis zum Einfluss der Temperatur der Antigen-Inkubation
am Beispiel der Standardproteine fur Ovalbumin, Kasein und Kollagen. Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml. Dargestellt VVerdtinnungsstufe 1:1000. (n = 2).
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In einer zweiten Versuchsreine wurden die Einflisse der Inkubationsdauer und -
Temperatur auf die Bindung der Primarantikdrper untersucht. Dabei stand vor allem im
Vordergrund, ob eine Verkurzung der Inkubationszeit fir die Primarantikdrper moglich
ist, um die Gesamtzeit flr einen Analysedurchgang zu reduzieren. Nach Schultz (2006)
wurden die Primarantikérper fiir 16 Stunden bei 4 °C inkubiert, wéhrend in der Literatur
Angaben von 1-2 Stunden bei RT oder 37 °C zu finden sind (Heginbotham et al. 2006,
Mazurek 2006, Klausmeyer 2009a). Die Inkubation der Primarantikoper fir 16 Stunden
bei 4 °C sowie flr 1 Stunde bei RT wurde an den Standardantigenen fur Ovalbumin,
Kasein und Kollagen untersucht (— Anhang A2) und die Wiederfindungsrate mittels
ELISA Uberpruft. Die Standardantigene wurden in Carbonatpuffer tberfihrt (1 mg/ ml),
fir 5 Stunden bei 37 °C extrahiert und Verdiinnungsstufen erstellt (1:100-1:100.000).
Zwei Mikrotiterplatten wurden jeweils mit allen Verdinnungsstufen beschickt und fur
16 Stunden bei 4 °C inkubiert. Nach dem Auswerfen der Antigenlésungen, Waschen
und Blocken der Platten folgten die relevanten Primarantikorper fir Ovalbumin, Kasein
und Kollagen. Eine Platte wurde fur 16 Stunden bei 4 °C inkubiert, die andere fur 1
Stunde bei RT. Danach folgte die ELISA Durchfuihrung wie in Tabelle 4 unter — Kap.
5.2 beschrieben, die Ergebnisse sind in Diagramm 8 dargestellt.
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Diagramm 8 macht deutlich, dass eine Verkiirzung der Inkubationszeit bei RT zu einer
Abnahme der Assayempfindlichkeit fuhrt. Die Inkubation der Primarantikdérper fur 16
Stunden bei 4 °C zeigte fur alle drei Antigene die hdchsten Extinktionswerte. Im
Vergleich zur 1-stindigen Inkubation bei RT konnten die Werte fir Kollagen
verdoppelt und fir Kasein und Ovalbumin um 81 % bzw. 63 % bei gleicher
Ausgangskonzentration gesteigert werden. Anders als bei den Versuchen zur Antigen-
Inkubation ist die geringere Empfindlichkeit bei der 1-stindigen Inkubation weniger auf
die Temperatur zurtickzufihren, als vielmehr auf die verkirzte Zeit.

Diagramm 8: ELISA Ergebnis zum Einfluss der Dauer der Primarantikorper-
Inkubation am Beispiel der Standardproteine fir Ovalbumin, Kasein und Kollagen.
Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml. Dargestellt Verdiinnungsstufe 1:1000.
(n=2).

1,400
1,300
1,200
1,100
1,000
0,900
0,800
0,700
0,600 -
0,500 -
0,400 -
0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -

m Ovalbumin

m Kasein

Kollagen

Optische Dichte OD (414nm)

1 Std. bei RT 16 Std. bei 4°C

Inkubation-Primirantikérper und Zielmolekiil

Aufgrund der Ergebnisse wurde die Inkubation der Antigene und Primé&rantikorper auf
16 Stunden bei 4 °C festgelegt. Fur die Inkubation der enzymmarkierten
Sekundarantikorper fanden sich in der Literatur keine Angaben zu einer verlangerten
Inkubation. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit auf eine Uberpriifung der
Inkubation der Sekundarantikorper zugunsten der kurzen Inkubationsdauer von 90 Min.
bei 37 °C verzichtet.
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5.7 Blocken

Ein Problem beim ELISA ist der sogenannte Hintergrund, der durch unspezifisch
adsorbierte Antigene und Antikorper verursacht wird. In der Regel sind nicht immer alle
freien Bindungsstellen der Plastikoberflache einer Mikrotiterplatte mit dem Antigen
belegt. Griinde dafur sind beispielsweise eine zu geringe Antigenkonzentration oder
auch Verluste bei den Waschgéngen. Im weiteren Verlauf der Durchfiihrung kann es
dann zu unspezifischen Bindungen von Primér- und Sekundérantikérpern an diese
freien Platze kommen. Das Blocken freier Proteinbindestellen ist daher ein essentieller
Schritt bei einem ELISA, um unspezifische Bindungen zu minimieren und falsch-
positiv Ergebnisse zu verhindern (— Kap. 5.1).

Proteine sind die wirksamsten Blockreagenzien. Durch ihre MolekilgréRe geniigt ein
einmaliges Einbringen, und Konzentrationen zwischen 0,1-5 % sind oft schon
ausreichend. Mittlerweile gibt es proteinische Fertigldsungen fiir den routinemaRigen
Einsatz bei immunologischen Verfahren. Sie sind sofort verwendungsbereit und je nach
Anwendungsgebiet ist ihre Auswahl vielféltig. Die Proteine der Blockreagenzien dirfen
dabei auf keinen Fall mit den im Versuch nachzuweisenden Proteinen identisch sein, da
es sonst zu einer Bindung der Antikorper an den Blockpuffer kommt und somit zu
falsch-positiv Ergebnissen fiihrt. Neben BSA sind vor allem Kasein, Magermilchpulver
und Gelatine als Blockreagenz weit verbreitet, mussten in der vorliegenden Arbeit aber
verworfen werden, weil genau diese Proteine nachgewiesen werden sollten. Die
Maoglichkeit unterschiedliche Blockreagenzien je nach nachzuweisendem Antigen zu
verwenden, wurde verworfen, da sie weder zeit- noch kosteneffektiv ist und zudem das
Fehlerrisiko erhoht.  Stattdessen wurde nach einer Blockreagenz fir alle
nachzuweisenden Proteine und Gummen gesucht, weshalb nur Proteine als
Blockreagenz zum Einsatz kamen, die im Probenmaterial nicht vorkommen.

Es wurden funf verschiedene Blockreagenzien (1-5 % BSA in PBS (w/v), 5 % NCS in
PBS (v/v), ELISA Blocker™, SEA Block™ und SuperBlock™) auf ihre Effizienz hin
uberprift. BSA und NCS werden aus dem Blut von Rindern bzw. Kalberfoeten
gewonnen. ELISA Blocker™, SEA Block™ und SuperBlock™ sind Fertiglésungen.
Laut Hersteller wird SEA Block™ aus dem Serum von Lachsforellen gewonnen. Es
enthélt einen Zusatz von 0,1 % Natriumazid und wird auf der Basis von PBS angeboten.
Bei dem ELISA Blocker™ handelt es sich um Saccharose in PBS; nahere Angaben sind
nicht bekannt. SuperBIockTM auf PBS Basis, ist als ,irrelevantes® Protein fiir
Immunoassays klassifiziert und enthalt laut Hersteller kein Albumin oder Biotin.

Die ELISA Versuche zur Auswahl geeigneter Blockpuffer erfolgten auf
unterschiedlichen Mikrotiterplatten (PVC, PS, MaxiSorp™) fir die Antikdrper gegen
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Ovalbumin (#AB1225), Kasein (#RCAS-10A) und Kollagen (#ab34710). Je zwei
antigenfreien Wells wurden mit den unterschiedlichen Blockreagenzien versehen und
flr 60 Min. bei RT inkubiert. Nach Zugabe der Primér- und Sekundarantikdrper, die im
jeweiligen Blockpuffer auf die bestimmten Arbeitskonzentrationen gebracht wurden,
folgte die Zugabe des Substrat- und Stopp-Puffers (vgl. Tabelle 4 — Kap. 5.2). Nach
der photometrischen Messung bei 414 nm wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Je hoher die Extinktionswerte, desto mehr
unspezifische Bindungen liegen vor und desto ungeeigneter ist der Blockpuffer. Die
Ergebnisse der Blockeffizienz sind in Tabelle 7 aufgefihrt.

Tabelle 7: ELISA Ergebnis zur Evaluierung verschiedener Blockreagenzien.
Mittelwerte der unspezifischen Bindungen der Antikorper fir Ovalbumin (#AB1225),
Kasein (#RCAS-10A) und Kollagen (#ab34710) in antigenfreien Wells mit
verschiedenen Blockpuffern und auf verschiedenen Plattentypen. Markierte Werte
zeigen erhohte unspezifische Bindungen (> 0,1 ODa14nm). N/d = nicht durchgefiihrt. (n =
2).

Platten-  Antikorper Blockreagenz
typ (OD414nm)
1% 5% 5% ELISA SEA SuperBlock
BSA/ BSA/ NCS/ Blocker Block / PBS
PBS PBS PBS
MaxiSorp anti-Oval. 0,072 0,042 0,018 0,026 0,061 0,779
#AB1225
anti-Kasein, 0,204 0,045 0,018 0,220 0,149 0,154
#RCAS-10A
anti-Kollagen | 0,052 0,010 0,016 0,050 0,065 0,791
#ab34710
PS anti-Oval. 0,028 0,017 0,015 0,037 0,044 n/d
#AB1225
anti-Kasein, 0,167 0,066 0,020 0,232 0,181 n/d
#RCAS-10A
anti-Kollagen | 0,030 0,013 0,012 0,016 0,036 n/d
#ab34710
PVC anti-Oval. n/d n/d 0,011 n/Md n/d n/d
#AB1225
anti-Kasein, n/d n/d 0,025 n/Md n/d n/d
#RCAS-10A
anti-Kollagen n/d n/d 0,008 n/d n/d n/d
#ab34710

Die Tabelle 7 zeigt deutlich, dass 5 % NCS/PBS nach 60 Minuten Blockdauer bei RT
durchschnittlich die beste Blockeffizienz unabh&ngig vom Plattentyp oder verwendeten
Antikorpern aufweist, gefolgt von 5 % BSA/PBS. Die Wirksamkeit von 1 % BSA/PBS
ist im Falle des Antikdrpers gegen Kasein nicht zufriedenstellend. Alle drei
Fertiglosungen scheinen fir die vorliegende Anwendung mit den hier verwendeten
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Antikorpern, Reagenzien und Methode weniger geeignet. ELISA Blocker™ und SEA
Block™ wiesen erhéhte Extinktionswerte im Zusammenspiel mit dem Kaseinantikorper
auf. Da Kasein selber hervorragende Blockeigenschaften besitzt, ist ein Zusatz in sehr
geringen Mengen in den Fertigldsungen denkbar; dies ware eine mogliche Erklarung fur
die leicht erhthten Werte beim Kaseinnachweis. Insbesondere beim ELISA Blocker™
auf Zucker-Basis, ist ein solcher Zusatz als unterstitzende Blockkomponente
vorstellbar. Auf die Verwendung von ELISA Blocker™ wurde aber generell verworfen,
da im weiteren Verlauf der Untersuchungen auch Antikdérper gegen Polysaccharide zum
Einsatz kamen und Kreuzreaktionen mit dem ELISA Blocker™ nicht ausgeschlossen
werden konnten.

Die leicht erhohten Werte beim SEA Block™ beim Nachweis von Kasein sind nicht zu
erklaren, da Serum-Proteine selbst hervorragende Blockreagenzien sind und ein
Kaseinzusatz im Blockpuffer somit nicht logisch erscheint. Die Ergebnisse stehen im
Widerspruch zu erfolgreichen Anwendungen von SEA Block™ insbesondere beim
Kaseinnachweis (Mazurek et al. 2008, Cartechini et al. 2010). Diese Studien beruhen
allerdings auf der Anwendung von Alkalischer Phosphatase als Enzymmarkierung fiir
die Antikorper und damit verbunden, auch anderen Reagenzien sowie ELISA
Durchfiihrung.

Die teilweise sehr hohen Extinktionswerte bei der VVerwendung von SuperBlock™ sind
wahrscheinlich auf einen falschen Einsatz der Reagenz zuriickzufiihren. Statt wie laut
Hersteller angegeben dreimal hintereinander ohne l&ngere Inkubationszeit mit
SuperBlock™ die Wells zu waschen, wurde er, wie alle anderen Blockreagenzien, fiir
60 Minuten inkubiert. Auf eine Wiederholung des Versuchs wurde verzichtet, weshalb
die Ergebnisse fiir den SuperBlock™ nicht mit in die Bewertung aufgenommen wurden.

Aufgrund der Neigung zur Blasenbildung von BSA in PBS wurde 5 % NCS in PBS als
Blockpuffer festgelegt. AbschlieBend sei noch erwahnt, dass keine eindeutigen
Unterschiede zwischen den Mikrotiterplatten (MaxiSorp™ und PS) festgestellt werden
konnten (— Kap. 5.5).

5.8 Bestimmung des Cut-off

Der Cut-off legt fest, ab wann ein ELISA Ergebnis als positiver Nachweis zu werten ist
und wird aus den unspezifischen Bindungen jedes Antikorper an antigenfreie Wells
berechnet. Dafur wurden fiir jeden Primdrantikorper 24 antigenfreie Wells mit 5 %
NCS/PBS geblockt und anschlieBend mit Primdr- und Sekundarantikérper versehen.
Die weitere ELISA Durchfuhrung erfolgte wie in Tabelle 4 unter — Kap. 5.2
beschrieben. Die Mittelwerte und Standardabweichungen der 24 Wells fir jeden
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Antikorper wurden berechnet (Tabelle 8). Ein ELISA Ergebnis gilt als positiv, wenn der
Extinktionswert hoher ist als der Wert der antigenfreien Kontrollen mit beiden
Antikdrpern multipliziert mit der dreifachen Standardabweichung (3-Sigma Regel)
(Crowther 2001).

Tabelle 8: Bestimmung des Cut-off anhand von antigenfreien Wells mit Antikorpern

Antikorper MW (n=24) | SD 3 Sigma
OD414nm R996|

Anti-Ovalbumin (#AB1225) 0,013 0,006 0,032
Anti-Phosvitin (#SC-46681) 0,004 0,001 0,008
Anti-Kasein (#RCAS-10A) 0,030 0,005 0,046
Anti-Kollagen (#ab34710) 0,008 0,003 0,019
Anti-Fischkollagen (#T89171R) 0,009 0,003 0,018
Anti-Storkollagen (A1S2006) 0,006 0,004 0,017
Anti-Arabinogalactan-Proteine (#JIM13) 0,004 0,003 0,013
Anti-Arabinogalactan-Proteine (#MAC207) 0,003 0,002 0,008
Anti-Tragant (#MAC265) 0,004 0,002 0,010

Tabelle 8 gibt an, dass die hochste unspezifische Bindung bei anti-Kasein mit 0,046
OD414nm vorliegt. Daher wurde der Cut-off fiir die vorliegende ELISA Methode auf
0,05 ODg414nm festgelegt. Werte dartber gelten als positiver Nachweis fir ein
Protein/Gumme, Werte darunter als negativ. Allerdings kam es bei einigen
Experimenten im Verlaufe nachfolgender Untersuchungen zu Ausreil3ern, insbesondere
bei Kasein, weshalb es eine Grauzone zwischen 0,05-0,1 OD4i4nm gibt, in der der
Nachweis als nicht eindeutig zu werten war. Griinde daftir kdnnen unter anderem eine
andere Antikorpercharge sein, der Druck mit dem die Reagenzien mittels Pipette
eingebracht oder ausgewaschen wurden, der zu schwankenden Bindungen zwischen
Antikdrper und Platte, oder Primar- und Sekundarantikdrper flhrt oder letztlich auch
Kontaminationen. Daher ist es wichtig, fir jeden Versuch auf jeder Platte diese
antigenfreien Kontrollen mitlaufen zu lassen.

5.9 Bestimmung von Nachweisgrenzen

Jedes Messverfahren hat Grenzen bezuglich der kleinsten noch nachweisbaren
Substanzmenge. Daher ist es wichtig diese Nachweisgrenzen auch fir die hier
entwickelte ELISA Methode zu bestimmen, um eine Interpretationsgrundlage fir die
Ergebnisse zu erhalten und Anhaltspunkte fur die bendtigte Antigen-
/Probenmindestmenge zu bekommen. Die Bestimmung der Nachweisgrenzen erfolgte
an einer Auswahl reiner Bindemittel. Diese wurden jeweils 1 mg/ ml in Carbonatpuffer
angesetzt und 16 Stunden bei 37 °C extrahiert. Verdtnnungsreihen wurden erstellt und
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in zwei Parallelen geprift, um die minimale Menge an noch nachweisbarem
Bindemittel (Antigene) mittels ELISA fiir die entsprechenden Antigen-Antikorper-
Kombinationen zu bestimmen. Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA
Methode (— Kap. 5.12), die Ergebnisse sind in Tabelle 9 aufgelistet. Sie beziehen sich
ausschlieBlich auf ungealterte, reine Bindemittel und berucksichtigen nicht die
Schwierigkeiten der Alterung oder Materialmischungen. Die Nachweisgrenzen sind in
Nanogramm Bindemittel pro Well angegeben. Bei den Werten handelt es aber um
Néaherungswerte, da sie auf der Annahme basieren, dass das gesamte Protein in Ldsung
gegangen ist, wovon nicht ausgegangen werden kann (— Kap. 5.4). Die
Extinktionswerte geben den letzten noch als positiv wertbaren Messwert oberhalb des
festgelegten Cut-off von 0,05 ODg14nm Wieder.

Tabelle 9: ELISA Ergebnis zur Bestimmung der Nachweisgrenze an ausgewahlten
Standardantigenen. Gezeigt wird die niedrigste noch positiv nachweisbare
Antigenkonzentration. Arbeitsverdiinnung der Antikorper sind in Spalte 1 vermerkt. Die
Extinktionswerte liegen oberhalb des festgelegten Cut-off von 0,05 ODgisnm. Die
Standardantigene sind farbig hinterlegt.

Antikérper und Arbeitsverdiinnung Antigen ng/well | OD414nm
Anti-Ovalbumin (#AB1225) Ovalbumin
(1:1000) (Sigma #A2512) Ul | oy
Anti-Phosvitin (#SC-46681) Phosvitin o5 0.162
(1:100) (Sigma #P1253) '
Anti-Kollagen (#ab34710) Gelatine
(1:500) (Sigma #G2500) 20| Ul
Hasenleim
(Kremer #6302) S 0,139
Technische Gelatine
(Kremer #63040) 5 | 0126
Hausenblase in Blattern
(Kremer #63100) 5 | 0108
Flussiger Fischleim
(Kremer #63550) 5 | 0091
Storblase
(Zuchtfarm Fulda) 50 0,228
Anti-Fischkollagen (#T89171R) Leim aus 5 0.140
(1:200) Forellenabféllen '
Flissiger Fischleim
(Kremer #63550) 50 0,095
Hausenblase in Blattern
(Kremer #63100) 10 0,053
Anti-Storkollagen (A1S2006) Storblase (Zuchtfarm 5 0.134
(1:500) Fulda) ’
Salianski Hausenblase
(Kremer #63110) 50 0,116
Anti-Kasein (#RCAS-10A) Kasein
(1:1000) (Kremer #63200) i
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Anti-Arabinogalactan-Proteine Ghatti Gummi 1 0.101
(#JIM13) (Sigma #G0378) ’
(1:10) Gummi arabicum

(Kremer #63300) > | 0120

Karaya Gummi

(Sigma #63350) S00 | 0,078

Locust bean gum (aus

Johanisbrotkernen) 500 0,058

(Sigma #G0753)

Kirschgummi

(Kremer #63350) 50 | 00%
Anti-Arabinogalactan-Proteine Ghatti Gummi 50 0.090
(#MAC207) (Sigma #G0378) ’
(1:10) Gummi arabicum

(Kremer #63300) 50| 0057

Kirschgummi

(Kremer #63350) > | 0123
Anti-Tragant (#MAC265) Tragant 5 0.142
(1:10) (Sigma #G1128) '

Tabelle 9 zeigt, dass Nachweisgrenzen zwischen 0,05-500 ng/Well je nach
eingesetztem Antigen und Antikérpern erreicht wurden. Dartiber hinaus wird deutlich,
dass es teilweise enorme Unterschiede innerhalb der einzelnen Protein- und
Polysaccharidgruppen gibt. So liegen die Nachweisgrenzen flir die getesteten tierischen
Leime zwischen 5-50 ng/Well und bei den getesteten Pflanzengummen sogar zwischen
1-500 ng/Well mit den entsprechenden Antikdrpern. Die Empfindlichkeit eines Assays
ist also in erster Linie von der Affinitat der Antikorper zu den jeweiligen Antigenen
abhangig. Daher gelten die in Tabelle 9 aufgefiihrten Nachweisgrenzen nur fur die in
diesen Versuchen eingesetzten Antikorper, Antikorperchargen, Antigene und das
verwendete ELISA System. Das gilt ebenfalls fir alle in der Literatur angegebene
Nachweisgrenzen, weshalb ein Vergleich schwierig ist. Bei gealterten Proben missen
die Nachweisgrenzen neu bestimmt werden.

5.10 Sperzifitdt und Kreuzreaktivitat der einzelnen Antikdrper

Die Aussagekraft jedes immunologischen Nachweises ist abhdngig von der Spezifitat
der eingesetzten Antikorper. Daher mussen alle verwendeten Antikérper auf mogliche
Kreuzreaktionen mit anderen Antigenen (Proteinen und Polysacchariden) Gberprift
werden, um falsch-positiv Ergebnisse ausschlieBen zu koénnen. Die Mdoglichkeit,
Verunreinigungen durch Spuren anderer Antigene oder bewusst -eingesetzter
Bindemittelmischungen in realem Probenmaterial vorzufinden, ist vielféltig, dies ist bei
unklaren Ergebnissen stets zu beriicksichtigen. Im Folgenden werden die eingesetzten
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Antikorper mit einer Vielzahl von Materialien ohne Anspruch auf Vollstandigkeit auf
Spezifitat und Kreuzreaktivitat untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden die als Standardantigen ausgewahlten Bindemittel
(Gelatine, Leim aus Forellenabféllen, Stérblase, Ovalbumin, Phosvitin, Kasein, Ghatti
Gummi und Tragant) auf Kreuzreaktionen mit allen Primé&rantikbrpern und den
dazugehorigen Sekundarantikérpern untersucht (— Anhang A2). Dafur wurde eine
Mikrotiterplatte mit den Standardantigenen in unterschiedlichen Konzentrationen
beschickt und mit folgenden Primé&rantikOrpern getestet: anti-Kollagen (#ab34710),
anti-Fischkollagen  (#T89717R), anti-Storkollagen (AIS2006), anti-Ovalbumin
(#AB1225), anti-Phosvitin  (#SC-46681), anti-Kasein (#RCAS-10A), anti-
Arabinogalactan-Proteine (#JIM13) und anti-Tragant (#MAC265). Die Durchfuhrung
erfolgte nach der optimierte ELISA Methode (— Kap. 5.12), die Ergebnisse sind in
Tabelle 10 aufgefihrt.

Die Kreuzreaktivitat der Antikorper fur Gruppe der Kollagene (Kollagen,
Fischkollagen, Storkollagen), der eihaltigen Bindemittel (Ovalbumin, Phosvitin) und
der Gummen (#JIM13, #MAC207, #MAC265) wurden in separaten Versuchen
untersucht, die Ergebnisse sind unter den dazugehorigen Antikorpern in diesem Kapitel
aufgelistet.

Tabelle 10: ELISA Ergebnis zur Kreuzreaktivitat der verschiedenen Primarantikorper
mit den 8 Standardantigenen. Antigenansatz in Carbonatpuffer (1 mg/ ml), verwendete
Verdinnungen sind in der Tabelle vermerkt. *eigene Herstellung. (/) nicht auf dieser
Platte getestet. (+) gilt als positiv Nachweis, (-) als negativ. Extinktionswerte in
Klammern liegen unterhalb des Cut-off von 0,05 ODsisnm (0 = 2). Die
Standardabweichungen hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis, weshalb sie hier nicht
aufgefiihrt sind.

T
S c — =
(=) [0 c — < @
c s Ex| & E~| c S S| g )
= T o | £ o
S5 | 88| B8 S5 | ES | co 2 25| § g
. £5|23 £5| 23| 30| 855|558 52
Antigen 8| 25| 22|52 £2|8g|cs5| Bz
(Ansatz 1mg/ml) XE I LE WS |O0E 0| XE| 2532 FE
ODu14nm
Gelatine (1:500) + - - - - -
(Sigma #G2500) (1,048) (0,007) | (0,006) | (0,011) | (0,003) | (0,003)
Leim aus + - - - - -
Forellenabfallen* (0,830) (0,010) | (0,008) | (0,011) | (0,002) | (0,003)
(1:500)
Storblase* + - - - - i
(1:500) (0,544) | (0,010) | (0,009) | (0,010) | (0,004) | (0,003)
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Ovalbumin - - - + - - -
(1:1000) (0,015) | (0,009) | (0,008) | (1,612) (0,013) | (0,010) | (0,004)
(Sigma #A2512)

Phosvitin (1:100) - - - + - - -
(Sigma #P1253) (0,010) | (0,006) | (0,007) (0,548) | (0,011) | (0,006) | (0,004)
Kasein (1:1000) - - - - - + - -
(Kremer #63200) (0,013) | (0,010) | (0,011) | (0,008) | (0,008) | (1,617) | (0,013) | (0,015)
Ghatti Gummi - - - - - - +

(1:1000) (0,011) | (0,007) | (0,008) | (0,004) | (0,006) | (0,015) | (0,672)

(Sigma #G0378)

Tragant (1:100) - - - - - - ¥
(Sigma #G1128) (0,008) | (0,001) | (0,002) | (0,006) | (0,005) | (0,007) (0,755)

Tabelle 10 zeigt deutlich, dass alle Primérantikdrper ausschlieBlich mit dem
zugehorigen Zielantigen binden. Die Extinktionswerte der anderen Antigen-Antikorper-
Kombinationen liegen alle unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05 ODg414nm und
sind daher als negativ zu bewerten. Kreuzreaktionen mit den anderen im Assay
eingesetzten Antigenen kénnen daher ausgeschlossen werden.

In einem zweiten Versuch wurden die Sekundarantikdrper aus Kaninchen, Maus und
Ratte auf maogliche unspezifische Bindungen mit den Standardantigenen hin berpruft
(— Anhang A2). Eine Mikrotiterplatte wurde mit den Standardantigenen in
unterschiedlichen =~ Konzentrationen  beschickt und mit den  folgenden
Sekundarantikorpern getestet: GARD/PO (#4050-05), GAMs/PO (#1031-05) und
GARLt/PO (#3050-05). Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode
(— Kap. 5.12), wobei nach dem Blocken keine Priméar- sondern direkt die
Sekundarantikdrper eingebracht wurden. Sollte einer der Sekundarantikérper mit einem
Antigen reagieren, kann er ungehindert binden, da die freien Bindungsstellen nicht
durch den Primérantikorper belegt sind. Die Folge ware ein falsch-positives Ergebnis.
In keiner dieser Antigen-Sekundarantikdrper-Kombinationen kam es zu messbaren
(Farb-) Reaktionen, weshalb Kreuzreaktionen dieser Sekundérantikbpern mit den
getesteten Antigenen ausgeschlossen werden kdnnen (Daten nicht gezeigt).

5.10.10valbumin (#AB1225) und Phosvitin (#SC-46681)

Anti-Ovalbumin (#AB1225) ist ein polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen
Ovalbumin aus Huhner-Eiklar. Dem gegenuber steht der monoklonale Antikorper aus
Maus gegen Phosvitin (#SC-46681) aus Hiihner-Eigelb. Neben der Spezifitét galt es zu
Uberprufen, ob eine Unterscheidung zwischen Eiklar, Eigelb und Vollei durch den
Einsatz dieser beiden Antikdrper moglich ist. Dafir wurden Eiklar, Eigelb und Vollei
von Huhn- und Wachteleiern auf Objekttrager gestrichen und getrocknet (— Anhang
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B1.5). Die Standardantigene (Ovalbumin und Phosvitin) (— Anhang A2) und
Aufstrichpréaparate wurden in Carbonatpuffer Gberflhrt, extrahiert, stufenweise
verdunnt und mittels ELISA auf Ovalbumin und Phosvitin getestet. Die Durchfuihrung
erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (— Kap. 5.12), die Ergebnisse sind in
Tabelle 11 aufgefihrt.

Tabelle 11: ELISA Ergebnis zur Spezifitat von anti-Ovalbumin (#AB1225) und anti-
Phosvitin (#SC-46681). Antigenansatz in Carbonatpuffer (1 mg/ ml), verwendete
Verdlinnungen sind in der Tabelle vermerkt. (+) gilt als positiv Nachweis, (-) als
negativ. Die Extinktionswerte in Klammern liegen unterhalb des festgelegten Cut-off
von 0,05 ODy14nm. (n = 2). Die Standardabweichungen hatten keinen Einfluss auf das
Ergebnis, weshalb sie hier nicht aufgefihrt sind.

Anti-Ovalbumin | Anti-Phosvitin
(#AB1225) (#SC-46681)
£ £

Antigene = T
(Ansatz 1 mg/ ml) OD414nm a4 | OD414nm ]
Ovalbumin von Huhnereiklar (Standard)
(1:1000) (Sigma #A2512) 1,601 + (0,003)
Phosvitin von Huhnereigelb (Standard)
(1:100) (Sigma #P1253) (0,013) - 0,687 +
Hihner-Eiklar (1:1000) 1,605 + (0,002) -
Hihner Eigelb (1:10) 0,715 + 0,118 +
Hihner Vollei (1:100) 1,379 + (0,007) -
Wachtel-Eiklar (1:1000) 1,579 + (0,001) -
Wachtel-Eigelb (1:10) 0,597 + 0,101 +
Wachtel-Vollei (1:100) 1,280 + (0,002) -

Tabelle 11 zeigt, dass die beiden Standardantigene eindeutig nachgewiesen und
Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden kénnen. Anti-Ovalbumin reagierte nur mit
Ovalbumin, aber nicht mit Phosvitin und anti-Phosvitin nur mit Phosvitin, aber nicht
mit Ovalbumin.

Bei den Aufstrichpraparaten hingegen wurde in allen Proben, unabhéngig welcher Teil
vom Ei oder welche Vogelart verwendet wurde, Ovalbumin nachgewiesen. Bei der
stark-positiven Detektion von Ovalbumin, selbst in den Eigelbproben, handelt es sich
nicht um eine Kreuzreaktion, sondern ist der Herstellungstechnik der Proben
geschuldet. Im Gegensatz zu den aufgereinigten Standardantigenen sind die
Aufstrichpraparate nach haushaltstypischer Trennmethode hergestellt, wie sie auch
typisch bei der Herstellung von Kunstwerken ist. Das Ei wird aufgeschlagen und das
Eiklar abgegossen. Eine komplette Trennung des Eiklar vom Eigelb ist so nicht mdglich
und Reste von Eiklar werden auch stets in Eigelbproben anzutreffen sein (siehe spater).
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Phosvitin wurde in den Aufstrichpraparaten ausschlief3lich und auch nur sehr schwach-
positiv in den Eigelbproben detektiert. Die bereits sehr niedrigen Extinktionswerte von
Phosvitin  fur die Eigelbproben legen die Vermutung nahe, dass die
Phosvitinkonzentration in den Volleiproben bereits unterhalb der Nachweisgrenze liegt.
Grlnde fur die allgemein schwache Reaktion konnen u.a. die niedrige Konzentration
der Antikorper im Antiserum, die allgemein geringe Konzentration von Phosvitin in
Eigelb oder eine unzureichende Extraktion des Proteins aus der Eigelb Matrix sein. Der
Verlust des relevanten Epitopes fur den monoklonalen Antikorper kann dagegen
weitestgehend ausgeschlossen werden, da es sich um ungealtertes Probenmaterial
handelte. Der bereits nur schwach-positive Nachweis von Phosvitin an den frischen und
nicht pigmentierten Proben macht diesen Antiktérper fir den Einsatz an komplexen,
gealterten Proben von Kunstobjekten ungeeignet. In einem abschliefenden Versuch an
Fassungsproben mit bekannter Zusammensetzung konnte dies bestétigt werden. Dazu
wurden Aufstrichpréparate aus Vollei und Eigelb mit verschiedenen Pigmenten (Ocker,
rote Erden und Kreide) in einem Ansatz von 400 pg/ ml in Carbonatpuffer vorbereitet,
extrahiert, Verdunnungsstufen erstellt und mittels ELISA auf Ovalbumin und Phosvitin
getestet (— Anhang B1.5). Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA
Methode (— Kap. 5.12). Diagramm 9 zeigt einen eindeutigen Nachweis von Ovalbumin
in allen Proben, wohingegen Phosvitin in keiner der Proben detektierbar war. Der
Nachweis von Ovalbumin in der Eigelbprobe fiel erwartungsgemaR schwacher aus als
bei den beiden Volleiproben. Die untere Nachweisgrenze der Eigelb/frz. Ocker Probe ist
noch nicht erreicht, wohingegen sie bei den anderen beiden Proben zwischen 1:100 und
1:1000 liegt.

Die mangelnde Reaktivitdt von Phosvitin steht im Widerspruch mit der bereits
berichteten erfolgreichen Anwendung des gleichen Antikérpers an Referenzmaterialien
und Probekdrpern (Mazurek 2006). Grinde dafur koénnten die Verwendung
unterschiedlicher Antikérperchargen sein, aber auch die unterschiedlichen ELISA
Systeme mit denen gearbeitet wurde. Auf die Verwendung des Phosvitin Antikdrpers
wird aufgrund der fehlenden Reaktivitét in der vorliegenden Arbeit im weiteren Verlauf
verzichtet. Eine Unterscheidung in Eiklar, Vollei und Eigelb ist daher nicht mdglich. Da
Ovalbumin sowohl in Eiklar und Vollei sowie, wenn auch weniger stark, in Eigelb
nachweisbar ist, wird in der Folge Ovalbumin zum allgemeinen Nachweis von Ei
verwendet.

Abschlieffend soll noch erwéhnt werden, dass sich weder Ovalbumin noch Phosvitin fir
tierartspezifische Untersuchungen eignen, da sie sowohl in den Ei-Proben aus Wachtel
als auch aus Huhn nachweisbar waren.
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Diagramm 9: ELISA Ergebnis an eihaltigen Fassungsproben mit bekannter
Zusammensetzung zum Nachweis von Ovalbumin und Phosvitin. Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 400 pg/ ml mit stufenweiser Verdinnung. Extinktionswerte
unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05 ODj14nm gelten als negativ. (n = 2).
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5.10.2Kasein (#RCAS-10A)

Anti-Kasein (#RCAS-10A) ist ein polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen
hochaufgereinigtes Kasein aus Kuhmilch. Es galt zu Gberprifen, ob der Antikdrper
tierartspezifisch (Rind) ist und/oder nur an bestimmte Kaseinfraktionen bindet (—
Anhang B1.2). Daflir wurden verschiedene Milchprodukte aus Ziege, Schaf und Kuh,
sowie mehrere kommerziell erhdltliche Kaseine und Kaseinfraktionen getestet.
Aufstrichpréparate von unterschiedlich aufgeschlossenen Kaseinen (Kalk, Borax,
Ammoniumcarbonat), wie sie an Kunstobjekten oder in der Restaurierung anzutreffen
sind, sollten zeigen, ob die Art des Aufschlusses Auswirkungen auf den Nachweis hat
(— Anhang B1.5). Die Reinstoffe und getrockneten Aufstrichpréparate wurden in
Carbonatpuffer Uberfuhrt, extrahiert, stufenweise verdinnt und mittels ELISA auf
Kasein getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (—
Kap. 5.12) und die Ergebnisse sind in Tabelle 12 aufgelistet.
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Tabelle 12: ELISA Ergebnisse zur Spezifitdt von anti-Kasein (#RCAS-10A) an
unterschiedlichen kaseinhaltigen Proben. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/
ml, dargestellte Verdinnung 1:10.000. (+) gilt als positiv Nachweis, (-) als negativ. (n =
2). Die Standardabweichungen hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis, weshalb sie hier
nicht aufgefiihrt sind.

Antigene Anti-Kasein
(Ansatz 1 mg/ ml, dargestellt Verdiinnung (#RCAS-10A)
1110.000) ODu414nm Ergebnis
X Ziegenkase 0,437 +
§5 | Schafskase 0,844 +
Ss Quark (Kuh) 0,867 +
o | Kasein Kremer #63200 1,345 +
__ < | skim Milk Powder, Oxoid #LP0031 1,207 +
S '§ Kasein nach Hammarsten, VWR #440203H 1,291 +
-‘-: g Kappa Kasein, Sigma #C0406 1,256 +
g § Beta Kasein, Sigma #C6905 0,973 +
@ | Alpha Kasein, Sigma #C6780 1,071 +
< | Kasein, Sigma #C3400 1,156 +
» < | Kalkkasein / Quark
= 0,354 +
é% % Kalkkasein / Pulver 0,630 .
g E g Boraxkasein 1346
2 & | Ammoniumcarbonatkasein
4 1,336 +

Tabelle 12 veranschaulicht, dass in allen Proben, unabhéngig von der Bezugsquelle,
Zusammensetzung oder Aufbereitungsart eindeutig Kasein nachgewiesen werden
konnte. Der Antikorper ist weder tierartspezifisch noch an eine Kaseinfraktion
gebunden. Sowohl die Milchprodukte aus Ziege, Schaf und Kuh als auch die a-, - und
k- Kaseinfraktionen reagierten positiv auf den Kaseinnachweis. Die geringeren
Extinktionswerte in den Milchprodukten sind vermutlich auf unterschiedliche
Zusammensetzungen und Wassergehalt zurlickzufiihren. Das fuhrt letztlich zu einer
geringeren Ausgangskonzentration des Kaseins bei gleicher Einwaage im Vergleich zu
den anderen Proben in diesem Versuch.

In allen Aufstrichpréparaten konnte ebenfalls eindeutig Kasein nachgewiesen werden.
Aufféllig ist aber die schwéchere Reaktion der Kalkkaseine auf den Kaseinnachweis.
Zum einen hat das mit der verringerten Loslichkeit von Kalkkasein nach der Trocknung
zu tun, was zu einer geringeren Extraktionsausbeute fuhrt. Zum anderen kann es durch
den stark basischen Aufschluss mit Kalk zum Abbau/Verlust von Epitopen kommen,
was ebenfalls zu einem schwécheren Nachweis fuhrt. Der pH-Wert der Kalkkaseine lag
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wéhrend der Herstellung bei 12,5, bei Boraxkasein und Ammoniumcarbonatkasein
hingegen nur bei 8,0 bzw. 8,5 -9,0.

Die Versuche haben gezeigt, dass der verwendete Antikorper (#RCAS-10A) Kaseine
unterschiedlicher Herkunft und Aufbereitung erfasst und zum allgemeinen Nachweis
von Kasein verwendet werden kann. Tierartspezifische oder aufschlussspezifische
Aussagen sind mit diesem Antikdrper aber nicht moglich.

5.10.3Kollagene (# ab34710, #T89171R und Storkollagen AIS2006)

Anti-Kollagen (#ab34710) ist ein polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen
Kollagen Typ | aus Human- und Rinderplazenta und reagiert laut Hersteller mit den
meisten Saugetier Typ | Kollagenen. Anti-Fischkollagen (#T89171R) ist ein
polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen Kollagen Typ | aus Lachshaut und
reagiert laut Hersteller mit Lachs, Thunfisch, Seezunge, aber nicht mit Goldfisch,
Saugetier oder Vogel Kollagen. Anti-Storkollagen ist ein polyklonaler Antikdrper aus
Kaninchen gegen Schwimmblasenkollagen des Sibirischen Stérs (A.baerii) aus einer
Zuchtfarm. Es handelt sich um eine Auftragimmunisierung, weshalb ber die Spezifitat
und Kreuzreaktivitdt noch wenig bekannt ist. Die Vorversuche von Schultz (2006)
deuten darauf hin, dass der Antikorper spezifisch an Stérleime bindet, aber nicht mit
anderen Fischarten (Hering, Lachs, Aal) oder Fischleimen reagiert. Eine eingehende
Untersuchung der Spezifitat steht aber noch aus. Anhand dieser drei Antikorper sollte
untersucht werden, ob eine ndhere Eingrenzung der biologischen Quelle der Leime
maoglich ist.

Kommerziell erhéltliche Leime haben den Nachteil, dass die Herkunft, Art der
Herstellung und verwendete Materialien, sowie eventuelle Modifikationen oder Zuséatze
(z.B. Bleichmittel, Konservierungsmittel, Neutralisationsmittel) h&ufig nur teilweise
oder gar nicht bekannt sind. Daher wurden fur die Spezifitatsprifungen der drei
verschiedenen Kollagenantikdrper nicht nur 6 kommerzielle Leime, sondern auch 12
Leime aus eigener Herstellung oder gesicherter Herkunft getestet (— Anhang B1.3).
Alle Proben wurden in Carbonatpuffer Gberfuhrt, extrahiert, stufenweise verdinnt und
mittels ELISA auf Kollagen, Fischkollagen und Storkollagen getestet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (— Kap. 5.12) und die
Ergebnisse sind in Tabelle 13 aufgefiihrt.
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Tabelle 13: ELISA Ergebnisse zur Spezifitdt von anti-Kollagen (#ab34710), anti-
Fischkollagen (#T89171R) und dem nicht kommerziellen anti-Storkollagen (AIS2006)
an verschiedenen kommerziellen Leimen und *Leimen aus eigener Herstellung.
Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte Verdinnung 1:10.
Extinktionswerte unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05 OD414nm gelten als negativ
(), daruber als positiv (+). n/d = nicht getestet. (n = 2). Die Standardabweichungen
hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis, weshalb sie hier nicht aufgefiihrt sind.

Anti-Kollagen | Anti-Fischkoll. | Anti-Stérkoll.
(#ab34710) aus | (#T89171R) aus | (A1S2006)
Kaninchen Kaninchen aus Kaninchen
Antigene é § g
(Ansatz 1 mg/ ml, dargestellt 23 g 28
1:10) (ODg1anm) | 1 | (ODgianm) | 1 | (OD414nm) 0]
Gelatine
(Sigma #G2500) 1,562 + 0,214 + 0,016 -
Technische Gelatine
(Kremer #63040) 1,148 + 0,290 + 0,031 -
Leim aus Rinderknochen* 0,223 + 0,003 - 0,003 -
Leime aus
Schweineknochen* 0,258 + 0,020 - n/d
Leim aus Rinderhaut* 0,990 + 0,005 - 0,003 -
Leim aus Ziegenpergament™ 1,591 + 0,016 - 0,008 -
Hasenleim (Kremer #63025) 1,554 + 0,041 - 0,008 -
Leim aus Kaninchenhaut* 0,030 - 0,007 - 0,005 -
Hechtblasenleim* n/d 0,308 + 0,017 -
Karpfenblasenleim* 0,769 + 0,454 + 0,033 -
Leim aus Forellenabféllen* 0,478 + 0,948 + 0,028 -
Leim aus Karpfenabfallen* 0,270 + 0,358 + 0,015 -
flissiger Fischleim
(Lee Valley #56K60.01) 0,792 + 0,234 + 0,037 -
Flussiger Fischleim
(Kremer #63550) 0,850 + 0,379 + 0,026 -
Salianski Hausenblase
(Kremer #63110) 0,570 + 0,673 + 0,506 +
Hausenblase in Blattern
(Kremer #63100) 1,123 + 0,573 + 0,050 -
Storleim (Zuchtfarm 1)* 0,592 + 0,479 + 0,787 +
Storleim (Zuchtfarm 2)* n/d n/d 0,689 +
Storleim (Zuchtfarm 3)* n/d n/d 0,738 +

Tabelle 13 zeigt, dass mit Ausnahme des Leimes aus Kaninchenhaut alle getesteten
Leime, unabhangig von ihrer Herkunft oder biologischen Quelle positiv mit dem
Kollagenantikorper (#ab34710) reagiert haben. Das bedeutet, dass sich dieser
Antikorper hervorragend zum unspezifischen Nachweis von Kollagen eignet. Die
verhaltnismaRig schwache Reaktion der Knochenleime aus eigener Herstellung
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(Schwein und Rind) ist vermutlich auf einen geringen Kollagengehalt aufgrund von
unzureichender Extraktion bei der Herstellung und Verunreinigungen zurlckzufihren.
Tendenziell haben die Fischleime weniger stark reagiert. Auffallig ist aber der recht
hohe Extinktionswert der Hausenblase in Blattern (Kremer #63100).

Das Ausbleiben einer Reaktion beim Leim aus Kaninchenhaut erklart sich daraus, dass
ein Antikdrper aus Kaninchen nicht gegen sich selbst binden kann. Der kommerzielle
Hasenleim (Kremer #63025) hingegen hat stark positiv reagiert. Daher galt es zu
uberprifen, wie stark der Verwandtschaftsgrad von Hase und Kaninchen ist oder ob der
Antikorper gegen Hase bindet. Dafur wurde Leim aus Hasenhaut und Hasenohren
selber hergestellt (— Anhang B1.3). Die Proben wurden zusammen mit den anderen
beiden Hasen- und Kaninchenleimen in Carbonatpuffer UGberfiihrt, extrahiert,
stufenweise verdinnt und mittels ELISA nochmals auf Kollagen getestet. Die
Durchfuhrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (— Kap. 5.12.), die
Ergebnisse sind in Diagramm 10 dargestelit.

Das Diagramm 10 zeigt deutlich, dass weder die Kaninchen- noch die Hasenleime aus
eigener Herstellung positiv mit dem Kollagenantikdrper aus Kaninchen reagieren.
Weder ,,Kaninchen noch ,,Hasen* sind eine systematische Gruppen, sie gehdren beide
zu der Familie der Hasen (Leporidae), weshalb ihr Verwandtschaftsgrad genauso grof3
ist, wie mit den anderen Tieren aus dieser Familie. Der Antikdrper scheint nicht
zwischen Hase und Kaninchen zu unterscheiden. Der kommerzielle Hasenleim ist ein
wichtiges Beispiel dafur wie irrefihrend Handelsbezeichnungen sein kdnnen. Denn
anders als der Name vermuten l&sst, wird er laut Hersteller aus Abféllen von Hasen-
oder Kaninchenfell und anderen Kleintieren hergestellt. Die hohen Extinktionswerte fur
den kommerziellen Hasenleim konnen zwar die Verwendung von Hasen- und
Kaninchenhaut nicht ausschliel}en, zeigen aber, dass vor allem andere (Klein-) Tiere
verwendet worden sein missen. Zum Nachweis von Hasen- oder Kaninchenleim ware
ein Antikorper aus einer anderen Tierart, z.B. Ratte gegen Kollagen notwendig. Dieser
musste dann parallel mit dem Antikdrper aus Kaninchen gegen Kollagen getestet
werden, um Kollagen eindeutig nachzuweisen. Die Verwendung eines weiteren
Primarantikdrpers hatte zur Folge, dass mehr Probenmaterial bendtigt wird. Zudem
muss ein anderer Sekundarantikdrper verwendet, da der bisherige aus Ziege
ausschlieBlich gegen Primarantikdrper aus Kaninchen gerichtet ist. Alle in der Arbeit
aufgefuhrten Versuche haben aber gezeigt, dass die verwendeten Leime in der Regel
eine Mischung aus Abféllen unterschiedlicher Tierarten darstellen, unabhéngig von
ihrer Handelsbezeichnung, weshalb auf einen weiteren Antikdrper zum Nachweis von
Kaninchen- bzw. Hasenleim zugunsten der Probenmenge verzichtet wird.
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Diagramm 10: ELISA Ergebnis zur Uberpriifung, ob der Kollagenantikérper aus
Kaninchen (#ab34710) gegen sich selber binden kann anhand von Hasen- und
Kaninchenleimen aus eigener Herstellung sowie einem kommerziellen Hasenleim.
Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml mit stufenweiser Verdiunnung.
Extinktionswerte unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05 ODgisnm gelten als
negativ. (n = 2).
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Tabelle 13 bestatigt, dass der Fischkollagenantikorper (#T89171R) mit allen getesteten
Fischleimen, unabhéngig von der Herkunft oder Fischart, reagiert hat. Es kam zu keiner
Reaktion mit den herkdmmlichen Leimen aus Sédugetieren mit Ausnahme der beiden
Gelatinen. Gelatine wird primar aus Haut und Knochen von Schweinen und Rindern
gewonnen, aber auch Fische und Gefliigel werden heute verwendet. Das lasst darauf
schlielen, dass die hier getesteten Gelatinen neben Rind und/oder Schwein, auch Fisch
beinhalten und es deshalb zu einer Bindung mit dem Antikdrper kam. Allerdings
handelt es sich bei Gelatine um einen reinen, weniger denaturierten Leim, was die
Anzahl der durch Denaturierung verlorengegangener Epitope reduziert. Die Anzahl der
maoglichen Bindungsstellen erhoht sich und das Risiko fir Kreuzreaktionen steigt.
Daher kdnnen auch Kreuzreaktionen des Fischkollagenantikdrpers mit Gelatine ohne
Fischanteil nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

Der Storkollagenantikorper (AlS2006) hat mit Ausnahme der Hausenblase in Blattern
(Kremer #63100) mit allen Storleimen reagiert (Tabelle 13). Es kam zu keinen
Kreuzreaktionen mit anderen Fisch- oder Sdugetierleimen. Beim Hausen handelt es sich
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um eine Fischgattung aus der Familie der StOre. VVorversuche konnten bestétigen, dass
der Storkollagenantikdrper nicht spezifisch an den Sibirischen Stor bindet, aus dem er
hergestellt wurde, sondern gegen Stér im Allgemeinen (Daten hier nicht gezeigt). Daher
Ist es ungewohnlich, dass die Hausenblase in Blattern nicht reagiert hat. Dieses Produkt
war Ende des 20. Jahrhunderts in der Restaurierung sehr populdr, ist heute aber nicht
mehr erhéltlich. Das Aussehen und der niedrige Preis der Hausenblase in Blattern
unterscheiden sich stark von dem der anderen Storleime. Beim Erwarmen mit Wasser
ergibt der Leim eine milchig, irisierende LOsung. Naheres zur Herstellung bzw.
Aufbereitungsart dieses Produktes ist nicht bekannt. Warum die Reaktion bei der
Hausenblase in Blattern ausblieb, kann nicht abschlieend geklart werden. Dennoch
deutet es darauf hin, dass es sich bei dem Ausgangsmaterial nicht um eine Storart
handelt und/oder dass das Storkollagen bei der Aufbereitung derart denaturiert wurde,
dass die stOrspezifischen Epitope verlorenen gegangen sind und der Antikdrper nicht
mehr binden kann. Das Ergebnis zeigt erneut deutlich die Problematik der
kommerziellen Handelsbezeichnungen, aber noch wichtiger, es unterstreicht die
Bedeutung eines gut gewahlten Antigens fiir die Herstellung eines Antikorpers. Der
polyklonale Storkollagenantikdrper hat sich als hochspezifisch herausgestellt und eignet
sich daher zur eindeutigen Identifizierung von Storleim.

5.10.4Pflanzengummen (#JIM13, #MAC207, #MAC265)

Die monoklonalen Antikorpern #JIM13 und #MAC207 sind aus Ratte gegen
Arabinogalactan-Proteine. Bisher ist nur bekannt, dass sie mit dem Kohlenhydrat-
Epitop (beta)GlcAl->3(alpha)GalAl->2Rha auf Arabinogalactan-Proteinen reagieren,
die ein Bestandteil vieler Pflanzengummen ist. Die genauen Eigenschaften dieses
Epitopes sind aber noch nicht charakterisiert (Knox et al. 1991). Der monoklonale
Antikdrper #MAC265 ist ebenfalls aus Ratte und bindet laut des Produktdatenblattes
der Herstellerfirma an ein Epitop, das nur auf Tragant vorkommt, ohne es zu benennen.

Fur die Spezifitatsversuche erfolgt aus der Fille an moglichen Pflanzengummen (Typ,
Herkunft, Pflanzenart) eine kleine Auswahl. Weitere Spezifitatsprufungen durch den
Antikorper Hersteller sind dem — Anhang D3 zu entnehmen. Die drei Antikorper
wurden an sieben verschiedenen Gummen ausgetestet. Neben den typischen Vertretern
Tragant, Kirschgummi und zwei Gummi arabicum Proben wurden Ghatti Gummi,
Locust bean gum (aus Johannisbrotkernen) und Karayagummi (aus Arten der indischen
Stinkbdume (Sterculia)) mit in die Versuche aufgenommen. AulRerdem wurden zweli
unbekannte Proben untersucht, bei denen es sich um Bindemittel aus Syrien handelt, die
dort haufig unter den Bezeichnungen Sras und Kathira verwendet werden. Aufgrund
ihres Aussehens und ihrer Loslichkeit in Wasser wurde vermutet, dass es sich um
Gummen handelt. Alle Proben wurden in Carbonatpuffer Uberflihrt, extrahiert,
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stufenweise verdinnt und mittels ELISA auf Arabinogalactan-Proteine und Tragant
getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimerten ELISA Methode (— Kap.
5.12) und die Ergebnisse sind der Tabelle 14 zu entnehmen.

Tabelle 14: ELISA Ergebnisse zur Spezifitat von #JIM13, #MAC207 und #MAC265
an ausgewéhlten Pflanzengummen mit bekannter Herkunft und Proben unbekannter
Herkunft. Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte Verdiinnung
1:10. (+) gilt als positiv Nachweis (> 0,05 ODg414nm), (-) als negativ(< 0,05 ODg14nm). (N
= 2). Die Standardabweichungen hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis, weshalb sie
hier nicht aufgefuhrt sind.

Anti-Arabino- Anti-Arabino- Anti-
galactan-Proteine | galactan-Proteine Tragant
(#JIM13) (#MAC207) (#MAC265)
Antigene < T 8
(Pflanzengummen) (OD414nm) i | (ODgs14nm) 0 | (OD41anm) |\
Tragant (Sigma #G1128) 0,040 - 0,047 - | 0863 |+
Kirschgummi
(Kremer #63350) 0,724 + 0,720 + 0,009 |-
Locust bean gum
(Sigma #G0753) 0,359 + 0,003 - 0,000 |-
Karayagummi
(Sigma #0503) 0,383 + 0,028 - 0,003 |-
Ghatti Gummi
(Sigma #G0378) 0,935 + 0,679 + 0,009 |-
Gummi arabicum |
(Sigma #51198) 0,211 + 0,162 + 0,003 -
Gummi arabicum 11
(unbekannt) 0,904 + 0,171 + 0,009 |-
Sras
(syrisches Bindemittel) 0,041 - 0,042 - 0,915 [
Kathira
(syrisches Bindemittel) 0,281 + 0,033 - 0,000 |-

Tabelle 14 macht deutlich, dass #JIM13 und #MAC207 mit einer Reihe von
Pflanzengummen reagieren, wahrend #MAC265 tatsachlich Tragant spezifisch ist.
#JIM13 hat mit Ausnahme von Tragant auf alle getesteten Gummen positiv reagiert und
deckt ein breiteres Spektrum ab als #MAC207, der nicht an Tragant, Locust bean gum
und Karayagummi bindet. Bei den beiden Gummi arabicum Proben | und 11 féllt auf,
wie unterschiedlich die Reaktion mit #JIM13 ausfallt. Gummi arabicum wird aus
Akazienbdumen gewonnen, wovon es weltweit mehr als 900 verschiedene Arten gibt.
#JIM13 scheint empfindlich auf die Akazienart zu reagieren. Andernfalls handelt es
sich bei der Probe Il nicht um Gummi arabicum, sondern eine andere Pflanzengumme,
da die Herkunft der Probe nicht bekannt war.
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Beide Bindemittel aus Syrien konnten eindeutig als Pflanzengummen identifiziert
werden. Sras hat nur mit #MAC265 positiv reagiert, was bedeutet, dass es sich um
Tragant handelt. Kathira dagegen hat nur mit #JIM13 positiv reagiert, was ausschlief3t,
dass es sich bei der Probe um Tragant handelt. Eine ndhere Klassifizierung ist anhand
der verwendeten Antikdrper aber nicht moglich.

An Kunstobjekten und in der Restaurierung werden eine Fille an Polysacchariden und
Harzen aber auch anderen Pflanzensédften verwendet. Daher galt es die Selektivitat
sowie eventuelle Kreuzreaktivitdt der drei Antikorper mit diesen Materialien zu
uberprifen, um Fehlinterpretationen durch falsch-positiv Ergebnisse ausschlieRen zu
kdnnen (— Anhang B1.4). Cellulosen und Starken zéhlen zu den Polysacchariden und
werden beispielsweise in Form von Hydroxypropylcellulose (Klucel G) und Weizen-
oder Reisstarke haufig in der Papierrestaurierung verwendet. Die japanische Funori
Rotalge kommt zum Verkleben von Papierfasern vor und basiert ebenfalls auf
Polysacchariden. Bei den natiirlichen Harzen handelt es sich auch um Baum- und
Pflanzenexsudate, die im Gegensatz zu den Gummen nicht wasserloslich sind und
hauptsachlich aus Di-, Tri- und anderen Polyterpenen bestehen. Dammar, Mastix oder
Kopal bilden haufig die Grundlage fir Firnisse und Uberziige. Feigenbaumsaft findet
Erwahnung als schwaches Netz-, Binde- und Konservierungsmittel fir Wasserfarben,
als Bindemittelzusatz in der Temperamalerei oder auch zum Anlegen von Blattgold
(Brachert 2001). Es handelt sich ebenfalls um ein aus einer Pflanze stammendes Terpen.

Die verschiedenen Polysaccharide, Harze und Feigensaft wurden in Carbonatpuffer
uberfuhrt, extrahiert, stufenweise verdinnt und mittels ELISA auf Kreuzreaktivitat mit
#JIM13, #MAC207 und #MAC265 getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach der
optimierten ELISA Methode (— Kap. 5.12) und die Ergebnisse sind in Tabelle 15
aufgelistet.

Tabelle 15: ELISA Ergebnisse zur Kreuzreaktivitat von #JIM13, #MAC207 und
#MAC265 an ausgewdhlten Polysacchariden, Naturharzen und Pflanzenséften.
Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte Verdiinnung 1:10. (+) gilt
als positiv Nachweis (> 0,05 ODgianm), (-) als negativ (< 0,05 ODaianm). (/) nicht
getestet. (n = 2). Die Standardabweichungen hatten keinen Einfluss auf das Ergebnis,
weshalb sie hier nicht aufgefihrt sind.

Anti-Arabino- Anti-Arabino- Anti-Tragant
galactan-Protein | galactan-Protein | (#MAC265)
(#JIM13) (#MAC207)
Antigene 2 2 2
(Polysaccharide, Harze, é @, @)
Pflanzensaft) (O D414nm) ULJ (O D414nm) Lﬁ (O D414nm) Lﬁ
Klucel G (#TAD010004) 0,000 - 0,000 - 0,001 -
Methylcellulose
(Fisher #10144440) 0,000 - 0,000 - 0,001 -
(Hydroxypropyl)-methyl 0,000 - 0,001 - 0,000 |-
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Cellulose (Sigma #H7509)

Dextrin/Kartoffelstarke

(Kremer #63420) 0,001 - 0,001 - 0,000 -
Reisstarke

(Kremer #63440) 0,000 - 0,000 - 0,000 -
Weizenstarke

(Kremer #63451) 0,001 - 0,000 - 0,000 -
Funori (Kremer #63477) 0,007 - 0,004 -
Mastix (Sigma #G0878) 0,026 - 0,007 - 0,002 -
Dammar (Kremer #60001) 0,002 0,003 -
Manila Kopal

(Kremer #60150) 0,030 0,002 -
Feigenbaumsaft

(Ficus Benjamini) 0,003 - 0,002 -

Tabelle 15 beweist, dass keiner der drei AntikOrper Kreuzreaktionen mit den getesteten
Polysacchariden, Harzen oder Feigensaft aufweist.

Bdaume und Straucher sind nicht nur die Produzenten der meisten Pflanzengummen
sondern bilden auch die Basis fir eine Vielzahl von Kunstobjekten (Mobel,
Tafelgemalde, Skulpturen). Sie bestehen u.a. aus Cellulose, Hemicellulose und Lignin.
Proben von Kunstobjekten auf Holz kdnnen je nach Fragestellung kleine Mengen des
Tréagermaterials beinhalten, da eine Trennung der Schichten bei der Entnahme nicht
immer mdoglich ist, oder eine Fragestellung sich spezifisch auf den Holztrager bezieht.
Daher wurde Uberpruft, ob es zu Reaktionen zwischen den Antikérpern und
verschiedensten  Holzarten kommt. Laut Hersteller bindet #JIM13 an
Rhamnogalacturonan | (Galacturonsduren mit Rhamnoseeinheiten) aus Bergahorn,
weshalb er in die Versuche mit aufgenommen wurde. Daneben wurden verschiedenen
Obstholzer (Apfel, Birne, Pflaume, Kirsche) getestet, da sie bekannte Lieferanten von
Pflanzengummen sind (z.B. Kirschgummi). Auferdem wurden verschiedene Laub-
(Eiche, Nussbaum, Kastanie, Linde, Pappel) und Nadelhdlzer (Fichte, Zeder)
untersucht. Die 12 Holzarten wurden in Carbonatpuffer (berfiihrt, extrahiert,
stufenweise verdinnt und mittels ELISA auf Kreuzreaktivitdt mit #JIM13 und
#MAC265 getestet. Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode
(— Kap. 5.12) und die Ergebnisse sind in Diagramm 11 dargestellt.
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Diagramm 11: ELISA Ergebnisse zur Kreuzreaktivitat von #JIM13 und #MAC265 an
ausgewahlten Holzarten. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 10 mg/ ml, dargestellte
Verdinnung 1:10. (n = 2). Extinktionswerte unterhalb des Cut-off von 0,05 ODg414nm
gelten als negativ.

1,000
0,900 u Pflaume
m Kirsche

0.800 m Apfel
£ 0,700 ®Bime
g 0,600 m Zeder
= m Fichte
g 0,500 = Ahorn
E 0,400 u Roteiche
z Nussbaum
-é. 0.300 # Rosskastanie
c m Pappel

Linde
#IIM13 #MAC265
Arabinogalactan-Protein Tragant
Holzart und verwendeter Antikdrper

Diagramm 11 macht deutlich, dass es zu schwach-positiven Reaktionen von #JIM13 mit
verschiedenen Holzarten kommt. Die Obsthdlzer mit Ausnahme des Kirschbaumholzes
haben alle schwach-positiv mit #JIM13 reagiert. Auffallig ist, dass beide Nadelhdlzer
(Zeder und Fichte) ebenfalls schwach-positiv reagieren. Das konnte darauf
zurlickzufuhren sein, dass sie mehr Galacturonsaure enthalten als Laubhdlzer (Euring
2008). Bei den Laubholzer hat erwartungsgemal Ahornholz, aber auch Nussbaum und
Pappel schwach-positiv reagiert (ODg14nm > 0,05). Bei den anderen Holzern liegen die
Extinktionswerte unterhalb des Cut-off von 0,05 ODgisnm, Weshalb sie als negativ
gewertet werden. Bei #MAC265 kam es bei keiner Holzart zu einer Reaktion, weshalb
Kreuzreaktionen dieses Antikdrpers mit den getesteten Holzern ausgeschlossen werden
kdnnen.

Es ist festzuhalten, dass es bei der Verwendung von #JIM13 zu Kreuzreaktionen mit
verschiedenen Holzarten kommt. Insgesamt sind die Extinktionswerte bei einer
Probenmenge von 1 mg aber eher schwach. Die Probenmengen von Kunstwerken
hingegen liegen in der Regel weit unter dieser GroRRe. Dartiber hinaus besteht das
Probenmaterial je nach Fragestellung und Objekt weniger aus dem Tragermaterial, als
vielmehr aus den Schichten (Fassung, Uberzug) dariiber. Trotzdem sollte im Falle einer
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Untersuchung auf Pflanzengummen mittels ELISA bei der Probenentnahme darauf
geachtet werden, dass kein oder méglichst wenig Tragerholz mit entnommen wird.
Ganz auszuschlieRen sind migrationsbedingte falsch-positiv Ergebnisse in den dariber
liegenden Schichten aber nicht. Sollte der Nachweis in einer Probe, die auch
Holzanteile enthalt, mit #JIM13 stark-positiv ausfallen, gilt es als eindeutiger Nachweis,
dass auch Pflanzengummen enthalten sind. Sollte der Nachweis aber nur schwach-
positiv sein, ist das Ergebnis nicht eindeutig. Manchmal kénnen Objektherkunft,
Holzart, Probengrélie und —aufbau helfen eine Ergebnisinterpretation zu unterstitzen.

Die Versuche zur Spezifitat und Kreuzreaktivitat der drei monoklonalen Antikorper
#JIM13, #MAC207 und #MAC265 haben gezeigt, dass #JIM13 ein breiteres Spektrum
an Pflanzengummen abdeckt als #MAC207, weshalb in der Folge auf die Anwendung
von #MAC207 verzichtet wird. #MAC265 reagiert ausschlieBlich ohne jegliche
Kreuzreaktionen mit Tragant und ermdglicht so eine eindeutige Identifizierung. #JIM13
reagiert nicht mit Tragant, weshalb bei einer Bindemitteluntersuchung auf
Pflanzengummen mittels ELISA stets #JIM13 und #MAC265 verwendet werden
sollten. Wahrend #MAC265 also antigen- und gattungsspezifisch ist, ist #JIM13 nur
epitopspezifisch (— Kap. 4.2). Bei holzhaltigen Proben ist die Verwendung von
#JIM13 kritisch, da der Antikdper schwache Kreuzreaktionen mit verschiedenen
Holzarten aufweist.

AbschlieBend muss festgehalten werden, dass aus der Fille an verschiedenen
Pflanzengummen aus den unterschiedlichsten Pflanzenarten nur Einzelproben getestet
werden konnten. Es ist davon auszugehen, dass #JIM13 nicht mit allen weltweit
existierenden Pflanzengummen reagiert, was man schon wegen der schwankenden
Extinktionswerte der getesteten Gummen erwarten muss (Tabelle 14). Das Beispiel mit
den beiden Gummi Arabicum Proben macht deutlich, dass der Antikorper sogar schon
innerhalb einer Gummenart unterschiedlich reagiert. Um mdgliche falsch-negativ
Ergebnisse nicht falsch zu interpretieren, werden in der vorliegenden Arbeit nur stark-
positive Ergebnisse als eindeutiger Nachweis fur Gummen gewertet. Eine néhere
Eingrenzung der Gummen ist mit Ausnahme der eindeutigen Identifizierung von
Tragant mit den eingesetzten Antikdrpern ist nicht moglich.

5.11 Zusammenfassung und Diskussion

Die Experimente zur Optimierung und Erweiterung der Versuchsparameter der
indirekten ELISA Methode mit Meerrettich Peroxidase konjugierten Antikérpern zum
Nachweis von Proteinen und Pflanzengummen haben gezeigt, dass die Wahl der
Materialien (Mikrotiterplatten), Reagenzien (Puffer), Inkubationsdauer und -Temperatur
entscheidenden Einfluss auf die ELISA Methode haben kann und dass durch gezielte
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Veranderungen eine Erhohung der Assayempfindlichkeit moglich ist. Je nach
Anwendungsgebiet und Fragestellung sind diese Parameter fiir jedes ELISA System neu
zu Uberprifen. Die vorgestellten Ergebnisse beziehen sich daher nur auf die hier
verwendete Methode.

Die Extraktionsversuche haben gezeigt, dass eine Dauer von mindestens 5 Stunden bei
37 °C die Wiederfindungsrate fir Proteine verdoppeln kann. Eine
Ultraschallbehandlung oder Verlangerung der Extraktion darlber hinaus ergab keine
signifikante Erhohung. Der Extraktionsprozess kann durch gelegentliches Aufschitteln
des Probenansatzes auf dem Vortex unterstutzt werden. Die Extraktion auf der Basis
wassriger Puffersysteme ist unter anderem protein- und matrixabhangig, scheint aber in
den meisten Féllen fiir eine Untersuchung mittels ELISA ausreichend. Die Wahl der
Extraktionspuffer ist weniger abhangig von dem pH-Wert als von den Zusétzen. Die
Versuche haben keine signifikanten Unterscheide zwischen pH 7,4 und pH 9,6 gezeigt.
Aber der Zusatz von 1 % SDS im Extraktionspuffer hat das ELISA System
entscheidend gehemmt. Zusédtze von Detergenzien und Chelatbildnern kénnen zwar
helfen die proteinhaltigen Bindemittel aus ihrer komplexen Matrix herauszultsen, sie
sind aber auf ihren Einfluss auf das jeweilige ELISA System zu Uberpriifen. Bei Puffern
mit vielen Zusatzen wie beispielsweise in Tris-HCL kann es aufwendig und zeitintensiv
sein, jede Komponente auf ihre Auswirkung zu Uberprufen. Der Carbonatpuffer (pH
9,6) ohne Zusatze hat im Zuge der Untersuchungen konstante Ergebnisse erzielt,
weshalb er als Extraktionspuffer festgelegt wurde.

Die Versuche zu verschiedenen Mikrotiterplatten zeigten, dass weniger die Art des
Kunststoffes (PS oder PVC) oder der Oberflachenmodifikation der getesteten Platten
bei den eingesetzten Antigenen ausschlaggebend ist als vielmehr der Durchmesser und
damit die Fullhohe der Wells bei gleicher Probenmenge. Nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz gilt bei der photometrischen Messung, je langer der Strahlenweg durch ein
Medium, desto hoher die optische Dichte (Extinktion). Das bedeutet im Umkehrschluss,
je schmaler und Kleiner die Wells einer Mikrotiterplatte, desto weniger Probenmaterial
wird benotigt, weshalb die Mikrotiterplatte mit dem kleinsten Welldurchmesser
ausgewahlt wurde (PVC #353912).

Die Assayempfindlichkeit kann durch die Dauer und Temperatur der Inkubation der
Antigene und Antikorper beeinflusst werden. Die Antigeninkubation fiir 16 Stunden bei
4 °C im Vergleich zu 37 °C fihrte zu einer deutlichen Erh6hung der Signalstérke. Die
Ergebnisse zeigen, dass die nachzuweisenden Proteine temperaturempfindlich sind. Bei
der Inkubation der Primé&rantikorper fur 16 Stunden bei 4 °C im Vergleich zu einer
Stunde bei RT konnte ebenfalls eine deutliche Steigerung der Signalstarke erreicht
werden. Dabei ist die geringere Empfindlichkeit bei der 1-stlindigen Inkubation weniger
der Temperatur geschuldet als vielmehr der verkirzten Zeit. Es lasst sich festhalten,
dass verlangerte Inkubationszeiten bei niedrigen Temperaturen zu einer Erhéhung der
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Assayempfindlichkeit fuhren. Wenn die Empfindlichkeit nicht im Vordergrund steht
(bei hohen Konzentrationen) kdnnen Assays mit einer kirzeren Inkubationszeit
durchgefuhrt werden. Dann kdnnen leicht erhéhte Temperaturen unter Umstdnden
helfen die Reaktion (Bindung) zu beschleunigen (Crowther 2001). Da die
Empfindlichkeit der Nachweismethode bei Proben von Kunstobjekten ausschlaggebend
sein kann, wurde die Inkubation der Antigene sowie der Primarantikorper auf 16
Stunden bei 4 °C festgelegt. Fur die Inkubation der Sekundarantikérper fanden sich in
der Literatur keine Angaben zu verlangerten Inkubationszeiten, weshalb sie 90 Min. bei
37 °C inkubiert wurden (Schultz 2006).

Um unspezifische Bindungen und somit falsch-positiv Ergebnisse zu vermeiden, ist das
Abblocken freier Bindungsstellen in den Wells bei einer ELISA Untersuchung
essentiell. Dabei muss darauf geachtet werden, dass die in der Regel proteinische
Blockreagenz nicht identisch mit den im Versuch nachzuweisenden Proteinen ist. Die
Verwendung von Fertiglosungen ist einfach und schnell, aber oft sind die exakte
Zusammensetzung und/oder Zusétzen nicht bekannt. Sie sind daher sehr genau auf ihre
Beeinflussung des jeweiligen ELISA Systems zu uberprifen. Im Fall von ELISA
Blocker™ und SEA Block™ (Pierce), die laut Hersteller den Nachweis der in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Proteinen nicht beeinflussen sollten, kam es zu leicht
erhdhten Extinktionswerte bei Verwendung des Kaseinantikorpers. Der Zusatz von
geringen Mengen Kasein kann aufgrund seiner ausgezeichneten Blockeigenschaften
nicht ausgeschlossen, weshalb auf ihren Einsatz verzichtet wurde. Bei der Verwendung
von 5 % NCS in PBS kam es zu konstant niedrigen unspezifischen Bindungen bei allen
getesteten Antikorperpaaren (Primar- und Sekundarantikorper).

Die Bestimmung des Cut-off, der Extinktionswert, ab dem ein ELISA Ergebnis als
positiver Nachweis zu werten ist, erfolgte aus den unspezifischen Bindungen jedes
Antikdrperpaares in antigenfreien Wells nach der 3 Sigma Regel (Mittelwert +3*SD)
und konnte fur die eingesetzte ELISA Methode auf 0,05 ODgj14nm festgelegt werden.
Aufgrund von Antikorperchargen bedingten Schwankungen und/ oder Kontamination
kam es vereinzelt zu héheren Werten, weshalb es eine Grauzone zwischen 0,05-0,1
OD414nm gibt, die kritisch ist und nicht als eindeutig positiv zu werten ist.

Die Uberpriifung der verwendeten Antikorper hat ergeben, dass sie hochspezifisch sind
und mit Ausnahme von #JIM13 keine Kreuzreaktionen untereinander oder mit anderen
getesteten Substanzen aufweisen. Die Untersuchung eihaltiger Proben hat gezeigt, dass
anti-Phosvitin (#5C-46681) nicht fur den Einsatz an Proben von Kunstwerken geeignet
ist, da er schon bei ungealterten Eigelbproben nur schwach positiv reagierte. Mit anti-
Ovalbumin (#AB1225) hingegen konnte in allen eihaltigen Proben, unabhéngig, ob
Eiklar, Eigelb oder Vollei verwendet wurde, Ovalbumin eindeutig nachgewiesen
werden. Die Versuche haben darliiber hinaus gezeigt, dass sich Ovalbumin und
Phosvitin nicht fur tierartenspezifische Untersuchungen eignen, da sie mit Huhn- und
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Wachteleiern  reagieren. Das ist vermutlich auf Homologien in den
Aminosauresequenzen von Ovalbumin und Phosvitin aus Huhn und Wachtel
zurlickzufuhren (Webster et al. 1981, Byrne 1984). Der Nachweis von Ovalbumin
bestétigt daher nur, dass sich Ei in der Probe befindet, aber nicht welcher Teil vom Ei
verwendet worden ist, noch von welcher Vogelart es stammt. Ahnlich verhalt es sich
mit anti-Kasein (#RCAS-10A). Die Versuche mit diesem Antikdrper haben gezeigt,
dass ein eindeutiger Nachweis von Kasein unabhangig der Herkunft und Aufbereitung,
moglich ist. Die unterschiedlich aufgeschlossenen Kaseine wiesen teilweise erheblichen
Schwankungen der Signalstarke auf, was weniger mit der AntikOrperspezifitat, als
vielmehr mit der Extraktion zu tun hat. Mit Kalk aufgeschlossenes Kasein ist wenig bis
gar nicht wasserloslich, die Proteinausbeute also gering, was zu einer schwécheren
Reaktion im ELISA fihrt. Ist in einer Probe Kalkkasein zu erwarten (z.B. bei
Wandmalereiproben), gilt es zu beachten und wenn moglich, die Probenmenge zu
erhohen.

Die Untersuchungen der drei Kollagenantikérper verdeutlichen, dass anti-Kollagen
(#ab34710) mit allen getesteten Leimen, unabhéngig der Herkunft (Sdugetier oder
Fisch) reagiert. Allerdings ist der Antikorper aus Kaninchen nicht in der Lage mit
Kaninchen- und Hasenkollagen zu reagieren, da ein Organismus in der Regel keine
Antikorper gegen sich selber herstellen kann. Durch die eigene Herstellung
tierartenspezifischer Leime konnte bestitigt werden, dass es sich bei dem
kommerziellen Hasenleim (Kremer #63025), weniger, wenn tberhaupt, um Hasen- oder
Kaninchenhaut als vielmehr um eine Mischung aus kollagenhaltigem Material von
unterschiedlichen Tierarten handelt. Eine Unterscheidung von Haut- und Knochenleim
ist mittels des eingesetzten Antikdrpers nicht moglich, weshalb auch keine Aussagen
zur Art des Ausgangsmaterials (Haut und/oder Knochen) gemacht werden kdnnen.

Anti-Fischkollagen (#T89171R) hat mit allen getesteten Fischleimen (kommerziell oder
eigene Herstellung) eindeutig positiv regiert. Die Reaktion mit Gelatine (Sigma
#G2500, Kremer #63040) ist nicht abschlieBend zu kléren, basiert aber
hdchstwahrscheinlich auf der Verwendung von Fisch bei der Herstellung der Gelatine,
weshalb  hier nicht wvon einer Kreuzreaktion ausgegangen wird. Der
Storkollagenantikorper (AIS2006), der aus einer Auftragsimmunisierung von 2006
stammt, ist hochspezifisch und reagiert ausschliellich mit Stoérkollagen. Eine
Identifizierung der Gattung, nicht der Art ist somit moglich. Es konnten keine
Kreuzreaktion mit anderen S&ugetier- oder Fischleimen festgestellt werden. Allerdings
blieb der Nachweis von Storkollagen bei der kommerziellen Hausenblase in Blattern
(Kremer #63100) aus. Das lasst darauf schlielen, dass es sich bei dem Produkt,
entweder nicht um Stor handelt, oder die storspezifischen Epitope, die fur die
Antikorperbindung notwendig sind, durch die Aufbereitung der Storblase verloren
gegangen sind. Die Herstellung eigener Leime hat gezeigt, dass kommerzielle Produkte
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sich nicht fur tierartspezifische Untersuchungen eignen und verdeutlicht dartiber hinaus
die Problematik der kommerziellen Handelsbezeichnungen. Die Bezeichnungen sind
oftmals eher als Qualitatsmerkmal zu verstehen und beziehen sich weniger auf die
Zusammensetzung oder Herkunft. So steht ,,Hasenleim“ oder ,,Storleim* in der
Restaurierung flr einen besonders hochwertigen Hautleim bzw. Schwimmblasenleime.
Trotz seiner relativ dunklen Eigenfarbe wird Hasenleim aufgrund seiner hohen
Elastizitat bevorzugt fur Grundierungs- und Vergoldungstechniken verwendet (Wehlte
2009). Studien zur Verwendung von Hecht- und Karpfenblasenleimen als Alternative zu
Storleim haben gezeigt, dass die guten Leimeigenschaften weniger von der Fischart als
vielmehr vom Ausgangsmaterial (Schwimmblase) abhangen (GeiRinger 2006). Die
Uberlegung Handelsbezeichnungen weniger nach der Tierarten (Hase, Stor) als
vielmehr nach dem Ausgangsprodukt (Haut, Schwimmblase) zu benennen, konnte in
der Zukunft die Diskussion uber die verwendeten Tierarten hinfallig werden lassen.

Die Untersuchung der drei Gummen-Antikorper bestatigt, dass #MAC265
hochspezifisch nur mit Tragant reagiert. #MAC207 reagierte mit weniger als der Halfte
der getesteten Pflanzengummen positiv, weshalb auf den Einsatz dieses Antikdrpers in
der Folge verzichtet wird. #JIM13 zeigte schwache Kreuzreaktionen mit verschiedenen
Holzern, was bei der Untersuchung von realen Probenmaterial berlicksichtigt werden
muss. Der Antikorper reagierte aber mit Ausnahme von Tragant mit allen getesteten
Pflanzengummen. Aufgrund der zahllos existierenden verschiedenen Pflanzengummen
weltweit kann nicht ausgeschlossen werden, dass er nicht mit allen Gummen reagiert.
Negative Ergebnisse bedeuten daher nicht, das keine Pflanzengummen in der Proben
enthalten sind, sondern dass #JM13 keine Gummen detektiert hat, was prinzipiell auf
alle eingesetzten Antikorper zutrifft.

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen an ungealterten, reinen Bindemittelproben hat
ergeben, dass Werte zwischen 0,05-500 ng/Well je nach eingesetztem Antigen und
Antikdrper erreicht werden konnten. Die Nachweisgrenzen fur Ovalbumin und Kasein
lagen bei 0,05ng/Well, fur die getesteten tierischen Leime zwischen 5-50 ng/Well und
fur die Pflanzengummen sogar zwischen 1-500 ng/Well mit den entsprechenden
Antikorpern. Diese Nachweisgrenzen gelten nur fur die in diesen Versuchen
eingesetzten Antikorper, Antikorperchargen, Antigene und das verwendete ELISA
System. Die Ergebnisse veranschaulichen die Problematik einer Quantifizierung der
proteinhaltigen Bindemittel aus unbekanntem Probenmaterial von Kunstwerken mittels
der ELISA Methode. Neben Schwierigkeiten der Extraktion (— Kap. 5.4) und
Materialmischungen und -Degradation, auf die im Verlaufe der Arbeit noch
eingegangen wird, ist vor allem die Affinitdt der AntikOrper zu den jeweiligen
Antigenen zu nennen. Die Versuche verdeutlichen, dass ein Antikdrper sehr
unterschiedlich auf verschiedene Antigene der gleichen Gruppe reagieren kann. Die
Verwendung von allgemeinen Gruppenmarkern wie Kollagen oder Arabinogalactan-
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Proteinen kann bei der Vielzahl an mdglichen Antigenen und Mischungen in den
meisten Féllen nur zu einer ja/nein Aussage fuhren. Eine Eingrenzung der Herkunft
oder eine Quantifizierung ware dann im Idealfall an ungealterten, reinen Bindemitteln
nur mit weiteren spezifischen Antikérpern méglich (z.B. Stor oder Tragant).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die Uberpriifung der einzelnen
Versuchsparameter eine Optimierung der ELISA Methode erzielt werden konnte. Die
Erweiterung der Methode zum Nachweis von Proteinen und Gummen hat gezeigt, dass
die eingesetzten Antikorper eine hohe Spezifizitdt aufweisen. Die schrittweise
Durchfuhrung der optimierten Methode ist im Anschluss nochmal zusammengefasst
und im néchsten Kapitel folgt die Anwendung der Methode an definierten, teilweise
gealterten Probekdorpern.

5.12 Optimierte indirekte ELISA Methode zur Untersuchung von
realem Probenmaterial (Protokoll)

»  Extraktion der Probe (__pg/__pl) in Carbonatpuffer (0,05M NaCOs, pH 9,6) fiir
16 Stunden bei 37 °C, regelmélig aufschutteln (Vortex). 10 Minuten bei 18890
RZB zentrifugieren und Uberschuss mit den extrahierten Proteinen abnehmen.
Herstellung von Verdinnungsstufen in Carbonatpuffer und ansetzen der
Positivkontrollen (— Anhang A2)

»  Beschicken der PVVC Mikrotiterplatte (BD Biosciences); Adsorption des Antigens:
50 pl Probensuspension/Well fiir 16 Stunden abgedeckt bei 4 °C inkubieren.

Probensuspension auswerfen und 3x waschen mit 150 ul PBS/Well (pH 7,4).

Blocken freier Bindungsstellen mit 100 ul Blockpuffer/Well (5 % NCS/PBS) 1
Stunde bei RT inkubieren.

Auswerfen des Blockpuffers.

Zugabe von 50 ul  Primarantikérper/Well ~ (1:1000  Ovalbumin
(Chemicon/Millipore #AB1225), 1:1000 Kasein (ICL #RCAS-10A), 1:500
Kollagen (Abcam #ab34710), 1:500 Stdrkollagen (nicht kommerziell A1S2006),
1:200 Fischkollagen (Biodesign #T89171R), 1:10 Gummen (CCRC #JIM13,
#MAC265) in 5 % NCS/PBS) fiir 16 Stunden bei 4 °C inkubieren.

»  Losungen auswerfen und 4x waschen mit 150 pl Waschpuffer 1/Well (0,05 %
Tween 20/PBS).

»  Zugabe von 50 pl enzymmarkierter Sekundarantikérper/Well (1:500 GARb/PO
(Southern Biotech #4050-95), 1:1000 GARt/PO (Southern Biotech #3050-05) in 5
% NCS/PBS 1,5 Stunden bei 37 °C inkubieren.
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>

Losungen auswerfen, 4x waschen mit 150 pl Waschpuffer [1/Well (0,005 %
Tween/PBS) und 1x mit 150 pl PBS/Well.

Zugabe von 50 pl Substratpuffer/Well (ABTS® in 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer
(pH 4,9), 0,003 % H,0,) fir 10 Minuten bei RT inkubieren.

Zugabe von 50 pl Stopp-Puffer/Well (0,05 % NaNs/ 0,1 M Phosphat-Citrat-
Puffer)

photometrische Messung der optischen Dichte bei 414 nm.
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6 Anwendung der ELISA Methode an definierten
Probekorpern

Vor dem Einsatz an realem Probenmaterial wurde die optimierte ELISA Methode an
drei verschiedenen Gruppen von Referenzproben auf ihre Anwendbarkeit und
Zuverlassigkeit hin Gberprift und der Einfluss von Pigmenten und Alterung auf die
Nachweisreaktion Uberprift. Die erste Gruppe beschéftigt sich mit Fassungsproben
bekannter Zusammensetzung einer 2005 hergestellten polychromen Probeplatte mit bis
zu 4 verschiedenen proteinischen Bindemitteln (— Anhang B2.1). Die zweite Gruppe
umfasst 22 Fassungsproben aus der Referenzsammlung der Universitat in Pisa, deren
Zusammensetzungen der Autorin vor und wahrend der Analyse nicht bekannt waren.
Den Abschluss bildet eine Gruppe von 40 kunstlich gealterten Fassungsproben mit
bekannter Zusammensetzung aus dem Getty Conservation Institute. Die beiden letzten
Gruppen wurden darlber hinaus mit einer zweiten ELISA Methode basierend auf
Alkalischer Phosphatase markierten Antikorpern untersucht. Diese unverdffentlichte
Methode wurde anfanglich, im Rahmen eines Forschungsaufenthaltes der Autorin am
Metropolitan Museum of Art New York, parallel zur der eingesetzten Methode
entwickelt. Mittlerweile wird dort aber auch mit dem in dieser Arbeit entwickelten
ELISA System gearbeitet. Die beiden Methoden werden aufgrund ihrer
Enzymmarkierung in der Folge als HRP (horseradish peroxidase) und AP (Alkalische
Phosphatase) ELISA Methode bezeichnet. Die Durchfuhrung der AP ELISA Methode
ist dem — Anhang C zu entnehmen.

6.1 Probetafel mit Fassungsaufbau — Versuche zum Nachweis
unterschiedlicher Proteine innerhalb einer Probe

Die nachfolgenden Untersuchungen an Fassungsproben von einer Probetafel mit
bekannter Zusammensetzung sollten zeigen, ob mehrere proteinhaltige Bindemittel
innerhalb einer Probe mittels ELISA nachgewiesen und dariiber hinaus bestimmten
Schichten im Fassungsaufbau zugeordnet werden konnen. Die Basis der Probeplatte
(PT) bilden drei Schichten: Grundierung aus Kreide und tierischem Leim (Kollagen),
dartiber eine Fassungsschicht aus Griiner Erde und Boraxkasein und abschlieRend einer
Schicht aus frz. Ocker und Vollei (— Anhang B2.1, #PT5) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Anschliff der Probe #PTS5 der Probetafel. V.u.n.o.: Grundierung
(tierischer Leim/Kreide), griine Schicht (Kasein/Grine Erde) und orange Schicht
(Vollei/frz. Ocker)

Vollei/
frz. Ocker

+ Kasein/
~ Griine Erde

: Tierischer Leim/
I = Kreide
S

Es wurden drei Proben von der Probetafel im Bereich #PT5 genommen: Probe #1
umfasste alle drei Fassungsschichten, Probe #2 enthielt lediglich die Kasein und Ei
gebundenen Malschichten und Probe #3 nur die Kollagen und Kasein gebundenen
Schichten. Bei den Proben #2-3 wurden die relevanten Schichten unter VergroRerung
mit einem Skalpell nach der Probenahme vom Rest so gut wie mdglich getrennt. Alle
drei Proben wurden in Carbonatpuffer Uberfihrt (150 pg/ 500 pl), extrahiert,
Verdinnungsstufen erstellt und auf Ovalbumin, Kasein und Kollagen mittels ELISA
untersucht. Die Durchflihrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (— Kap.
5.12), die Ergebnisse sind in Diagramm 12 dargestellt.

Diagramm 12 bestatigt die Anwesenheit aller drei Proteine in Probe #1. In Probe #2
wurden lediglich Ovalbumin und Kasein nachgewiesen, wahrend Kasein und Kollagen
in Proben #3 detektiert worden sind. Zudem wurden Spuren von Ovalbumin (< 0,1
ODy14nm) in Probe #3 erfasst, die auf Penetration der Ei gebundenen Fassungsschicht in
die darunterliegende Kasein-Schicht zurtickzufihren ist. Das Ergebnis erlaubt in diesem
Fall eine Zuordnung der Proteine zu bestimmten Schichten: Das Fehlen von Kollagen in
Probe #2 lasst den Schluss zu, dass das Bindemittel fir die Grundierung tierischer Leim
war, wahrend die Uberwiegende Abwesenheit von Ovalbumin in Probe #3 darauf
hindeutet, dass das Bindemittel der griinen Fassungsschicht Kasein ist.
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Diagramm 12: ELISA Ergebnisse der Untersuchung an drei verschiedenen
Fassungsproben bekannter Zusammensetzung (Probetafel). Test auf Ovalbumin, Kasein
und Kollagen. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 150 pg/ 500 pl. Dargestellte
Verdunnungsstufe: 1:10. Cut-off: 0,05 ODg14nm. (N = 2).

1,400
1,300 T
1,200

1,100
1,000 -
0,900
0800 -
0,700
0,600 -
0,500
0,400 - I
0,300 -
0,200
0,100 -
0,000

Ovalbumin Kasein  Kollagen Ovalbumin Kasein Kollagen Ovalbumin Kasein  Kollagen

Optische Dichte OD (414nm)

#1 alle 3 Fassungsschichten #2 nur kasein- und eihaltige #3 nur kollagen- und kaseinhaltige
Fassungsschichten Fassungschichten

Proben und Zielmolekiil

Eine weitere Probe der Probetafel mit allen drei Fassungsschichten sowie einer diinnen
Schicht Storleim, die einer Malschichtfestigung nachempfunden ist (— Anhang B2.1,
#PT10), wurde mittels ELISA auf Ovalbumin, Kasein, Kollagen (unspezifisch),
Fischkollagen und Stérkollagen hin untersucht. Der Versuch soll zeigen, ob mehr als
drei Bindemittel innerhalb einer Probe nachweisbar sind und dartber hinaus eine
weitere Differenzierung der tierischen Leime moglich ist. Die Probe wurde in
Carbonatpuffer tberfuhrt (150 pg/ 500 pl), extrahiert und Verdinnungsreihen erstellt
(1:5, 1:10, 1:50). Die Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (—
Kap. 5.12). Das Ergebnis in Diagramm 13 bestétigt die Detektion von Ovalbumin,
Kasein, Kollagen sowie Fisch- und Storkollagen. Aussagen zur Lokalisierung der
Bindemittel innerhalb des Schichtenaufbaus sind hier nicht mdoglich, da keine
Schichtentrennung der Probe im Vorfeld stattfand. Ob nur Stoérleim oder eine Mischung
aus tierischen Leim, Fisch- und Storleim verwendet worden ist, kann mit den hier
verwendeten Antikorpern nicht geklart werden, da alle drei Kollagenantikorper beim
Einsatz von Storleim positiv reagieren (— Kap. 5.10.3, Tabelle 13).
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Diagramm 13: ELISA Ergebnis einer Fassungsprobe bestehend aus drei
Fassungsschichten (Kreide/Kollagen, Griine Erde/Kasein, Frz, Ocker/Vollei) und einer
Malschichtfestigung (Storleim) als AbschluBschicht. Probenansatz in Carbonatpuffer
(w/v) 150 pg/ 500 pl. Cut-off 0,05 ODg414nm. (n = 2).
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1,500

1.400
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= 1.200 -
E 1.100 -
s 0900 =15
o 0.800 - a =
£ 0,700 - m1:10
£ 0.600 - 1:50
= 0,500
% 0.400 -
£ b i i

0.100 - i =

0.000

Ovalbumin Kasein Kollagen Fischkollagen Storkollagen
#PT10 (Kreide/Kollagen, Griine Erde/Kasein, frz. Ocker/Vollei,
Storleimfestigung)
Probe, Verdiinnungsstufen und Zielmolekiil

Die Versuche belegen, dass mehrere unterschiedliche Proteine/Bindemittel auch in
komplexen Proben eindeutig nachweisbar sind. Eine Zuordnung oder Eingrenzung der
Bindemittel innerhalb eines Schichtenaufbaus ist in ginstigen Fallen mdglich, wenn,
zum einen keine urspriinglichen Proteinmischungen innerhalb einer Schicht vorkommen
und zum anderen die Schichten sich im Vorfeld trennen lassen und separat untersucht
werden. Aufgrund der geringen Probengrof’en und Schichtstarken sind vollstdndige
Schichtentrennungen in der Regel nicht moglich. AuRerdem ist mit migrationsbedingten
Vermischungen zu rechnen, weshalb in den separaten Probenansatzen in der Regel
mindestens zwei Proteine (falls unterschiedlich und in ausreichender Konzentration) zu
erwarten sind. Anhand einer Probe sind Aussagen zur Verteilung nicht moglich.
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6.2 Fassungsproben einer Referenzsammlung — Nachweis
von Proteinen an Blindproben

Die zweite Studie umfasste 22 Fassungsproben mit bekannter Zusammensetzung aus
der Referenzsammlung der Universitdat in Pisa, Italien (— Anhang B2.2). Der
Probensatz  beinhaltete unpigmentierte und pigmentierte Proben, die auf
unterschiedliche Tragermaterialien (Glas, Gips und Putz) aufgetragen und vereinzelt
klnstlich gealtert worden sind. Alle Proben enthielten mindestens ein proteinisches
Bindemittel (Ei, Kasein oder Kollagen) und einige zudem einen Zusatz von Leindl.
Zwei Proben enthielten anstelle von Pigmenten organische Farbstoffe. Die
Informationen zu den Proben wurden in einem verschlossenen Umschlag aufbewahrt
und waren zum Zeitpunkt der Analysen nicht bekannt. Es sollte Gberprift werden, ob
die Identifizierung der Proteine und Proteinmischungen moglich ist, ohne die
Zusammensetzung zu kennen. Die Proben wurden mittels ELISA auf Ovalbumin,
Kasein und Kollagen hin untersucht. Die ELISA Durchfiihrung erfolgte sowohl nach
der optimierten HRP ELISA Methode (— Kap. 5.12) also auch nach der AP ELISA
Methode (— Anhang C). Nach Abschluss der Untersuchung wurden die
Probeninformationen aus dem Umschlag mit den Analyseergebnissen verglichen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 16 dargestelit.

Tabelle 16: ELISA Ergebnisse der Blindproben (Universitédt Pisa). Alle Proben wurden
in 450 pl Carbonatpuffer extrahiert. Die getesteten Probenmengen waren je nach
Verfligbarkeit unterschiedlich und sind in Spalte 5 angegeben. Dargestellt sind die
Ergebnisse der OD der niedrigsten Verdunnungsstufe (1:2). Griin = HRP Methode, Gelb
= AP Methode. *markieren die Proben mit der kunstlichen Alterung. Die Klammern
bedeuten, dass nicht genug Probenmaterial vorhanden war, um beide ELISA Methoden
zu Uberprifen. (n = 2).

ODu14nm
Binde- Proben- Pigment/ Trager Menge Oval. Kasein Koll.
mittel nr. Farbstoff (in pg) (#AB1229) (#'fOCSS (#ab34710)
Leim I* Smalte Glas 107 - - +
191 - - Hi
XI - Azurit Glas 82 - N
136 +(?) - P
XVI  Calcium- Glas 77 - N
sulfat 119 +(?) - T
XXl - Glas  (30) - -
Kasein i Bleiweil3 Putz 208 - -
163 - T -
VIII*  Grine Erde  Glas 214 R s

180 - T -
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Xl Azurit Glas 221 -
207 - +++ -
XVII* - Glas  (188) +(?) -
Ei I Grine Erde Putz 214 - -
217 +++ - -
IV*  Smalte Glas 211 [ - -
192 +++ - -
\Y} Malachit Glas 216 N - -
173 +++ - -
X Zinnober Putz s1 I - -
204 +++ - -
X - Glas 50 [ - -
87 +++ - -
XIV  Azurit Glas 50 N - -
169  +++ - -
XVII  Cochenille Glas (184) - -
XIX  Krapp Glas (160) - -
XXI1 Bleiweil} Putz 164 - -
187 e - -
Ol- VIl Malachit Gips o5 IR - -
tempera 193 + - -
(Ei+Ol) IX Zinnober Putz 08 + - -
173 + - -
XV Bleiweil Gips 110 N - -
216 SR - -
XX - Glas 192 N - -
202 +++ - -
Protein VI Azurit Pz 201 e - DD
Mischung 200 A4 - A e
Legende

HRP Methode (OD414nm)

AP Methode (OD4050m)

Starkes Signal,

Starkes Signal,

< 0,9 OD414nm +++ | > 2,5 OD4osnm
Mittleres Signal, ++ Mittleres Signal,
> 0,3 OD414nm > 1 ODagsnm
+ | Schwaches Signal, + Schwaches Signal,
< 0,3 OD414nm < 1 ODag5nm
+(?) | Sehr schwaches Signal, +(?) | Sehr schwaches Signal,

nicht eindeutig,
< 0,1 OD414nm

nicht eindeutig,
< O,3 OD405nm

Keine Detektion

Zundchst ist festzuhalten, dass beide ELISA Methoden zu identischen Ergebnissen
fihrten und alle Proteine korrekt identifiziert worden sind. Vereinzelte nicht eindeutige
Ergebnisse (X111, XVI, XVII) sind vermutlich auf Kontaminationen bei der Probenahme
oder —Aufbereitung zuruckzufiihren. Die einzige Probe (VI) auf der Basis von zwei
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Proteinen (Ovalbumin und Kollagen) wurde ebenfalls eindeutig identifiziert. Mit
einigen Ausnahmen zeigten alle Proben - relativ unabhéngig von ihrem Tragermaterial
(Glas, Putz, Gips) - ein starkes Signal, so dass weitaus weniger Probenmaterial fiir einen
Nachweis ausgereicht hatte. Am Beispiel der beiden unpigmentierten Proben XI und
XXII wird deutlich, dass auch mit weniger als 50 pg bzw. 30 pug Probenmaterial das
ELISA Signal immer noch sehr stark ausfallen kann und bei reinem Bindemittel sich die
bendtigte Probenmenge noch weiter verringern lasst. In den Proben, in denen Ei mit Ol
gemischt vorlag (Oltempera), ist die ELISA Reaktion teilweise deutlich schwécher, aber
immer noch positiv. Zwei Aspekte mussen hierbei beruicksichtigt werden: Erstens, wenn
Ei mit Ol gemischt wird, ist weniger Ei erforderlich, weshalb die Probe weniger Protein
enthélt. Zweitens, kann die Extraktion von Proteinen aus einem nicht-wasserloslichen
Gefiige (O1) mit wassrigen Puffern unzureichend sein. Beides fiinrt dazu, dass weniger
Protein fur die ELISA Untersuchung zur Verfiigung steht und es daher zu einem
schwécheren Signal kommt.

Aussagen zum Einfluss der kinstlichen Alterung sind an diesem Probensatz nur schwer
maoglich, da fur die Versuche unterschiedliche Probenmengen zur Verfligung standen
und der Vergleich mit den ungealterten Proben fehlt. Alle kiinstlich gealterten Proben
haben aber mit einer Ausnahme stark positiv reagiert. Probe | zeigte dagegen nur eine
schwache, wenn auch eindeutig positive Reaktion. Die Versuche verdeutlichen, dass
unabhéngig von der ELISA Methode, einzelne Proteine aber auch Proteinmischungen in
Proben unbekannter Zusammensetzung eindeutig identifiziert werden konnen.

6.3 Kiunstlich gealterte Fassungsproben — Nachweis von
Proteinen an gealterten Proben

Die letzte Gruppe an Probekdrpern umfasste 40 kiinstliche gealterte Fassungsproben mit
bekannter Zusammensetzung aus dem Getty Conservation Institute (GCI) (— Anhang
B2.3). Es sollte gepriift werden, ob ein Nachweis von Proteinen in kunstlich gealterten
Proben mittels der entwickelten ELISA Methode mdglich ist und ob maogliche Einflisse
von Pigmenten auf den ELISA Nachweis erkennbar sind.

Vier verschiedene Bindemittel (Ei, Kasein, Kollagen und Gummi arabicum) wurden
jeweils mit den 10 Pigmenten Kreide, Bleiweil3, Auripigment, Roter Ocker, Zinnober,
Malachit, Griine Erde, Lapislazuli, Maya Blau und Beinschwarz gemischt, 47 Tage
kinstlich gealtert (Lichtalterung, bei RH 60-80 % und 40 °C) und im Anschluss mittels
ELISA untersucht. Lediglich die gummenhaltigen Proben wurden ungealtert getestet, da
Voruntersuchungen am GCI gezeigt hatten, dass diese Proben schon nach 2 Tagen der
kinstlichen Alterung mittels der dort eingesetzten ELISA Methode nicht mehr
nachweisbar waren (mindl. Kommunikation Joy Mazurek, GCI). Die
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Zusammensetzung der Proben war bekannt und der ELISA wurde nur fir das jeweils
verwendete Bindemittel durchgefiihrt. Der Probenansatz in Carbonatpuffer war bei allen
Proben gleich (200 pg/ 500 ul), Verdinnungsstufen wurden hergestellt (1:2, 1:5, 1:10,
1:500) und in jeweils zwei Parallelen getestet. Die Durchfiihrung erfolgte sowohl nach
der optimierten HRP ELISA Methode (— Kap. 5.12) als auch nach der AP ELISA
Methode (— Anhang C). Die Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: ELISA Ergebnisse der kinstlich gealterten Fassungsproben (GCI). Die
Proben mit Ei, Kasein und Kollagen sind 47 Tage kinstlich gealtert, die Proben mit
Gummi arabicum sind ungealtert. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 200 pg/ 500 pl.
Getestet wurde mit zwei verschiedenen ELISA Methoden (HRP und AP). Dargestellt
sind Ergebnisse der niedrigsten Verdunnung (1:2). * ~ 50 % weniger Probenmaterial. (n
=2).

Bindemittel (Gew. %) und verwendetes Enzym (Detektionssystem)

Ei (50 %) Kasein (15 %) Kollagen (5 %) Gummen (5 %)

Pigmente HRP AP HRP AP HRP AP HRP AP
Kreide +++ +++ +++ +* ++ n.d. ++ +++
Bleiweil +++ +++ + - + n.d. ++ +++
Auripigment +++ +++ +++ n.d. ++ ++ ++ n.d.
Roter Ocker +++ +++ +++ +++ | +++ +++ ++ +++
Zinnober +++ +++ +++ ++ + + + +++
Malachit +++ +++ +++ +++ + - ++ +++
Grune Erde +++ +++ + + - + + +++
Lapislazuli +++ +++ ++ - ++ ++ ++ +++
Maya Blau +++ +++ + - + + ++ +++
Beinschwarz +++ +++ +++ - +++ +++ + +++
Legende
HRP Methode (OD414nm) AP Methode (OD4o5nm)
+++ | Starkes Signal, < 0,9 OD414nm Starkes Signal, > 2,5 OD405nm
++ | Mittleres Signal, > 0,3 ODg14nm Mittleres Signal, > 1 OD4g5nm
+ | Schwaches Signal, < 0,3 OD414nm Schwaches Signal, < 1 OD4osnm
- Keine Detektion
n.d. Nicht durchgefiihrt, da zu wenig Probenmaterial

Tabelle 17 zeigt, dass in den meisten Fallen die Bindemittel auch nach der kiinstlichen
Alterung mittels der ELISA Technik noch nachweisbar waren. Es wird deutlich, dass in
Abhéngigkeit des eingesetzten Bindemittels bestimmte Pigmente, Alterung und/oder
das verwendete Detektionssystem (HRP oder AP) die Empfindlichkeit eines ELISA
beeinflussen konnen. In wie weit die unterschiedlichen Nachweisintensitaten
(Signalstarken) auf den Einfluss der Pigmente, deren spezifisches Gewicht und/oder auf
die Alterung zurtckzufihren sind, kann nur vermutet werden, da der Vergleich mit den
ungealterten Proben fehlt. Allerdings zeigen die Untersuchungen deutlich, dass
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Wechselwirkungen  zwischen bestimmten Pigmenten und dem jeweiligen
Detektionssystem (Enzym/Substrat) eine bedeutende Rolle spielen.

Ovalbumin konnte eindeutig in allen eihaltigen Proben auch nach 47 Tage der
kinstlichen Alterung unabhdngig vom Pigment mit beiden eingesetzten ELISA
Methoden nachgewiesen werden (Tabelle 17, Spalten 2-3). Das ELISA Signal war aber
aufgrund des hohen Bindemittelanteils (50 %) so stark, dass mégliche Einfliisse durch
Pigmente, Alterung und/oder auf das Detektionssystem nicht erkennbar waren.

Beim Nachweis von Kasein und Kollagen kam es zu unterschiedlichen Ergebnissen in
Abhéangigkeit von der eingesetzten ELISA Methode (Tabelle 17, Spalten 4-5, 6-7). Alle
kaseinhaltigen Proben waren mittels der HRP ELISA Methode, wenn auch mit
unterschiedlichen Signalstarken, nachweisbar. Griine Erde, Bleiweil und Maya Blau
zeigten schwache ELISA Reaktionen. Bei den kaseinhaltigen Proben, die mit der AP
ELISA Methode untersucht wurden, kam es zu einigen Negativergebnissen. In den
Proben mit Bleiweil3, Lapislazuli, Maya Blau und Beinschwarz war Kasein nach 47
Tagen der kinstlichen Alterung nicht mehr nachweisbar. Im Fall von Beinschwarz und
Lapislazuli ist das Negativergebnis eindeutig auf die Wechselwirkungen zwischen
Pigment und Detektionssystem zuruckzufiihren, da beide Pigmente mit der HRP ELISA
Methode deutlich (mittlere bis starke Signalintensitét) detektierbar waren. Bei Bleiweil,
Maya Blau und Griine Erde hingegen scheinen weitere Griinde (z. B. Protein-Pigment
Wechselwirkungen, Proteindegradation) eine Rolle zu spielen, da beide
Detektionssysteme (HRP und AP + Substrat) nur schwache ELISA Reaktionen zeigten.
Doch sind abschlieBRende Aussagen diesbeziglich ohne den Vergleich mit den
ungealterten Proben nicht moglich.

Der Nachweis von Kollagen zeigte bei der Halfte der Proben nur schwach positive
ELISA Signale (Tabelle 17, Spalten 6-7). Mit einer Ausnahme (Grline Erde/Kollagen)
war Kollagen mittels der HRP ELISA Methode in allen Proben noch nachweisbar. Die
Untersuchung mit der AP ELISA Methode filhrte zu d&hnlichen Ergebnissen
(Signalstarken). Allerdings war statt der Probe mit Gruner Erde die malachithaltige
Probe nicht mehr nachweisbar. Auch hier waren die Proben mit Bleiweil und Maya
Blau wieder schwer detektierbar (schwache Signalstarke), aber auch der Nachweis in
den Proben mit Zinnober und Malachit war nur schwach positiv.

Im allen Proben mit Gummi arabicum konnte das Bindemittel mit beiden ELISA
Methoden eindeutig nachgewiesen werden (Tabelle 17, Spalten 8-9). Die Untersuchung
mit der HRP ELISA Methode zeigte in Abhéangigkeit vom verwendeten Pigment
deutliche Schwankungen in den Signalstarken auf, wohingegen der Nachweis mit der
AP ELISA Methode durchweg starke Signale hervorgerufen hat. Zinnober, Griine Erde
und Beinschwarz in Kombination mit Gummi arabicum scheinen einen Einfluss auf das
Detektionssystem mit HRP zu haben, da es im Vergleich zur AP ELISA Methode zu
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einer verminderten ELISA Reaktion bei gleicher Probenmenge kam. Ein Vergleich mit
den gealterten Proben war nicht moglich. Allerdings zeigte die Wiederholung der
Versuche am GCI unter Verwendung eines neuen Sekundarantikdrpers, dass bei der
Hélfte der Proben nach 47 Tagen kinstlicher Alterung kein Nachweis mehr mdglich
war (mundl. Kommunikation Joy Mazurek, GCI; Cartechini et al. 2010).

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass Pigmente und/oder Alterung die
Empfindlichkeit der ELISA Reaktion in Abhéngigkeit vom nachzuweisenden Protein
nachteilig beeinflussen kdnnen. Grinde dafur sind vor allem der Verlust von Epitopen,
Wechselwirkungen zwischen Protein und Pigment, fortschreitende Vernetzung und
begrenzte Loslichkeit gealterter Proteine (Schilling & Khanjian 1996a-b; Khandekar &
Phenix 2000; Fiedler 2001; Colombini & Modugno 2004; Gautier & Colombini 2007).
Dartiber hinaus spielen Wechselwirkungen zwischen Pigment und Detektionssystems
(Enzym/Substrat) eine entscheidende Rolle. Es ist bekannt, dass bestimmte Metallionen
die enzymatische Reaktion hemmen bzw. férdern kénnen (Chen et al. 2000; Zollner
1999). Metallionen sind Bestandteil vieler Pigmente und liegen daher auch in den
Extrakten der Proben fur den ELISA vor. Die Ergebnisse zeigen, dass bei Lapislazuli,
Maya Blau, Beinschwarz und Grune Erde, aber auch bei einigen Kkritischen
Metallpigmenten wie Zinnober (Quecksilber), Bleiweil} (Blei), Malachit (Kupfer) mit
Wechselwirkungen je nach eingesetztem Detektionssystem zu rechnen ist. Wahrend
mittels der HRP ELISA Methode nur in einer Probe (Kollagen/Griine Erde) das Protein
nicht mehr detektierbar war, kam es beim Einsatz der AP ELISA Methode bei funf
Proben zu Negativergebnissen. Vier dieser fiinf Proben waren kaseinhaltig, was zum
einen darauf hindeutet, dass hier vermehrt die Bildung von Metallkomplexen auftritt
(Klausmeyer 2009a) und andererseits zeigt, dass die Alkalische Phosphatase
empfindlicher gegeniiber Metallionen ist, als die Meerrettich Peroxidase.

Die spezifische Rolle, die die verschiedenen Pigmente bei der Alterung von
Bindemitteln spielen, ist nach wie vor noch nicht eindeutig geklart (Mills & White
1994, Schilling & Khanjian 1996a-b, Colombini & Modugno 2004). Hier besteht noch
Forschungsbedarf. Festzuhalten bleibt, dass der Einfluss von Pigmenten auf das ELSIA
System sowohl abhéngig ist von dem verwendeten Protein als auch von dem
verwendeten Detektionssystem. Kein Pigment konnte unabhdngig vom Bindemittel
durchgéngig den ELISA Nachweis storen. Daraus resultiert die Notwendigkeit alle
neuen Antikdrper auch an gealterten pigmentierten Proben auf ihre Reaktivitdt und
Anwendbarkeit hin zu Uberprifen, bevor sie fir die Untersuchung an realem
Probenmaterial einsetzt werden. Zudem missen diese Mechanismen bei der
Interpretation von ELISA Ergebnissen beriicksichtigt werden. Letztlich haben die
Untersuchungen aber auch gezeigt, dass der Nachweis mit wenigen Ausnahmen auch an
gealterten, pigmentierten Proben mittels ELISA mdglich ist.
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6.4 Zusammenfassung und Diskussion

Das Kapitel 6. hat sich mit der Uberpriifung der Anwendbarkeit der entwickelten
ELISA Methode auf verschiedenen Gruppen von Referenzproben im Hinblick auf die
Madglichkeit der Detektion mehrerer Proteine, der Lokalisierung sowie mdoglicher
Einflusse von Pigmenten und Alterung beschéftigt. Die Untersuchung an
Fassungsproben mit bekannter Zusammensetzung belegt, dass ein Nachweis mehrerer
Proteine innerhalb einer Probe mdglich ist. So konnte beispielsweise innerhalb einer
Probe im Zuge eines Analysedurchgangs die Anwesenheit von Ovalbumin, Kasein,
Kollagen, Fischkollagen und Storkollagen bestétigt werden. Eine Differenzierung der
tierischen Leime in Leim von Sdugetieren, Fischen oder Storleim ist nur im
Zusammenspiel aller drei in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kollagenantikorper
mdoglich. Bei einem positiven Nachweis von Kollagen und negativem Nachweis von
Fisch- und Storkollagen kann von der Verwendung eines Sdugetierleimes ausgegangen
werden. Ist Fischkollagen, aber kein Storkollagen nachweisbar, handelt es sich um
irgendeinen anderen Fischleim. Nicht ausgeschlossen werden kann hingegen, dass es
sich um eine Mischung aus Saugetierleim und Fischleim handelt, da auch der
unspezifischen Kollagenantikorper auf Fischleim reagiert. Gleiches gilt fir den
positiven Nachweis von Storleim. Da alle drei Kollagenantikorper beim Einsatz von
Storleim positiv reagieren, kann also nicht ausgeschlossen werden, dass es sich um eine
Mischung aus S&ugetier-, Fisch und Storleim handelt. Eine Differenzierung der
tierischen Leime spielt aus restauratorischer Sicht flir die Erhaltung eines Kunstobjektes
eher eine untergeordnete Rolle, oftmals reicht der Nachweis von Kollagen
(unspezifisch) aus. Die Verwendung aller drei Kollagenantikdrper (Kollagen-Screening)
kann aber wvon Bedeutung sein, wenn beispielsweise Rezepturen oder
Arbeitsanweisungen aus kunsttechnologischen Quellen an einem Objekt Uberprift
werden sollen (— Kap. 7.1, — Kap. 7.4).

Grundsatzlich eignet sich die ELISA Technik nicht zur Lokalisierung von Proteinen
innerhalb einer Probe. Allerdings haben die Untersuchungen gezeigt, dass eine
Zuordnung der detektierten Proteine zu bestimmten Fassungsschichten unter gewissen
Umstanden mdoglich ist. Voraussetzung ist, dass keine Proteinmischungen innerhalb
einer Schicht vorkommen, sich die Schichten im Vorfeld der Analyse trennen lassen
und separat im selben Analysedurchgang untersucht werden. Eine vollstdndige
Trennung einzelner Schichten ist aufgrund der geringer ProbengréRRe und Schichtstérken
oftmals unmdglich Die Migration von Bindemitteln in benachbarte Schichten und/oder
spater eingebrachte Restaurierungsmaterialien kdnnen die Interpretation der Ergebnisse
erschweren. Dennoch hat sich im Laufe der gesamten Arbeit gezeigt, dass bei
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ausreichendem Probenmaterial eine Isolierung einzelner Schichten oder Separierung
einzelner Teilbereiche hilfreich sein kann und in Einzelféllen eine schichtbezogene
Zuordnung einzelner Proteine/Gummen zulésst (— Kap. 7.3-7.4).

Die ELISA Methode wurde ebenfalls erfolgreich zum Nachweis von Proteinen an
Referenzprobenproben unbekannter Zusammensetzung tberprift. In 22 Fassungsproben
konnten die verwendeten Proteine, auch in Mischungen vorkommend, eindeutig
identifiziert werden. Bei Probenmischungen von Proteinen und Ol kam es vermehrt zu
schwacheren ELISA Signalen. Neben der geringeren Proteinkonzentration aufgrund des
Olanteils scheint die Extraktion von Proteinen aus einem nicht-wasserloslichen Gefiige
(z.B. Ol) mit wassrigen Puffern Schwierigkeiten hervorzurufen. Es ist daher dienlich,
alle Proben im Vorfeld auf andere Inhaltsstoffe (Stoffgruppen, Pigmente) zu
untersuchen (z.B. FTIR), um die Interpretation der ELISA Ergebnisse zu unterstitzen.

Die Untersuchungen belegen aulRerdem, dass kiinstliche Alterung, Pigmente und/oder
Wechselwirkungen zwischen bestimmten Pigmenten und dem ELISA Detektionssystem
(Enzym/Substrat) einen Einfluss auf die Empfindlichkeit der ELISA Methode haben.
Letzteres konnte durch die Anwendung einer zweiten ELISA Methode mit einem
anderen Detektionssystem (AP/Substrat) verdeutlicht werden. Wahrend einige Protein-
Pigment-Kombinationen mit der HRP Methode nachweisbar waren, konnten dieselben
Proben bei der Anwendung der AP Methode nicht detektiert werden. Grund dafiir ist die
unterschiedliche Empfindlichkeit der Enzyme auf bestimmte Metallionen, die
Bestandteil vieler Pigmente sind. Dabei hat sich gezeigt, dass die Meerrettich
Peroxidase weniger empfindlich auf die Metallionen der getesteten Pigmente reagiert.
Fur andere Pigmente ist dies noch zu Uberprifen. Die Ergebnisse veranschaulichen, dass
es Unterschiede zwischen den eingesetzten Methoden gibt, was die Vergleichbarkeit
von Analyseergebnisse mit anderen Systemen erschwert.

Der Einfluss der kinstlichen Alterung und/oder Pigmente auf den ELISA Nachweis
kann anhand der untersuchten Probensatze nicht abgeschatzt werden, da zum Vergleich
die ungealterten Proben nicht zur Verfiigung standen. Dennoch ist festzuhalten, dass mit
einer Ausnahme in allen gealterten Proben das Protein, wenn auch teilweise mit
schwacher Signalstarke, mit der entwickelten ELISA Methode noch nachweisbar war.
ELISA Untersuchungen von Klausmeyer (2009a) zeigen ebenfalls die Abnahme der
Immunreaktivitat der Proteine/Gummen durch Alterung, wohingegen Cartechini et al.
(2010) sogar den Verlust der Immunreaktivitdt bei bestimmten Protein-Pigment-
Kombinationen nach der Alterung beklagen. Die abweichenden Ergebnisse sind auf
unterschiedliche ELISA Systeme zurlickzufiihren, weshalb jedes System individuell auf
den Einfluss von Pigmenten und Alterung Gberprift werden sollte.

Festzuhalten ist, dass sich die entwickelte ELISA Methode als Screening-Methode
eignet, da die Differenzierung mehrere Proteine innerhalb einer Probe moglich ist. Die
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ELISA Empfindlichkeit scheint zwar durch Alterung, Pigmente und Wechselwirkungen
zwischen bestimmen Pigmente und dem eingesetzten ELISA Detektionssystem
vermindert, aber ein positiver Nachweis war trotzdem auch an gealterten Proben mit
einer einzigen Ausnahme noch mdglich.
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7 Anwendung der ELISA Methode an realem
Probenmaterial; Fallbeispiele

AbschlieBend wurde die entwicklte ELISA Screening-Methode zur Untersuchung von
realem  Probenmaterial  herangezogen.  Die  Fallbeispiele ~ an  M0obeln,
Streichinstrumenten, dekorativen Stangentuschen, polychromen Holzskulpturen,
hélzernen Raumausstattungen, Fragmente polychromer antiker Steinstatuen und
Pastellgemélden zeigen die breite Anwendungsmdoglichkeit der ELISA Technik (—
Anhang B3.1). Einige der vorgestellten ELISA Untersuchungen erfolgten im Rahmen
grolRer, interdisziplindrer Forschungsprojekte. Eine detaillierte Beschreibung jedes
einzelnen Objektes ist in der vorliegenden Arbeit nicht mdglich, daher wird an
gegebener Stelle auf Fachliteratur verwiesen.

7.1 Untersuchung zu Binde- und Klebemitteln an
verschiedenen Mdébeln in Boulle-Technik

Die Boulle-Technik, benannt nach André Charles Boulle (1642-1732), ist eine
Sonderform der Marketerie, bei der Schildpatt in Kombination mit Messing oder Zinn
verwendet und als Furnier auf die Oberflachen eines Mdbels aufgeleimt wird. Neben
Schildpatt finden vor allem aber auch Horn, Elfenbein, Perlmutt sowie Edelmetalle und
farbige Holzer Verwendung. Die Rickseite der teilweise transparenten Materialien ist
oft bemalt oder mit bemaltem Papier hinterlegt, das dann auf das Tragerholz geleimt
wird. Schildpatt oder Horn, wo es Schildpatt imitieren soll, sind in der Regel mit roter
Farbe hinterlegt, wohingegen Horn, wo es Lapislazuli imitieren soll, blau hinterlegt ist
(Franke & Schwarz 2011). Die Binde- und Klebemittel fiir Boulle-Md&bel basieren auf
tierischen Leimen (Stratmann-Doéhler 1986). In historischen Quellenschriften finden
aber dartber hinaus explizit Fisch- und Stoérleim Erwédhnung (Roubo 1772: 1011;
Croker 1736: 511). Naturwissenschaftliche Untersuchungen konnten tierische Leime,
teilweise mit unterschiedlichen Zusatzen von Olen, Harzen und Gummen an
verschiedenen Boulle-Objekten bestatigen (Demeter 2006, Ronfort 2009, Baumer et al.
2011); ein positiver Nachweis von Fisch- bzw. Storleim fehlt jedoch bisher. Daher
wurden in der vorliegenden Arbeit 14 Proben von 6 Objekten in Boulle-Technik
unterschiedlicher Herkunft/Provenienz mittels ELISA auf Kollagen (unspezifisch),
Fisch- und Storkollagen sowie auf Gummen hin untersucht. Bei den Proben #A1-E2
handelt es sich um 13 Leim- bzw. Kittproben, die wahrend der Restaurierung durch den
zustandigen Restaurator unterhalb der Metall-, Holz- oder Schildpatteinlagen von 5
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verschiedenen Objekten (— Anhang B3.1) entnommen worden sind. Auffallig war, dass
alle Leimproben sehr dunkel, teilweise eine grinlich bis schwarze Farbe hatten, was
eventuell auf nicht-proteinische Zusatze und/oder Reaktionsprodukte des Metalls
hinweisen konnte. Beides kann mittels ELISA nicht beantwortet werden, soll hier aber
trotzdem Erwahnung finden. Bei der mikroskopischen Betrachtung der Probe #B2
(kleiner Hausaltar) fiel auf, dass auf den braunlichen Leimpartikeln eine transparente
Schicht lag. Diese Schicht (#B2b) lieR sich unter dem Mikroskop vom bréunlichen Kern
(#B2a) hervorragend trennen und wurde separat untersucht, da es sich um zwei
verschiedenen Materialien handeln kdnnte.

Die letzte Probe (#P3891) stammt von einem Doppelschreibschrank (R 3891) von
Johann Puchwiser (um 1680-1744) aus der Sammlung des Bayerischen
Nationalmuseums (BNM) in Minchen, der im Rahmen des interdisziplindren
Forschungsprojekts ,,Mobel in Boulle-Technik® am BNM (2007-2010) aufwendig
untersucht und restauriert wurde (Eikelmann 2011). Die Restaurierungsarbeiten
ermoglichten die Probenahme an bisher unzuganglichen Bereichen, so dass
Verfélschungen durch frihere Restaurierungsmafnahmen weitgehend ausgeschlossen
werden konnten. Die Probe wurde von der blauen Hintermalung eines abgenommenen
Hornstlicks genommen und auf Binde- und Klebemittel hin untersucht.
Aminosdureanalyse (lonenaustauschchromatographie) und Untersuchungen mittels
GC/MS ergaben fir diese Probe tierischen Leim (Kollagen) sowie geringe Zusétze von
Gummi arabicum und Ldrchenterpentin (Baumer et al. 2011). Eine tierartspezifische
Identifizierung des Kollagens war nicht mdglich. Baumer et al. (2011) versuchten
anhand des Verhdltnisses der beiden gesattigten Fettsduren Palmitin und Stearin eine
tierartspezifische Eingrenzung des Leimes und vermuten eine Mischung aus z.B.
Rinderleim mit Hasenleim; schlieBen aber auch Fischleim nicht aus.

Alle Proben wurden in Carbonatpuffer tberfuhrt, extrahiert (#A-E ~ 2 mg/ 500 pl;
#P3891 ~60 pg/ 300 ul), Verdiinnungsreihen erstellt (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000,
bzw. 1:2 1:5, 1:10, 1:100) und in jeweils zwei Parallelen getestet. Die ELISA
Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten Methode (— Kap. 5.12).

Die ELISA Ergebnisse in Tabelle 18 zeigen, dass in allen Proben eindeutig Kollagen
(unspezifisch) nachgewiesen werden konnten. Mit einer Ausnahme (#B2a) wurde in
keiner der Proben Fisch- und Storkollagen detektiert. Die im Vorfeld separierte Probe
#B2a war sowohl positiv auf Fisch- als auch auf Storkollagen. Ob es sich um eine
Mischung aus Fisch- und Storleim handelt oder nur um Storleim, l&sst sich mit den hier
verwendeten Antikorpern nicht eindeutig klaren. Nicht nur das unterschiedliche
Erscheinungsbild der Proben #B2a-b, sondern auch die Tatsache, dass die transparente
Schicht auf den braunlichen Partikeln auflag und sich einfach trennen lieB, legt die
Vermutung nahe, dass es sich um eine spatere Zugabe im Zuge einer
Restaurierungsmalinahme (Festigung) handelt. In der Probe #P3891 konnten neben
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unspezifischen Kollagen auch Gummen (Arabinogalactan-Proteine) nachgewiesen
werden, was die Untersuchungen von Baumer et al. (2011) bestatigt. In allen anderen
Proben konnten weder Gummen noch spezifisch Tragant detektiert werden. Eine
weitere Differenzierung der Gummen ist hier nicht moglich, da der verwendete
Antikorper (#J1IM13) mit einer Vielzahl von Gummen reagiert (— Kap. 5.10.4). Grunde
fir die Beimengung von Gummen sowie anderer Zusatze zum tierischen Leim sind
vielféltig und kdnnen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht diskutiert werden.

Tabelle 18: ELISA Ergebnisse der Binde- und Klebemittel an Proben verschiedener
Boulle-Mobel. Probenansatze in Carbonatpuffer (w/v) #A-E ~ 2 mg/ 500 pl, #P3891
~60 ng/ 300 ul. Dargestellt Verdinnungsstufe 1:10 bzw. 1:2 (#P3891). (n = 2)

OD414nm

Proben# Kollagen Fisch- Stor- Gummen Tragant
(unspez.)  kollagen  kollagen (#JIM13) (#MAC265)
(#ab34710)  (#T89171R)  (AIS2006)

#A1 Leim unter
Zinnprofil

#A2 Leim unter
Schildpatt

#A3 Leim unter
Ebenholz

#A4 Leim,

Konstruktion i i i n/d

#B1 Leim unter
Zinnprofil

#B2a Leim
(Konstruktion)
transparent

+ + n/d n/d

#B2b Leim
(Konstruktion)
braunlich

- - - n/d

#B3 Kitt - - - n/d

#C1 Leim unter

Messingblech i i i e

#C2 Leim unter

Boullemarketerie } - - n/d

#D1 Leim unter

Boullemarketerie B} - - n/d

#D2 Kitt - - - n/d

#E1 Leim mit
grinen
Pigmentpartikeln

#E2 Leim unter
Messingblech

#P3891 blaue
Farbschicht " ) ) - e
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Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 ODg14nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+(?) | nicht eindeutig

i Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 OD414nm
n/d | Nicht durchgefihrt

Marketerien ~ an  Boulle-Mdébeln  sind  selten  unrestauriert  geblieben.
Hauptschadensphdnomen ist die Ablésung der Marketerie vom Trégerholz, was primér
auf die verschiedenen technischen Eigenschaften der Materialien und die damit
verbundene Empfindlichkeit gegeniiber Klimaschwankungen zurlckzufiihren ist.
Oftmals wurden sie schon kurz nach ihrer Herstellung restauriert, wobei nicht selten die
komplette Marketerie abgenommen und neu verleimt wurde. Daher muss abschlieRend
darauf hingewiesen werden, dass die hier gewonnenen ELISA Ergebnisse nichts
dariiber aussagen, ob es sich um das originale Binde- oder Klebemittel handelt oder im
Zuge einer Restaurierung eingebracht wurde (Ausnahme Probe #B2a). Eine Beurteilung
uber die urspriingliche Verwendung von Fisch- bzw. Stérleim an Mdébeln in Boulle-
Technik ist darum problematisch und kann anhand der wenigen hier untersuchten
Proben nicht gemacht werden. Untersuchungen an weiteren Proben von unzugénglichen
Bereichen, wie im Falle der Probe #P3891, kdnnten dartiber in Zukunft mdglicherweise
mehr Auskunft geben.

7.2 Untersuchung von Streichinstrumentenlacken

Das ELISA  Verfahren  wurde ebenfalls zur Untersuchung  von
Streichinstrumentenlacken herangezogen. Streichinstrumente, insbesondere aus der
Gegend um Cremona, sind weltweit fiir ihre herausragende Qualitdt, aber auch ihre
asthetische Schonheit bekannt. Neben Andrea und Nicolo Amati sowie Guiseppe
Guarneri “del Gesu ist vor allem Antonio Stradivari (ca. 1647-1737) der wohl
bekannteste aller Instrumentenbauer dieser Region.

Worauf die auBerordentliche Qualitit der Cremoneser Instrumente beruht, ist bisher nur
ansatzweise geklart. Mit Sicherheit spielen die besonderen handwerklichen Fahigkeiten
der Meister eine wesentliche Rolle. Aber auch die verwendeten Holzer, deren Gite,
sowie Vor- und Weiterbearbeitung tragen entscheidend zur Qualitat und Einzigartigkeit
dieser Instrumente bei. Von besonderem Interesse sind dabei die Uberziige, die neben
einer Schutzwirkung gegen duRere Einflisse, auch Auswirkungen auf die Qualitat und
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das Erscheinungsbild der Instrumente haben konnen. Obwohl die Lacke von
Streichinstrumenten oft bewundert werden, ist nur sehr wenig tber die Lacktechniken
und verwendeten Materialien bekannt. In der Vergangenheit beruhten die
Untersuchungen auf der Anwendung singuldrer Verfahren an vereinzelt zur Verfugung
stehenden Proben (u.a. Condax 1966, 1982; White 1978, 1984; Nagyvary 1988, von
Bohlen & Meyer 1996/97; Barlow et al. 1988; Barlow & Woodhouse 1998a-b, 1990).
Erst in den letzten Jahren, insbesondere durch Echard et al. (2004, 2007, 2008a-b,
2009), Pollens (2009) und Brandmair & Greiner (2010) wird versucht, das
Probenmaterial mit Hilfe einer methodologischen Kombination aus verschiedensten,
mitunter sehr aufwendigen, Verfahrenstechniken eingehender zu untersuchen. Die
nachfolgenden ELISA Untersuchungen waren Teil dieses methodologischen VVorgehens
und sind ausfihrlich bei Brandmair & Greiner (2010) im Zusammenhang mit anderen
Analyseergebnissen nachzulesen.

Typische historische Uberziige basieren auf natirlichen organischen Substanzen
(Proteine, Harze, Ole, Losemittel, Farbstoffe) und zu einem geringeren Teil auf
anorganischen Zuséatzen (Trockenmittel, Fullstoffe, Pigmente) (Echard et al. 2007). Es
handelt sich oft um mehrschichtige Applikationsverfahren, zu denen die Impréagnierung
und das Farben des Holzes, das Fullen der Holzporen, eine farblose Grundlackierung
und/oder ein abschlielender Farblack gehtren kdnnen (Brandmair & Greiner 2010). Die
Komplexitat der Proben (Aufbau und Materialien), sowie die oftmals eingeschrankte
Madglichkeit der Probenentnahme erschweren die Identifizierung der einzelnen
Materialien. Daher liegt der Schwerpunkt vieler Publikationen auf zerstérungsfreien
Analysen. Nur wenige Untersuchungen beschéftigen sich mit den organischen
Bestandteilen, da hierfiir in der Regel eine Probenentnahme unumgénglich ist. Die
organischen Bestandteile kdnnen typischerweise sowohl tierischen (Albumin, Kasein,
Kollagen, Propolis) als auch pflanzlichen Ursprungs (Ole, Gummen, Harze) sein
(Echard et al. 2010).

Im Folgenden liegt der Fokus auf der Impréagnierung des Holzes. Wie der Name schon
sagt, hat sie die Funktion das Holz bzw. die Poren zu impréagnieren, abzusperren, was
vor allem das Absorptionsvermégen des Holzes herabsetzt und spater bei der
Oberflachenveredelung eine schnelle und homogene Schichtbildung zul&sst.
Anmerkungen zur Praparierung der Resonanzhdlzer noch vor dem Grundieren der
Instrumente werden in Traktaten von Adlung (1769) und Keel3 (1819) beschrieben
(Fontana et al. 1999). Behandlungen mit Milch, OI, Harzlosungen, Kaseingrundierung,
tierischem Leim etc. werden erwéhnt (Fulton 1988; Walch 1997; Fontana et al. 1999;
Bruyn-Ouboter 2000). Es finden sich aber auch Hinweise zum Aussieden und
Auslaugen der Holzer, sowie die Anwendung von Salzen. So erfolgten beispielsweise
Vorbehandlungen mit Kalkmilch und Urin oder Salmiakgeist, um neben der braunen
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Farbung eine hohere Dichtigkeit und Z&higkeit des Holzes zu bekommen (Hammerl &
Hammerl 1995).

Der Hinweis auf Proteine und Gummen sowie die erhéhte Anforderung an die
Empfindlichkeit der Untersuchungsmethoden aufgrund minimaler Probenmengen,
machen diese Proben zu einem idealen Kandidaten fir die ELISA Technik. Vier Proben
von vier verschiedenen Streichinstrumenten (— Anhang B3.1), die Antonio Stradivari
zugeschrieben sind, wurden u.a. mittels ELISA auf Proteine hin untersucht. Im Vorfeld
galt es zu Uberprifen, ob die unterschiedlichen Holzimprégnierungen in so komplexen
Proben, inklusive Holz und Lackiberzug, mittels der ELISA Technik Uberhaupt
nachweisbar bzw. differenzierbar sind. Insbesondere die Schichtdicke (oft nur
einmaliger, dinner Auftrag) sowie die Unmdglichkeit der Schichtentrennung waren
dabei kritisch zu betrachten, da die ELISA Technik nur in Einzelféllen eine
Lokalisierung des gesuchten Proteins innerhalb des Schichtenaufbaus zulédsst. Es
wurden Mustertafeln (Ahornholz) mit 9 verschiedenen proteinischen Bindemitteln mit
und ohne Zusatze und Uberzug (Ollack) hergestellt und im ELISA auf Ovalbumin,
Kasein, Kollagen, Fisch- und Storkollagen hin untersucht. Dabei wurde von den
Mustertafeln #1-7 jeweils eine Schabeprobe von der Vorderseite ohne Uberzug und eine
mit Uberzug, sowie eine von der unbehandelten Riickseite der Mustertafeln als
Negativkontrolle genommen. Die Tafeln #8-9, die erst in einem zweiten Zyklus
hergestellt worden sind, und ohne Uberzug sind, wurden lediglich von der Vorderseite
beprobt. Alle Proben enthielten Holz und wurden in Carbonatpuffer tberfuhrt (70-150
pg/ 500 ul) und extrahiert. Verdunnungsreihen wurden erstellt (1:2, 1:10, 1:50, 1:100)
und in zwei Parallelen getestet. Die ELISA Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten
Methode (— Kap. 5.12). Die volistandige Beschreibung der Mustertafeln ist dem —
Anhang B2.4 zu entnehmen.

Die ELISA Ergebnisse in Tabelle 19 zeigen, dass die unterschiedlichen Proteine mit
einer Ausnahme (#1.2) sowohl ohne als auch mit Uberzug nachweisbar waren. Bei der
Probe #1 wurde eine Eigelb-Ollack-Emulsion aufgetragen und der Nachweis von
Ovalbumin war schon in der Probe ohne Uberzug (#1.1) nur schwach positiv. In der
Probe mit Uberzug (#2.1) war Ovalbumin dann nicht mehr detektierbar, was auf
verschiedene Griinde zuriickzufuhren ist: Zum einen ist Ovalbumin kein Protein im
Eigelb, so dass es nur in geringen Mengen als Reste bei der Eitrennung in der
Eigelbprobe vorliegt (— Kap. 3.1.1, — Kap. 5.10.1). Zum anderen wird die
Konzentration des Proteins aufgrund der Mischung mit einem weiteren Bindemittel (OI)
weiter herabgesetzt, da weniger Eigelb benétigt wird. Letztlich kdnnte eine solche
Mischung aber auch die wassrige Extraktion der Proteine aus der Probe hemmen, so
dass unterhalb der Nachweisgrenze gearbeitet wurde. Grundsatzlich l&sst sich die
Tendenz feststellen, dass die Proben ohne Uberzug starkere Signale ergeben haben als
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die Proben mit Uberzug (#2, #7), was an den hoheren nicht-proteinischen Anteilen in
diesen Proben liegt.

Die ELISA Ergebnisse fiir die Proben der Riickseiten waren mit einer Ausnahme (#3.3)
alle erwartungsgemal negativ. Der starke positive Nachweis von Ovalbumin auf der
Rickseite der Mustertafel #3.3 ist auf die Penetration des Eiklars durch das sehr diinne
Holz der Mustertafel zurlickzufiihren. Auch der Zusatz von Alaun zur Gelatine (#7) zur
Hértung des Leimes und die damit verbundene partielle Denaturierung des Proteins
scheinen keinen messbar hemmenden Einfluss auf die Nachweisreaktion zu haben.

Die Proben von den Mustertafeln #8-9 wurden jeweils positiv auf Kollagen
(unspezifisch) und Fischkollagen getestet. Wéhrend die Probe #8 allerdings negativ auf
Storkollagen reagierte, konnte Stoérleim in der Probe #9 eindeutig nachgewiesen
werden. Wie bereits in — Kap. 5.10.3 diskutiert, ist die sogenannte Hausenblase in
Blattern (Kremer #63100) entweder stark modifiziert oder frei von Stor, da sie nicht mit
dem Stérkollagenantikdrper reagiert. Das Ergebnis ist daher folgerichtig.

Tabelle 19: ELISA Ergebnisse der Untersuchung von 9 Mustertafeln zu
Instrumentenlacken mit proteinischer Holzimpragnierung ohne und mit Uberzug (oU
bzw. mU), sowie unbehandelter Riickseite (RS); VS: Vorderseite. Probenansatze in
Carbonatpuffer (w/v) 70-150 pg/ 500 ul. Dargestellte Verdinnungsstufe 1:2. (n = 2)

OD414nm
Nr. | Holz- Proben- Oval. Kasein Koll. Fisch- Stor-
imprégnierung | entnahmestelle (#AB (#RCAS-  (#ah34710) koll. koll.
] 1225) 104) (#TBO171R)  (AIS2006)

#1 | Eigelb- #1.1 VS oU + - n/d n/d n/d
Ollack- #1.2 VS mU - - n/d n/d n/d
Emulsion #1.3 RS - - n/d n/d n/d

#2 | Eigelb #2.1VsolU RN - n/d n/d n/d
#2.2 VS mU + - n/d n/d n/d

#2.3 RS - - n/d n/d n/d

#3 | Eiklar #3.1VSoU n/d n/d
#3.2 VS mU n/d n/d

#3.3 RS n/d n/d

#4 | Kalkkasein #4.1 VS oU n/d n/d
#4.2 VS mU n/d n/d

#4.3 RS n/d n/d

# | Milch3,5% |#5.1VSoU n/d n/d
#5.2 VS mU n/d n/d

#5.3 RS n/d n/d

#6 | Hautleim #6.1 VS oU n/d n/d
#6.2 VS mU n/d n/d

#6.3 RS n/d n/d

#7 | Gelatine mit | #7.1 VS oU n/d n/d
Zusatz von #7.2 VS mU n/d n/d
Alaun #7.3 RS n/d n/d
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#8* | Hausenblase | #8 VS oU n/d n/d
(Kremer
#63100)

#9* | Storleim aus | #9 VS oU n/d n/d
Zucht

Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+(?) | nicht eindeutig

+ Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODj14nm
n/d | Nicht durchgefihrt

Die Untersuchungen an den Mustertafeln bestétigen, dass eine Differenzierung und
Identifizierung der unterschiedlichen Proteine bei relativ geringen Probenmaterial und
Schichtdicken (Konzentrationen) sowie mit Materialkombinationen méglich ist. Eine
Lokalisierung der Proteine im Schichtenaufbau ist aufgrund der Untrennbarkeit der
einzelnen Schichten dagegen nicht moglich.

Nach diesen erfolgreichen Voruntersuchungen folgte die Analyse der vier
Originalproben. Die detaillierte Beschreibung der Objekte sowie das methodologische
Vorgehen bei der Untersuchung mit allen Ergebnissen sind bei Brandmair & Greiner
(2010) nachzulesen. Bei den hier untersuchten Objekten handelt es sich um zwei Celli
sowie zwei Violinen aus Privatbesitz, die A. Stradivari zugeschrieben sind. Die Probe
#C1707 stammt von einem Holzspan ohne Lack von der Innenseite des Cellobodens.
Die Untersuchung sollte zeigen, ob auch die Innenseite des Instrumentes mit einer
proteinische Impragnierung/VVorbehandlung versehen worden ist. Die Probe #5167
wurde an der Zarge des Unterbigels eines altitalienischen Cellos mit Lackaufbau
genommen. Die Probe wurde im Vorfeld fir die unterschiedlichen Untersuchungen
mehrfach getrennt. Die Holzprobe #4058 stammt vom Boden einer Violine, wobei keine
Lackreste erkennbar waren. Die letzte Holzprobe #5640 wurde von der Zarge einer
Violine genommen, wies keine Lackreste auf und wurde ebenfalls im Vorfeld mehrfach
geteilt. Die Probenmengen variierten zwischen 79-125 pg, wobei das Holz dabei den
grolRten Teil ausmachte. Die Extraktion erfolgte in je 500 pl Carbonatpuffer.
Verdunnungsstufen (1:2, 1:5, 1:10, 1:100) wurden erstellt und in jeweils zwei Parallelen
im ELISA auf Ovalbumin, Kasein, Kollagen, Fisch- und Stdrkollagen getestet. Die
ELISA Durchfiihrung erfolgte nach der optimierte Methode (— Kap. 5.12). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 20 aufgelistet.
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Tabelle 20: ELISA Ergebnisse der Untersuchungen zur Holzimpragnierung an vier
Streichinstrumenten. Probenansédtze in Carbonatpuffer (w/v) 79-125 pg/ 500 pl.
Dargestellte Verdinnungsstufe 1:2. (n = 2).

OD414nm
Objekte Oval. Kasein Koll. Fisch- Stor-
(#AB1225) (#RCAS-10A) (#ab34710) Koll. Koll.

(#T89171R)  (A1S2006)

#C1707 Cello
#5167 Cello

#4058 Violine
#5640 Violine

Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+ (?) | nicht eindeutig
i Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 ODg14nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODj14nm

In der Probe #C1707 konnte mittels ELISA eindeutig Kollagen nachgewiesen werden.
Alle anderen Proteinnachweise blieben negativ. Fisch- und Storkollagen kdnnen
ebenfalls ausgeschlossen werden. GC/MS Analysen durchgefiihrt am CNR in Perugia
konnten die Anwendung von Kollagen bestétigen (Brandmair & Greiner 2010). Ob es
sich bei dem positiven Nachweis auf Kollagen um eine bewusste Holzimpragnierung in
Form einer Leimlosche oder lediglich ein Nebenprodukt bei der Verleimung
(Wegwischen des Leimuberschusses) des Instruments handelt, kann nicht abschliel3end
geklart werden.

Histochemische Anfarbungen der Probe #5167 hatten im Vorfeld der Untersuchung
Proteine in oberflachennahen Bereichen nachweisen konnen; eine weitere
Spezifizierung war jedoch nicht mdglich (Brandmair & Greiner 2010). Bei der
Untersuchungen der Probe #5167 mittels ELISA wurden sowohl Kollagen als auch
Ovalbumin eindeutig nachgewiesen. Kasein, Fischkollagen und Storkollagen wurden
nicht detektiert. Mehrere Interpretationsansatze sind denkbar: Das Holz wurde mit Ei
vorbehandelt, wobei mit den hier verwendeten Antikorper keine Unterscheidung in
Eiklar, Eigelb oder Vollei moglich ist. Kollagen ist lediglich ein Nebenprodukt bei der
Instrumentverleimung durch Wegwischen des Leimuberschusses. Ebenfalls denkbar ist
die Mischung beider Proteine beispielsweise als Emulsion aufgetragen. Auch die
spatere Zugabe eines der beiden Bindemittel oder sogar beider im Zuge von
Restaurierungsarbeiten ist nicht auszuschlielen. Da diese Probe Holz und den Lack
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beinhaltete, kdnnte ein weiterer Interpretationsansatz sein, dass das Ei als Sperrschicht
oder als Zusatz in einer der anderen Lackschichten zugesetzt worden ist.
Interessanterweise konnten GC/MS Analysen durchgefuhrt am CNR in Perugia
lediglich die Anwesenheit von Kollagen, nicht aber von Ovalbumin (Ei) bestétigen
(Brandmair & Greiner 2010). Wie es zu dieser Diskrepanz kommt, kann nicht geklart
werden. Natirlich kénnen Kontaminationen nicht ausgeschlossen werden, aber auch
eine ungleichmélige Verteilung der Bindemittel ist denkbar, da fur die beiden
Untersuchungsverfahren (ELISA und GC/MS) unterschiedliche Proben verwendet
worden sind.

In der Probe #4048 zeigte lediglich der Nachweis auf Kasein ein auflerst schwach
positives Signal (< 0,1 ODg14nm), Was nicht als eindeutiger Nachweis gewertet werden
kann. Antwort darauf konnte lediglich eine Wiederholung des Versuches mit mehr
Probenmaterial geben. Histochemische Untersuchungen durch Brandmaier & Greiner
(2010) hatten im Vorfeld die Anwesenheit von Proteinen belegt. Den Nachweis von
Phosphor und Stickstoff mittels SEM/EDX interpretieren die beiden Autoren mit der
Maoglichkeit, dass ein phosphorhaltiges Protein, zu dem Kasein z&hlt, zur
Holzimprégnierung verwendet worden ist. Beides, weder Kasein, noch irgendein
anderes Protein konnte mittels der ELISA Untersuchung eindeutig bestatigt werden.

In der Probe #5640 konnten ebenfalls durch histochemische Anfarbungen und FTIR
Analysen die Anwesenheit von Proteinen nachgewiesen werden (Brandmair & Greiner
2010). Die durchgefuhrten ELISA Untersuchungen bestatigten die Gegenwart von
verschiedenen Proteinen. Es wurden eindeutig Kollagen und Ovalbumin identifiziert,
wahrend der Nachweis von Kasein wieder nur ein sehr schwaches Signal (< 0,1
OD414nm) zeigte, was nicht als eindeutiger Nachweis gewertet werden kann. Fisch- und
Storkollagen konnten hingegen ausgeschlossen werden. Wie schon bei der Probe #5167
sind die Interpretationsmdglichkeiten vielfaltig (s.0.) und konnen nicht abschlielend
geklart werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass in drei von vier Proben jeweils zwei Proteine
mittels der ELISA Technik eindeutig nachgewiesen werden konnten. Dass es sich dabei
nicht ausschlieflich um Kollagen (tierischen Leim) handelt, unterstitzt die Aussage
historischer Quellen, die auch die Anwendung andere Proteine wie Ovalbumin (Ei) und
Kasein erwahnen (s.0.). In mindestens zwei Féllen (#5167, #5640) hatte weit weniger
Probenmaterial ausgereicht, da die ELISA Signale stark ausfielen. Mit der Ausnahme
der GC/MS Analyse der Probe #5167 (Ovalbumin) konnten die ELISA Ergebnisse
sémtliche Untersuchungen stlitzen und erweitern. Die hier vorgestellten Ergebnisse sind
daher als wichtiger Beitrag zur Materialforschung an Streichinstrumenten anzusehen
und unterstitzen die Aufnahme der ELISA Technik in den traditionellen
Untersuchungskatalog.
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7.3 Verzierte Stangentuschen (Ink sticks) — Untersuchung der
Binde- und Anlegemittel

Stangentusche, als mo in China und sumi in Japan bezeichnet, ist eine der wichtigsten
Materialien in der fernostlichen Malerei und Kalligraphie und seit Gber zwei
Jahrtausenden bekannt (Swider et al. 2003). Diese in der Regel schwarze Wasserfarbe
zahlt zusammen mit dem Papier, dem Schreibpinsel und dem Reibstein zu den ,,Vier
Schétzen des Gelehrtenzimmers* (Chi-Chen 1930). Als Stangentusche werden langliche
Stifte bezeichnet, die aus mit tierischem Leim zusammengepresstem Ruf3 bestehen. Sie
missen mit Wasser auf einem Reibstein angerieben werden, bis die gewunschte
Konsistenz der Tusche erreicht ist und werden dann mit einem Pinsel aufgetragen. Fur
die Herstellung wird eine Leimldsung mit RuB zu einer teigartigen Konsistenz
vermischt, durch intensives Kbneten, Schlagen und wiederholtes Anfeuchten
homogenisiert und dann in Holzformen gepresst. Das Endprodukt ist ein handlicher
schwarzer Stift, der hdufig mit eingepragtem Muster oder Inschriften reich verziert ist
und oft vergoldet oder bemalt wird (Abbildung 9). Viele Stangentuschen sind keine
bloRen Gebrauchsgegenstdnde mehr, sondern vielmehr eigene kleine Kunstwerke.

Abbildung 9: Beispiel zweier Stangentuschen. T.J. Morris Stangentusche (#5) (links);
vergoldete Winsor & Newton Stangentusche (ca. 1850) (#1) (rechts).

et
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Klassischerweise wurde der Rul aus harzhaltigem Kiefernholz hergestellt, spater kam
die Gewinnung aus Erd- und Pflanzendlen hinzu (Chi-Chen 1930, Wehlte 2009). Der
Leim wird vor allem aus Hauten von Sdugetieren hergestellt. Neben Leim aus Buffel-
oder Rinderhaut sowie Hirschhornleim finden in der &lteren Literatur aber auch
Fischleime und Pflanzengummen Erwahnung (Forbes 1932; Franke 1962). Um den
mitunter unangenehmen Leimgeruch zu Uberdecken, wurden Kampfer, Moschus,
seltener auch Gewdrznelken und Zimt als Duftstoffe zugesetzt. Andere Zusatzstoffe
dienten entweder zur VVerbesserung der Farbkraft, Erreichen eines bestimmten Farbtons,
besserer Verteilung der Tusche oder zur Vermeidung von Risshildung der
Stangentusche (Swider et al. 2003). Uber mdgliche Anlegemittel der Vergoldung,
Bindemittel der Bemalung oder ob die Stangen abschliefend mit einem Schutziiberzug
versehen worden sind, ist wenig bekannt. Um dieser Frage nachzugehen, wurden im
Folgenden vier verschiedene Stangentuschen aus einer Referenzsammlung von
Malkésten aus dem 19. Jahrhundert sowie eine moderne Stangentusche aus den 1990er
Jahren aus Nara, Japan mittels ELISA auf Kollagen, Ovalbumin, Kasein und
Pflanzengummen hin untersucht. VVon den vier historischen Stangentuschen, weisen drei
eine Vergoldung auf und eine Reste einer roten Bemalung. Alle besitzen einen mehr
oder weniger starken Oberflachenglanz, was auf einen Schutziberzug hindeutet und sie
variieren im Grad ihrer Brichigkeit (Schwundrisse). Die moderne Stangentusche hat
keinerlei farbige Verzierung, noch zeigt sie einen erkennbaren Oberfldchenglanz.

Proben von etwa 100 pg wurden jeweils vom Kern (Kernprobe) sowie der dekorativ
gestalteten Oberflache (Schabeprobe) jeder Stangentusche genommen, in 500 pl
Carbonatpuffer Uberflhrt, extrahiert und Verdinnungsreihen (1:2, 1:5, 1:10, 1:100)
erstellt. Die Verdinnungsstufen der Kern- und Schabeprobe jeder Stange wurden
nebeneinander in jeweils zwei Parallelen auf einer Mikrotiterplatte getestet. Sollte das
Bindemittel der Stangentusche (Kernprobe) sich von dem der Vergoldung, Bemalung
oder Uberzug (Schabeprobe) unterscheiden - vorausgesetzt es handelt sich ebenfalls um
ein Protein - wird das ELISA Ergebnis der Schabeprobe eine Kombination von
mindestens zwei Proteinen sein. Aussagen Uber andere, nicht getestete Proteine oder
nicht-proteinische Bindemittel sowie Zusatzstoffe kdnnen nicht gemacht und diese
daher auch nicht ausgeschlossen werden. Die ELISA Durchfuhrung erfolgte nach der
optimierten Methode (— Kap. 5.12). Die ELISA Ergebnisse in Tabelle 21 belegen, dass
unabhangig von der Entnahmestelle in allen Proben eindeutig Kollagen nachgewiesen
wurde, was Kollagen als priméares Bindemittel fir die Stangentuschen bestéatigt.
Wiéhrend in samtlichen Kernproben lediglich ein Protein identifiziert wurde, konnte mit
Ausnahme der modernen Stangentusche (#2) in allen Schabeproben mindestens zwei,
im Falle der W. Reeves & Sons Tusche #3 sogar drei verschiedene Bindemittel
detektiert werden. Neben Kollagen wurde in der Schabeprobe #1 (Winsor & Newton)
Kasein, in Probe #3 (W. Reeves & Sons) Kasein und Gummen, in Probe #4 (W. Reeves
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& Sons) Kasein und in Probe #5 (T.J. Morris) Gummen nachgewiesen. In der
Schabeprobe der modernen Stangentusche (#2) wurde lediglich Kollagen detektiert.
Ovalbumin wurde hingegen in keiner der Proben gefunden.

Tabelle 21: ELISA Ergebnisse der Untersuchung von fiinf Stangentuschen; jeweils eine
Kernprobe und eine Schabeprobe von der Oberflache. Probenansatz in Carbonatpuffer
(w/v) 100 ug/ 500 pg. Dargestellte Verdunnungsstufe 1:2. (n = 2).

ODa14nm
Nr Objekt/ Entnahmestelle | Oval. Kasein Koll.  Gummen
Herkunft (#AB1225) (#RCAS-10A)  (#ab34710) (#JIM13)
#1  Winsor & #1.1 Oberflache,
Newton (ca. Vergoldung i i
1850) #1.2 Kernprobe - - -
#2  Moderne #2.1 Oberflache - - -
Stangentusche, | #2.2 Kernprobe
Japan (~1990) i
#3 W. Reeves & #3.1 Oberflache,
Sons rote Farbe i
#3.2 Kernprobe - - -
#4 W. Reeves & #4.1 Oberflache, -
- + -
Sons Vergoldung
#4.2 Kernprobe - - -
#5 T.J. Morris #5.1 Oberflache,
Vergoldung i )
#5.2 Kernprobe - - - -
Legende
- Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+ (?) | nicht eindeutig
+ Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 ODj14nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODg14nm

Nicht abschlieBend zu klaren ist, ob es sich bei dem nachgewiesenen Kasein und
Gummen um das Bindemittel der dekorativen Applikationen oder doch um einen
Uberzug handelt. Inshesondere bei Kasein ist denkbar, dass es sich um einen
Schutzliberzug handelt. Es ist weniger wasser- und warmeempfindlich als Kollagen, so
dass die Verzierungen bei Gebrauch der Stange nicht so leicht abgerieben werden oder
die Stange klebrig wird. Gummen hingegen sind sehr wasserempfindlich, und daher
weniger als Schutzuberzug geeignet. Im Fall der Stangetusche #3 (W. Reeves & Sons)
ist es mdglich, dass die Gummen als Bindemittel der roten Farbe verwendet worden
sind und Kasein als Schutziiberzug darlber gelegt worden ist. Grundsétzlich ist aber
auch der wiederholte Auftrag eines Schutziiberzuges maoglich, da dieser sich bei
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Gebrauch stetig abnutzt. Eine Kreuzreaktion von #JIM13, dem Antikorper gegen
Arabinogalactan-Proteine, mit Bestandteilen des verbranntes Holzes kann aber
ausgeschlossen werden, da die Kernproben alle negativ auf den Gummennachweis
waren (— Kap. 5.10.4).

Bei den Analysen von fernostlichen Tuschemalereien und Kalligrafien gilt daher zu
beachten, dass es beim Abrieb der Farbe auf dem Reibstein zu einer Vermischung der
Proteine und Gummen kommt und diese dann auch am Kunstwerk nachweisbar sind.
Das konnte zu Fehlinterpretationen und Spekulationen Uber Bindemittelrezepturen der
Stangentuschen oder spatere Einbringung im Zuge von Restaurierungsmalinahmen
fihren und sollte daher stets beruicksichtigt werden.

7.4 Polychrome Holzskulptur (Italien, 13. Jh.) — Untersuchung
der Binde- und Anlegemittel von Grundierung und
Metallauflagen

Die Anwendung der ELISA Methode hat sich als auBerst hilfreich bei der Untersuchung
von Saint John (Heiliger Johannes), einer gefassten Holzskulptur aus der Cloisters
Sammlung in New York herausgestellt. Die italienische Holzskulptur stammt aus dem
spaten 13. Jahrhundert und wurde im Zuge der Erstellung eines Sammlungskatalogs
eingehend untersucht (Castelnuovo-Tedesco & Soultanian 2010). Das Holz ist mit einer
Kreidegrundierung versehen und dann farbig gefasst (Abbildung 10). Das Gewand ist
mit Zinnfolie verziert, die mit mehreren Schichten einer Ol-Harz Lasur versehen ist.
Blattmetalle kdnnen u.a. entweder mit einer zusétzlichen Bolus Schicht oder direkt auf
die Grundierung mit tierischem Leim oder Eiklar appliziert werden (Nadolny 2006).
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Abbildung 10: Saint John (MMA, #25.120.215), gefasste Holzskulptur, Italien, spates
13. Jh. (146,1 x 38,4 x 8,3 cm). The Metropolitan Museum of Art, The Cloisters
Collection.

Abbildung 11 zeigt einen Anschliff einer Gewandprobe im sichtbaren (VIS) und
untravioletten (UV) Licht. Im sichtbaren Licht (links) ist unterhalb der Metallfolie eine
leichte Sattigung der Kreidegrundierung (gestrichelte schwarze Linie) zu erkennen, was
auf die Verwendung eines Anlegemittels hindeutet. Die Metallfolie ist durch die weien
Pfeile gekennzeichnet und besser unter UV (rechts) erkennbar.

Abbildung 11: Anschliff einer Gewandprobe von Saint John (MMA, #25.120.215) im
sichtbaren (links) und UV-Licht (rechts).
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(ATR)-FTIR Analysen (durchgefiihrt am Metropolitan Museum of Art; Department of
Scientific Research) hatten die Anwesenheit von Protein in den Bereichen der
Grundierung und unterhalb der Metallfolie bestétigt, ergaben aber keine weitere
Spezifizierung. Jedoch konnten diese Analysen Harze und Ole als Anlegemittel
ausschlieBen (Castelnuovo-Tedesco & Soultanian 2010). ELISA Analysen wurden zur
Identifizierung des Proteins herangezogen und sollten Aufschluss dariiber geben, ob das
Bindemittel der Grundierung identisch mit dem Anlegemittel der Zinnfolie ist.

Die Schwierigkeit bei mehrschichtigen Proben ist Migration/Penetration der Materialien
ineinander. Eine klare Trennung der Schichten ist in der Regel nicht moglich. Daher
wurden an diesem Objekt zwei Proben, eine direkt unterhalb der Metallfolie (#1) und
eine von der Grundierung (#2) genommen (Abbildung 11). Beide Proben wurden im
ELISA auf Ovalbumin, Kasein, Kollagen und Gummen getestet. Die Durchfiihrung
erfolgte nach der optimierten ELISA Methode (— Kap. 5.12). Sollte das Anlegemittel
also nicht identisch mit dem Bindemittel der Grundierung sein, ist die Probe eine
Mischung aus mindestens zwei Proteinen.

Das ELISA Ergebnis in Diagramm 14 zeigt zweifelsfrei, dass Binde- und Anlegemittel
unterschiedlich sind. In der Kreidegrundierung (#2) konnte eindeutig Kollagen
nachgewiesen werden, wahrend in der Probe unterhalb der Metallfolie (#1) neben
Kollagen auch Ovalbumin detektiert wurde. Es wurden weder Kasein noch Gummen
nachgewiesen. Das lasst den Schluss zu, dass die Grundierung mit Kollagen und die
Metallauflage mit Eiklar (Ovalbumin) gebunden ist (Arslanoglu & Schultz 2009;
Arslanoglu et al. 2010a; Arslanoglu et al. 2010b). Die Anwendung von Eiklar als
Anlegemittel fir Vergoldungen wird in vielen Quellenschriften ohne grof3e Abweichung
erwahnt (u.a. bei Plinius (Buch XXXIII, Kap. 20: 64 (Konig 1989); Theophilus
Presbyter, Buch 1, Kap. XXIII (Brepohl 1999), Cennino Cennini, Kap. 134 und 172
(Verkade 1916) und findet somit Bestatigung.
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Diagramm 14: ELISA Ergebnis zur Untersuchung der Binde- und Anlegemittel an
Proben von Saint John (MMA, #25.120.215) einer gefassten Holzskulptur aus dem 13.
Jh.. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) siehe Diagramm. (n = 2). Cut-off 0,05
ODy14nm.
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7.5 Polychrome hoélzerne Raumaustattung aus Syrien -
Systematische Untersuchung der Bindemittel

Die ELISA Methode wurde zur Untersuchung der Bindemittel am so genannten Nir ad-
Din Room, einer bemalten, mit Blattmetallen belegten, hélzernen Raumausstattung aus
dem friihen 18. Jahrhundert, herangezogen (Abbildung 12). Dieses Empfangszimmer ist
heute unter seinem neuen Namen Damascus Room im Metropolitan Museum of Art in
New York ausgestellt und ist eine der altesten erhaltenen Wand- und
Deckenvertafelungen aus Damaskus (inschriftlich datiert 1119 H = 1707-08 AD). Es hat
beachtliche Ausmafe von ca. 5 m x 8 m Lange und 6,70 m Hohe, was vermuten l&sst,
dass es aus einem der gréReren, bedeutenderen H&user in Damaskus stammt. Aufgrund
von Galerie-UmbaumalRnahmen am Metropolitan Museum of Art wurde das Zimmer
2008 demontiert und konnte so zwischen 2008-2010 von einem interdisziplindren Team
an  Restauratoren,  Kunsthistorikern — und  Naturwissenschaftlern intensiv
kunsttechnologisch und naturwissenschaftlich untersucht werden. Die Ergebnisse dieses
Forschungsprojektes sind mit Abstand die wohl umfassendsten Untersuchungen zu
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einem polychromen syrisch-osmanischen Interieur. In Anbetracht der GroRe und
Komplexitat des Objektes muss an dieser Stelle auf die Publikationen von Rizzo et al.
(2010), Schultz et al. (2010), Arslanoglu & Schultz (2009) sowie Scharrahs (2011)
verwiesen werden. Eine tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse zu den
untersuchten Malmaterialien und Blattmetallen, die mit Hilfe einer breiten Palette an
Untersuchungsmethoden (u.a. PLM, FTIR, SEM-EDS, GC/MS, Py-GC/MS, Raman,
SERS, ELISA, HPLC) bestimmt wurden, ist bei Baumeister et al. (2010) publiziert und
dem — Anhang B3.3 der vorliegenden Arbeit zu entnehmen.

Abbildung 12: Gesamtaufnahme des Damascus Room (MMA #1970.170). The
Metropolitan Museum of Art.

Dominierendes Gestaltungsmerkmal der syrischen Holzvertafelungen des 17.-19.
Jahrhunderts sind die reliefartig aufgetragenen Ornamente und Muster auf der
Oberflache, die in Europa Pastiglia und in Syrien “ajami genannt werden (Scharrahs
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2011). In der Regel wird das Holz mit einer Gipsgrundierung Uberzogen, auf die die
Ornamente, florale Muster oder poetischen Inschriften in arabischer Sprache mit
Schablonen und Kohlepausbeuteln (bertragen werden. Die so sichtbar gemachten
Umrisslinien werden dann mit einer dickflissigen Gips-Bindemittel-Masse reliefartig
ausgefullt, bevor sie bemalt, mit unterschiedlichen Blattmetallen und transparenten,
farbig getonten Uberziigen verziert werden. “Ajami bezeichnet nicht nur die Technik
selber, sondern auch die Ornamente und die holzgetéfelten Rdaume als Ganzes
(Scharrahs 2008a). Die hélzernen Elemente des Damascus Room sind in “ajami Technik
und folgen dem beschriebenen Aufbau. Da die alten Handwerkstechniken mindlich in
Familienbetrieben weiter gegeben wurden, gibt es in Syrien kaum schriftliche Quellen,
wie sie beispielsweise in Form von Malereitraktaten in Europa uberliefert sind. Die
wenigen bekannten Schriften legen nahe, dass tierischer Leim, Ei und Pflanzengummen
als mogliche Bindemittel fur die Pastiglia und die verschiedenen Farben in Frage
kommen (Dickson & Welch 1981; Daskalakis-Mathews 1997). Proteine konnten an
wenigen Einzelproben verschiedener syrischer Raumausstattungen oftmals anhand von
Anfarbungen oder FTIR  Analysen nachgewiesen  werden, wohingegen
Pflanzengummen bisher noch nicht identifiziert wurden (Ilisius & Riederer 1996; Nippa
et al. 1998; Scharrahs 2008b-c; Kovacs Mravik 2010; Trevathian & Thiagarajah 2010).

FTIR Analysen (durchgefuhrt am Metropolitan Museum of Art, Department of
Scientific Research) an Proben des Damascus Room zeigten, neben anderen
Komponenten, ebenfalls Protein als Bindemittel in den meisten Proben; eine weitere
Spezifizierung war jedoch nicht mdglich. EIf Fassungsproben von der Holzgrundierung
uber die Grundierung sowie Pastiglia bis hin zu den einzelnen Farben wurden mittels
ELISA auf Ovalbumin, Kasein, Kollagen und Pflanzengummen hin untersucht. Da der
Damascus Room durch die Deinstallation in seine Einzelteile zerlegt war, bot sich die
einmalige Gelegenheit, die Proben nach Mdglichkeit an verdecken, geschitzten
Bereichen wie beispielsweise an Réndern, Rickseiten oder zwischen Verbindungen zu
nehmen, um moglichst unverfalschtes Probenmaterial zu bekommen. Detailaufnahmen
der Probeentnahmestellen sind dem — Anhang B3.2 zu entnehmen. Die zu
untersuchenden Proben bestanden in der Regel aus mehreren Farbschichten und
konnten auch nicht weiter getrennt werden. Die ELISA Durchfiihrung erfolgte nach der
optimierten Methode (— Kap. 5.12). Die Proben (zwischen 50-170 pg) wurden in 500
ul Carbonatpuffer extrahiert, Verdlnnungsreihen erstellt (1:2, 1:5, 1:10, 1:100) und in
jeweils zwei Parallelen getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 22 dargestellt.
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Tabelle 22: ELISA Ergebnisse der Fassungsproben vom Damascus Room (MMA
#1970.170). Probenansétze in Carbonatpuffer (w/v) 50- 70 pg/ 500 pl. Dargestellte
Verdunnungsstufe 1:2. (n = 2).

ODa14nm
Probe# Beschreibung Oval. Kasein Koll. Gummen
(#AB1225) (#RCAS-10A) (#ab34710)  (#JIM13)

E9a 01 Holzgrundierung,
Vorleimung

CT3E_05 | Grundierungsschicht
(Calciumsulfat)

CAS5_03 | ‘ajami/Pastiglia
(Calciumsulfat) Schicht

N7_01 Blaue (Smalte) und
weille (Bleiweil)
Farbschicht

CA5_01 | Blaue (Smalte)
Farbschicht

CA5 02 | Blaue (Smalte), rosa
und weille (organischer
roter Farblack und
Bleiweil3) Farbschicht

S7- Blaue (Smalte)

9CoU_01 | Farbschicht von einem
geschiitzten Bereich auf
der Brettriickseite

NAr_04 | Rote (Mennige)
Farbschicht

CT3E_03 | Rosa (organischer roter
Farblack/Bleiweil)
Farbschicht

N1- Grine

3CoL_03 | (Grunspan/Bleiweild)
Farbschicht

SAr 01 Gelbe (Auripigment)
Farbschicht

Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 ODg14nm

Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
nicht eindeutig

Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODg14nm

Nicht durchgefihrt

+(?)
+

n/d
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Kollagen wurde als Bindemittel fiir die Vorleimung des Holzes (#E9a 01), die
Gipsgrundierung (#CT3E_05) sowie die Pastiglia-Masse (#CA5_03) eindeutig mittels
ELISA identifiziert. Die Spuren von Ovalbumin, die in der Pastiglia Probe #CA5 03
detektiert wurden, resultieren aus der Migration/Penetration der dartiber liegenden
eihaltigen Farbschichten.

Ei (Ovalbumin) wurde durchgangig als Bindemittel der rosa (CT3E_03), roten
(NAr_04), gelben (#SAr_01), grinen (N1-3CoL_03) und blauen (#CA5_01, #CA5 02,
#N7_01, #57-9CoU_01) Farben nachgewiesen. Das bedeutet, dass Smalte, Mennige,
Auripigment, griine Ausmischung aus Griinspan und Bleiweil3 sowie rosa Ausmischung
aus organischem rotem Farblack und Bleiweif mit Ei gebunden sind. In der
mehrschichtigen Probe #CA5 02 wurde darlber hinaus Kollagen nachgewiesen, was
auf Migration/Penetration der angrenzenden Schichten zurlckzufuhren ist. Weder
Kasein noch Pflanzengummen wurden in den elf Proben detektiert.

Die Identifizierung von Ei als Bindemittel in allen Farbfassungen lieferte wichtige neue
Erkenntnisse. Die mégliche Verwendung von Ei als Bindemittel in syrischen Interieurs
wurde mehrfach vermutet (Duda 1971; Scharrahs 2008b) und fand auch als Alternative
zu Pflanzengummen in historischen Abhandlungen Erwadhnung (Minorsky 1959);
allerdings fehlte bisher jeglicher analytischer Nachweis. Pflanzengummen konnte
hingegen erstmalig an verschiedenen spater datierten syrischen Raumausstattungen
mittels der in der vorliegenden Arbeit entwickelten ELISA Methode -eindeutig
nachgewiesen werden (Scharrahs et al. 2013).

Eine Differenzierung, ob Eiklar, Eigelb oder eine Mischung aus beiden verwendet
worden ist, kann mittels des eingesetzten Antikdrpers nicht vorgenommen werden (—
Kap. 5.10.1). Der positive ELISA Nachweis bestétigt lediglich die Anwendung von Ei,
aber nicht welcher Teil, Mischungsverhaltnis oder weitere nicht-proteinische Zusétze.
FTIR und ATR-FTIR, sowie Pyrolyse-GC/MS Analysen einiger Proben aus dem
Damascus Room deuten auf die Verwendung einer Ol-Protein-Emulsion mit einem
trocknenden Ol hin, wie es typisch fiur Eigelb ist (Rizzo et al. 2010). Durch
Untersuchungen mittels MALDI-mass fingerprinting (MALDI-MFP) wurde Eigelb in
den roten, rosa, gelben, grinen und blauen Farben nachgewiesen. Anteile von Eiklar
wurden lediglich in der rosa und gelben Farbe detektiert (Kirby et al. 2010, 2011). Diese
Ergebnisse bestédtigen Ei als Bindemittel fur die untersuchten Farben und deuten auf die
uberwiegende Verwendung von Eigelb als Medium hin. Allerdings sind diese
Ergebnisse im Einzelfall aus maltechnischer Sicht kritisch zu betrachten. Smalte
beispielsweise wird beim Vermalen mit Eigelb dunkel (brdunlich), was laut Scharrahs
(2011) nicht dem Erscheinungsbild der in Damaskus vorgefundenen originalen
Oberflachen entspricht, wo das Blau eine strahlende Intensitdt aufweist. Eine
abschlielende Klarung der Frage ist daher bisher nicht moglich.
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7.6 Fragmente polychromer antiker Steinstatuen —
Untersuchung der Bindemittel

Die antike Stadt Aphrodisias ist eine der bedeutendsten archdologischen Statten der
griechischen und romischen Zeit in der Turkei. Sie wurde nach Aphrodite, der
griechischen Gottin der Liebe benannt und liegt in der Nahe des heutigen Ortes Geyre.
Die Blitezeit von Aphrodisias lag zwischen dem 1. Jahrhundert vor Chr. bis ins 6.
Jahrhundert nach Chr. Heute haben Ausgrabungen zahlreiche feine Marmorstatuen und
andere Artefakte freigelegt, von denen hier zwei Beispiele vorgestellt werden
(Abbildung 13-14).

Das erste Beispiel ist ein Beinfragment (#76-101) einer berlebensgroRen, mannlichen
Statue, wahrscheinlich  eines romischen  Kaisers, welches sich  verbaut
(Sekundarverwendung als Fullmaterial) in der spatantiken, stdlichen Stadtmauer
wiederfand (mindl. Kommunikation Prof. Dr. Mark Abbe, University of Georgia). Die
Marmoroberflache zeigt Reste von Polychromie. Uber einer Grundierung - vermutlich
Calciumcarbonat - befindet sich eine Bolus-&hnliche rote Fassungsschicht, die
abschlieRend mit Blattmetall vergoldet wurde (Abbildung 13).

Abbildung 13: Beinfragment einer (berlebensgroRen, ménnlichen Marmorstatue (#76-
101) (links). Detail der Reste von Polychromie mit Vergoldung (rechts).

Das zweite Beispiel ist ein Gewandfragment einer iberlebensgroen Marmorstatue und
wurde 1975 ebenfalls in der sidlichen, spéatantiken Stadtmauer wiederverbaut,
freigelegt. Auch hier sind Reste von Polychromie deutlich erkennbar (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Gewandfragment einer Uberlebensgrolen Marmorstatue (#75-290).
Vorderseite (rechts), Riickseite (links). Reste roter Polychromie erkennbar.

Seit langem ist bekannt, dass Kunstwerke aus der Antike farbig gefasst waren, aber
durch die fehlende Anschauung wird diese Kenntnis oft verdrangt. Noch heute pragt das
Weil} der Statuen und Architekturelemente beim Rundgang durch Antikensammlungen
das Auge des Betrachters. Oft sind nur geringe Spuren der einst reichen Farbfassung bis
heute erhalten. Dies ist vor allem darauf zuriickzufuhren, dass das organische
Bindemittel der Farben Uber die Jahrtausende weitestgehend abgebaut worden ist, so
dass Malschichten zerfallen und nur wenige Pigmentpartikel in den Tiefen der
Marmoroberflache zuriickblieben. Dennoch haben zerstérungsarme sowie —freie
Untersuchungsmethoden wie beispielsweise Licht- und Fluoreszenzmikroskopie,
SEM/EDX, UV/VIS Absorptionsspektroskopie, FTIR und HPLC in der Vergangenheit
zur Charakterisierung antiker Farbmittel beigetragen (Santamaria & Morresi 2007;
Piening 2007; Piening & Stege 2007; Stege et al. 2007). Die Palette der bisher
identifizierten Farbmitteln umfasst vor allem rote und braunrote Farberden
(Eisenoxidfarben), gelbe- und gelbbraune Ocker, Arsenverbindungen wie Realgar und
Auripigment, Azurit, Malachit, &agyptisch Blau, Bleiwei, Ru und Krapplack
(Brinkmann 2007). An Haaren, Rustungen und Waffen finden sich hdaufig Reste von
Blattvergoldungen und Auflagen von silberfarbenen Zinnfolien. Die Identifizierung der
organischen Bindemittel ist ohne Probenahme nicht mdglich. Neben Ei- und
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Kaseintempera wird von der sogenannten Enkaustik einer Malerei mit heillem Wachs
berichtet (Brinkmann 2007). Bisher konnte die Verwendung von Proteinen nur durch
wenige erfolgreiche Analysen bestatigt werden. Stege et al. (2007) bestimmten mittels
lonenaustauschchromatographie Ei als Bindemittel der Farbfassung einer Marmorbdiste
des Caligula (~ 40 n. Chr.) aus der Ny Carlsberg Glyptotek in Kopenhagen. Die
Untersuchungen von Santamaria & Morresi (2007) an Fassungsproben einer Augustus
Statue aus den Vatikanischen Museen in Rom lielen mittels Mikro-FTIR auf ein
Phosphoprotein (Kasein) schliel3en.

Die folgenden Untersuchungen sollten Aufschluss dariiber geben, ob die hoch
empfindliche ELISA Technik zum Nachweis stark abgebauter Proteine eingesetzt
werden kann. Von dem Beinfragment #76-101 wurden zwei Proben der Vergoldung
samt der Grundierung/Bolus entnommen und vom Gewandfragment #75-290 eine Probe
der roten Farbe von der Rickseite. Alle drei Proben wurden im ELISA auf Ovalbumin,
Kasein, Kollagen und Pflanzengummen getestet. Ausschlaggebend fur die
Untersuchung waren der gute Erhaltungszustand der Vergoldung und das hinreichend
vorhandene Probenmaterial. Die ELISA Durchfiihrung erfolgte nach der optimierten
Methode (— Kap. 5.12). Die Proben wurden in 500 pl Carbonatpuffer uberfuhrt,
extrahiert, Verdunnungsreihen erstellt (1:2, 1:5, 1:10, 1:100) und in jeweils zwei
Parallelen getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: ELISA Ergebnisse der Untersuchung zu polychrome gefassten antiken
Marmorstatuen. Beinfragment #76-101, Gewandfragment #75-290. Probenansétze sind
jeweils angegeben. Dargestellte Verdunnungsstufe 1:2 (n = 2).

ODg14nm
Ovalbumin Kasein Kollagen Gummen
Probe# Ansatz (#AB1225)  (#RCAS-10A) (#ab34710) (#JIM13)

#76-101.1 217 pg/ 500 pl + 5 3 .
#76-101.2 643 pg/ 500 pl - ; ] ]
#75-290 326 pg/ 500 p - - - .

Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+ (?) | nicht eindeutig

+ Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODg414nm

Das Ergebnis der Probe #76-101.1 weist eindeutig die Anwesenheit von Ovalbumin auf.
Andere Proteine oder Pflanzengummen wurden nicht detektiert. Dieses Ergebnis steht
im Einklang mit einer Passage aus Plinius‘ Naturalis historia (XXXII, Kap. 20: 64) im
1. Jh. n.Chr.,, wo die Verwendung von Eiklar als Anlegemittel fir Blattgold auf



7 Anwendung der ELISA Methode an realem Probenmaterial; Fallbeispiele 126

Marmorstatuen Erwahnung findet (Konig 1989). Trotz dreifacher Probenmenge konnten
bei Probe #76-101.2 vom gleichen Objekt weder Ovalbumin noch ein anderes Protein
oder Pflanzengummen nachgewiesen werden. In der Probe #75-290 vom
Gewandfragment wurden ebenfalls keine Proteine oder Pflanzengummen detektiert.

Grunde fur das unterschiedliche Ergebnis der Proben #76-101.1 und #76-101.2 vom
selben Objekt sind vielfaltig, aber nicht abschlieBend zu klaren. Auch wenn die Proben
dicht beieinander genommen worden sind, sind sie nicht identisch. Die Verteilung des
Bindemittels kann in einem pordsen System sehr unterschiedlich sein (Beutel 2000),
was zudem auch den Erhaltungszustand des Proteins beeinflussen kann.
Kontaminationen durch spéatere Konservierungsmalnahmen bei der Ausgrabung
und/oder spéater kénnen nicht ausgeschlossen werden. Unklar ist auch, welchen Einfluss
die umliegenden Materialien bei der Wiederverbauung auf das Fragment hatten. Daher
sollten die Materialien, die das Objekt bei der Freilegung umgeben haben ebenfalls
untersucht werden, um weitere Kontaminationen ausschliefen zu koénnen. Trotz
erhdhter Probenmengen ist anzunehmen, dass unterhalb der Nachweisgrenze gearbeitet
worden ist, da es sich um extrem abgebautes, verkrustetes Probenmaterial handelte. Der
Nachweis von Ovalbumin in Probe #76-101.1 kann nur unter Vorbehalt als positiv
gewertet werden, da das Ergebnis nicht reproduzierbar war.

Anhand von drei ausgewahlten Proben kdnnen keine belastbaren Erkenntnisse fir die
Anwendbarkeit der ELISA Technik zum Nachweis von proteinhaltigen Bindemitteln
antiker Kunstobjekte gewonnen werden. Dennoch, wie in den Vorversuchen belegt (—
Kap. 6.2-6.3), lasst sich daraus ableiten, dass Proteindegradation, Bindemittelverteilung
sowie Probenmenge einen Einfluss auf die ELISA Technik haben und dadurch die
Reproduzierbarkeit erschweren.

7.7 Untersuchung zu Fixativen an Pastellgemaéalden (18. Jh.)

Die ELISA Technik wurde ebenfalls zur Untersuchung von Fixativen an drei
Pastellgemélden von Jean Etienne Liotard (1702-1789) aus der Sammlung des
Rijksmuseums Amsterdam herangezogen (Abbildung 15). Im Zuge eines grof3en
Konservierungsprojektes von Pastellgemélden am Rijksmuseum (2007-2009) wurde
eine Vielzahl von Pastellen aus dem 18. Jahrhundert eingehend untersucht und dafir aus
ihrer Rahmung entfernt; dies bot die Gelegenheit Mikroproben zu nehmen (Tabelle 24).
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Abbildung 15: Pastellgemalde von Jean Etienne Liotard: La Liseuse (links) und The
three Graces (rechts); The view of Geneve (unten). Rijksmuseum Amsterdam.

Bei der Pastellmalerei werden Pigmente auf einen mehr oder weniger rauen Malgrund
aufgetragen, wo sie allein durch Adhé&sion haften bleiben (Doerner 1985). Die Pigmente
konnen als Pulver direkt oder in Form von Pastellstiften aufgetragen und mit den
Fingern oder speziellen Pinseln verwischt werden. Dabei lassen sich die Farbtone
hervorragend mischen, so dass feinste Farbnuance und flieRende Ubergénge geschaffen
werden. Bindemittel werden lediglich verwendet, um die Pigmente in Sitftform zu
bringen und somit das Malen zu erleichtern (Wehlte 2005). In der Literatur finden vor
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allem geringe Mengen wassiger Bindemittel (2-3 %) wie Tragant, Gummiarabikum,
Leim, Gelatine, Seifenwasser, abgerahmte Milch, Wachsemulsionen, sowie Zusétze von
Honig und Kandiszucker Erwéhnung (Burns 2008; Doerner 1985).

Diese Maltechnik zeichnet sich neben der schnellen Ausfuhrbarkeit vor allem durch die
Farbfrische aus, da es zu keinen oder nur sehr geringen Beeintrachtigungen durch
Bindemittelveranderungen im Trocknungs- oder Alterungsprozel? kommt. Allerdings ist
die Haftung der Pigmente auf dem Malgrund schwach, was das Pastell sehr empfindlich
gegentiber  &uleren  Einflussen  (Vibrationen, Luftbewegung,  mechanische
Beanspruchung) macht und weshalb in manchen Fallen ein Fixativ zum Schutz
aufgetragen wird. Die Schwierigkeit dabei ist, dass sich durch das Fixativ die optische
Wirkung der Farbschichten veréndert. Sie werden dunkler und der weiche, flieRende
Charakter geht verloren. Oft entsteht ein nicht gewolltes Tiefenlicht, weshalb die
Anwendung immer wieder kontrovers diskutiert wird (Burns 2008). Rezepturen fir
Fixative sind vielfaltig und kénnen u.a. aus schwachen Harzlésungen oder auch auf
wassriger Basis mit Proteinen bestehen. Ein hdufig verwendetes Fixativ im 18.
Jahrhundert war ,,Fischleim gemischt mit gleichen Teilen Wasser und Weingeist*
(Shelley 2005). Durch den Zusatz des alkoholischen L&semittels wird die
Oberflachenspannung des Wassers herabgesetzt; zudem ist diese Mischung schneller
fliichtig als reines Wasser. Offenbar bezieht Liotard sich in mehreren Schreiben auf
dieses Rezept, ob er allerdings davon Gebrauch gemacht hat, geht daraus nicht
eindeutig hervor (Trivas 1941; Anderson 1994). Daher wurden drei Proben von Liotards
,La Liseuse”, ,,The three Graces* und ,,The View of Geneve*“ zur Untersuchung des
Fixativs mittels ELISA auf Kollagen (unspezifisch), Fisch- und Storkollagen getestet.
Die drei Proben wurden in 300 pl Carbonatpuffer extrahiert, Verdiinnungsreihen (1:2,
1:5, 1:10) erstellt und in jeweils zwei Parallelen getestet. Die ELISA Durchfiihrung
erfolgte nach der optimierten Methode (— Kap. 5.12), die Ergebnisse sind in Tabelle 24
aufgefiihrt.

Weder Stor- noch Fischkollagen oder Giberhaupt Kollagen waren in den Originalproben
nachweisbar. Mehrere Interpretationsmoglichkeiten bestehen: Liotard hat kein Fixativ
verwendet, das Fixativ basiert nicht auf Kollagen oder anderen Proteinen, das Protein ist
zu degradiert und/oder liegt unterhalb der Nachweisgrenzen.
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Tabelle 24: Liste der untersuchten Objekte von J.E. Liotard sowie die ELISA
Ergebnisse der drei untersuchten Proben. *teilweise mit Pergamentfragmenten.
Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) X pg (siehe Tabelle)/ 300 pl. Dargestellt
Verdlinnungsstufe 1:2. (n = 2).

OD414nm

Objekt Probenbeschreibung, Proben- Koll. Fisch- Stor-

Entnahmestelle menge*  (unspez.) Koll. Koll.

(#ab34710) (#T89171R) (AIS2006)

La Liseuse Braune Pastellpartikel, 39,7 pg - - -
(SK-A-228) linke untere Bildseite
The Three Grine Pastellpartikel, 5,5 ug - - -
Graces rechte untere Bildseite
(SK-A-242)
The View of Braune Pastellpartikel, 10,4 pg - - -
Geneve linke untere Bildseite
(SK-A-1197)
Legende

- Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm
Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,
+(?) | nicht eindeutig

+ Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm
Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODg14nm

Um eine bessere Einschatzung der Ergebnisse zu bekommen sowie den grundsatzlichen
Einsatz der ELISA Methode zur Identifizierung von Fixativen zu Uberpriifen, wurden
Referenzproben mit und ohne Pastellauftrag und Fixativ auf Pergament hergestellt.
Diese wurden anschlieBend ungealtert und kinstlich gealtert (15 Tage bei 80 °C und 65
% RH) mittels ELISA auf Kollagen, Fisch- und Stdrkollagen untersucht (— Anhang
B2.5). Das Fixativ wurde wie folgt hergestellt: 0,5 % (w/v) Storleim in einer Mischung
aus Wasser und Ethanol (1:1) und im Spritzverfahren aufgetragen. Die ELISA Versuche
wurden mehrfach mit zunehmenden Probenmengen wiederholt, um Nachweisgrenzen
festlegen zu konnen. Die Trennung der Pastellfarbe vom Tragermaterial erwies sich als
schwierig, weshalb die Proben stets auch groRere Mengen von Pergament enthielten.
Ebenfalls in die Untersuchung der Referenzproben mit einbezogen, wurden die
Ausgangsmaterialien Pergament und Stérblase sowie das reine, getrocknete Fixativ
(#A-D). Die Proben wurden in Carbonatpuffer extrahiert (Probenansétze siehe Tabelle
25), Verdlnnungsreihen (#A-B: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10.000, alle anderen 1:2, 1.5,
1:100) erstellt und in jeweils zwei Parallelen getestet. Die ELISA Durchfiihrung
erfolgte nach der optimierten Methode (— Kap. 5.12). Die Ergebnisse sind in Tabelle
25 dargestellt.
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Tabelle 25: ELISA Ergebnisse der Ausgangsmaterialien und Referenzproben fur
Fixative an Pastellgemélden. Probenansatze in Carbonatpuffer (w/v) sind jeweils
aufgefiihrt. Dargestellt ist jeweils die niedrigste Verdinnungsstufe. (n = 2). Graue
Markierung = kunstlich gealterte Proben.

ODu14nm

Nr. Ausgangsmaterialien Proben- Kollagen | Fisch- Stor-
und ansatz* (unspez.) | Kollagen [Kollagen
Referenzproben (#ab34710) |(#T89171R)|(A1S2006)

#A  Storblase 1 mg/ ml

#B  Fixativ, gefiltert und getrocknet 1 mg/ ml

#C  Kalbspergament 2,5 mg/ 350 pl
(Z.H.de Groot)

#D  Kalbspergament 2,5 mg/ 350 pl
(Jansen, Wijsmuller & Beuns
B.V.)

#1  Kalbspergament, Storleim- 50 pg/ 450 pl - - -
Fixativ, ungealtert 567 pug/ 450 pli - -

2,3 mg/ 350 pl - -

#2  Kalbspergament mit Pastell, 58 ug/ 450 pl - - -

Storleim-Fixativ, ungealtert 143 pg/ 450 pl - - -
277 pg/ 450 pl + +(?) +(?)
2,5 mg/ 350 pl

#3  Ziegenpergament, Storleim- 67 g/ 450 pl - - -

Fixativ, kiinstlich gealtert 176 pg/ 450 pl - - -
2,6 mg/ 350 pl + - -

#4  Kalbspergament mit Pastell, 69 pg/ 450 pl - - -
Storleim-Fixativ, kinstlich 136 pg/ 450 pl - - -
gealtert 26mg/350ul [ - -

#5  Kalbspergament mit Pastell, 90 g/ 450 pl - - -
kein Fixativ, kunstlich gealtert | 129 pg/ 450 pl - - -

2,8 mg/ 350 l - -
* Gewicht der Proben #1-5 bezieht sich auf die gesamte Probe inklusive Pergament,

Pigment und Fixativ (falls aufgetragen)

Legende

Keine Detektion, < Cut off 0,05 OD414nm

nicht eindeutig

Positiver Nachweis, sehr schwaches Signal, < 0,1 OD414nm,

+(?)
+

Positiver Nachweis, schwaches Signal, < 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, mittleres Signal, > 0,3 OD414nm

Positiver Nachweis, starkes Signal, > 0,9 ODg14nm

Die ELISA Untersuchungen der Ausgangmaterialien #A Storleim und #B getrocknetes
Fixativ auf Storleimbasis reagieren mit allen drei Kollagenantikdrpern positiv, wenn

auch mit unterschiedlicher Signalstarke. Das Protein bleibt also nach der Zugabe von
Ethanol ausreichend immunreaktiv, obwohl Ethanol zur Denaturierung von Proteinen
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beitragt. Die verschiedenen, unbehandelten Kalbspergamente #C und #D reagieren
erwartungsgemal nicht auf Fisch- und Storkollagen, sondern sind lediglich positiv auf
unspezifisches Kollagen. Auffallig allerdings ist bei gleicher Probenmenge die
unterschiedliche Signalstéarke, was darauf schliel3en lasst, dass Kalb nicht gleich Kalb ist
und/oder die Pergamente unterschiedlich hergestellt oder behandelt worden sind. Somit
ist es nicht Uberraschend, dass es zwischen Pergamenten aus verschiedenen Tierarten
(Probe# 1, 2, 4, 5 (Kalb) und Probe#3 (Ziege)) beim Nachweis von Kollagen ebenfalls
zu hohe Signalschwankungen kommt (Tabelle 25). Diese Beobachtung ist nicht relevant
fur die hier untersuchte Fragestellung zu den Fixativen, doch verdeutlicht sie die
Schwierigkeit der Pergamentidentifizierung mittels immunologischer Methoden und
unterstreicht nochmals, dass erwartungsgemall mit dem eingesetzten unspezifischen
Kollagenantikorper (#ab34710) keine tierartspezifischen Aussagen (auch keine
Tendenzen) gemacht werden kénnen (— Kap. 5.10.3).

Alle fiinf Referenzproben (#1-5) waren bei der maximal eingesetzten Probenmenge —
vereinzelt auch bei geringeren Mengen - positiv auf Kollagen (unspezifisch), was
primdr auf das Kollagen im Pergament innerhalb der Proben zurtickzufuhren ist. Fisch-
und Storkollagen konnte nur in der ungealterten, pigmentierten Probe (#2) bei der
grolten, getesteten Probenmenge (2,5 mg) detektiert werden (Tabelle 25). In der
ungealterten, nicht pigmentierten Probe (#1) hingegen sowie in den beiden gealterten
Proben (#3-4) gelang der Nachweis bei &hnlicher Probenmenge nicht. Wie bereits
erwahnt, bezieht sich das Gewicht der Probe nicht allein auf die Pastellkreide und das
Fixativ, sondern auch auf die in der Probe enthaltenen Pergamentanteile.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der Nachweis des Fixativs nur unter Verwendung
enormer Probenmengen mdglich ist. Daruber hinaus zeigt sich der deutliche Einfluss,
den die Materialalterung auf die Immunreaktivitat der Proteine hat, da der Nachweis nur
an einer ungealterten Probe moglich war. Dass der Nachweis des Proteins an der
ungealterten Probe ohne Pigmentierung (#1) ausblieb, ist vermutlich auf die geringere
Oberflache im Vergleich zu der Probe mit Pigmentierung (#2) zuruckzufihren.

In Bezug auf die untersuchten Proben der Pastellgemélde von Liotard soll das folgende
Rechenbeispiel versuchen zu erklaren, warum eine Reaktion ausblieb und wie das
Negativergebnis zu interpretieren ist. Fur die ELISA Untersuchung der braunen
Pastellprobe von Liotards ,,The view of Geneve*“ (SK-A-1197) standen ~ 10 pg
Probenmaterial zur Verfligung. Unter der Annahme, dass ein Fixativ verwendet worden
ist, liegt das Bindemittel in der Probe in der Minderheit vor. Der Bindemittelanteil ist
nur schwer einschatzbar. Schramm & Hering (1995) beispielsweise geben bei
pigmentierten Proben einen allgemeinen Bindemittelanteil zwischen 15 - 50 % an, doch
ist davon auszugehen, dass fir Fixative weitaus weniger anzusetzen ist. Die folgenden
Berechnungen basieren danach auf einem willkirlich angenommenen Bindemittelanteil
von 1 %. Demnach enthielt die ungealterte braune Pastellprobe urspriinglich 0,1 ug
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Fixativ, woraus sich bei einem Probenansatz von 10 pg/ 300 ul bei einer Verdinnung
von 1:2, 8 ng Protein pro Well (50 pl) errechnen (Tabelle 24). Dieser Wert
bertcksichtigt nicht die Proteindegradation durch die Alterung und/oder Zugabe des
Ethanols bei der Herstellung des Pastells, die zur Veranderung der Loslichkeit des
Proteins sowie zum Verlust der Immunreaktivitat fihren kann. Auflerdem wird bei der
Berechnung eine vollstdndige Extraktion des Proteins angenommen, die auf wassriger
Basis nicht zu erwarten ist (— Kap. 5.4) und zu weiteren erheblichen Proteinverlusten
fuhrt. Es ist daher anzunehmen, dass fur die ELISA Analysen im vorliegenden Fall der
Proteingehalt weit unterhalb von 8 ng/Well lag und eher im Pikogramm-Bereich
anzusiedeln ist. Vergleicht man diesen Wert mit den Nachweisgrenzen der eingesetzten
Kollagenantikorper, die zwischen 5-50 ng/Well fiir ungealterte, reine kollagenhaltige
Bindemittel liegen (— Kap. 5.9), wird deutlich, dass unterhalb der Nachweisgrenze
gearbeitet wurde und die Probenmenge fiir einen Nachweis mittels ELISA nicht
ausreichend war. Der Vergleich mit den Referenzproben zeigt, dass eine sehr grole
Menge an Probenmaterial (im Milligramm-Bereich) notwendig ist, um in einen
nachweisbaren Bereich zu kommen. Fir die ELISA Untersuchung der drei
Pastellgemélde bedeutet das, dass keine Aussagen zum Fixativ méglich sind. Weder ob
ein Fixativ verwendet worden ist, noch ob es sich dabei um Storleim handelt.
AbschlieRend lasst sich also festhalten, dass eine Identifizierung von proteinhaltigen
Fixativen an Pastellen mittels der ELISA Technik nach derzeitigem Stand der
Forschung ohne entsprechende Probenmengen oder zusatzliche Signalamplifizierung
nicht moglich ist.

7.8 Zusammenfassung und Diskussion

Die im Zuge der vorliegenden Arbeit entwickelte ELISA Methode wurde abschlieRend
an realem Probenmaterial auf ihre Anwendbarkeit hin Gberprift. Eine breite Palette an
Objekten unterschiedlicher Herkunft, Datierung und Kulturen mit den verschiedensten
Fragestellungen wurde untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass ein qualitativer
Nachweis von Proteinen und Gummen an realem Probenmaterial mittels der optimierten
ELISA Screening-Methode grundsétzlich mdoglich ist. So lieferte z.B. die
Identifizierung von Ei als Bindemittel neue Erkenntnisse zu maltechnischen Methoden
an polychromen syrisch-osmanischen Interieur. Neben dem Nachweis einzelner
Proteine konnten aber auch mehrere Proteine und/oder Gummen innerhalb komplexer
Probenmischungen eindeutig identifiziert werden. Hier sei auf den Nachweis
verschiedener Proteine an  Resonanzhoélzern,  Stangentuschen, polychromen
Holzskulpturen verwiesen, was als wichtiger Beitrag zur Materialforschung gewertet
werden darf. Die gezielte Beprobung (z.B. chinesische Stangentuschen) oder Trennung
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bestimmter Fassungsschichten (z.B. Saint John Skulptur) im Vorfeld einer ELISA
Untersuchung flhrte in Einzelfdllen zu einer eindeutigen Zuordnung der
nachgewiesenen Proteine und Gummen innerhalb des Proben- bzw. Objektaufbaus.

Die Fallbeispiele zeigen aber auch die Schwéchen und Grenzen der entwickelten ELISA
Methode. Bei antiken Ausgrabungsobjekten flihrte die ELISA Untersuchung innerhalb
eines Objektes zu unterschiedlichen Ergebnissen. Der Nachweis von Ovalbumin war
nicht reproduzierbar, was die Interpretation der Ergebnisse erschwerte. Es impliziert,
dass die Verteilung der Bindemittel und/oder die Proteindegradation innerhalb eines
Objekts unterschiedlich sein kann, dass es durch Proteindegradation zu einem
kompletten Verlust der Immunreaktivitdit kommt oder dass es sich um eine
Kontamination handelt. Eine abschlieRende Aussage bezuglich des Bindemittels war
daher nicht moglich.

Die Untersuchung der Fixative auf Pastellgemélden zeigte ebenfalls die Grenzen fir den
Einsatz der ELISA Methode auf. An ungealterten Referenzproben konnte bei erhéhtem
Einsatz von Probenmaterial im Milligramm Bereich, ein positiver Nachweis von
Storkollagen erzielt werden. Die Proben von den Originalobjekten lagen hingegen im
unteren Mikrogramm Bereich und waren darlber hinaus natlrlich gealtert. Ein
Vergleich mit den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Nachweisgrenzen fir
Kollagen, zeigt deutlich, dass unterhalb der Nachweisgrenze gearbeitet worden ist,
weshalb keine Aussagen zum Fixativ moglich waren.

Eine Quantifizierung der Proteine mit der ELISA Technik ist grundsatzlich denkbar,
doch wird bei der Anwendung an Proben von Kunst und Kulturgut davon abgeraten.
Neben der Probenmenge (siehe spater) ist sie vor allem von der Proteindegradation,
Pigment-Enzym-Wechselwirkungen (— Kap. 6.3) sowie Extraktion und Affinitat der
eingesetzten Antikorper zu den jeweiligen Antigenen abhangig. Letzteres erklart auch,
warum mit der ELISA Technik weder Aussagen zum Erhaltungszustand der Proteine
noch ob sie urspriinglich oder spéter eingebracht worden sind, moglich sind.

Die Untersuchungen der unterschiedlichen Proben der Fallbeispiele haben gezeigt, dass
mit durchschnittlich 50 - 200 pg Probenmaterial ein positiver Nachweis mdglich war.
Trotzdem sind Angaben zur Mindestprobenmenge fir die ELISA Untersuchungen, wie
fur viele andere analytische Verfahren zur Bindemitteluntersuchung auch, kritisch, da
sie von zahlreichen Faktoren beeinflusst werden. Primar ist die Menge von der
Zusammensetzung der Probe abh&ngig. Bei reinen Bindemittelproben (z.B. Leimreste
von Verklebungen) ist in der Regel weniger Material notwendig als bei Proben mit
komplexer Zusammensetzung, da das Protein in konzentrierter Form vorliegt. Letztere
werden stark von den verwendeten Materialien beeinflusst. Bei Pigmenten ist vor allem
der unterschiedliche Bindemittelbedarf zu nennen. Der ist u.a. von der Struktur, GroRe
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und  Oberflachenbeschaffenheit der  einzelnen  Pigmentpartikel —und  der
Korngroienverteilung sowie der Art des Bindemittels abhangig. Beispielsweise kann es
bei der Verwendung von 6ligen Bindemitteln je nach Pigment (Olzahl) zu Schwankung
des Bindemittelbedarfs zwischen 15 - 200 % kommen (Wehlte 2009). Vergleichbare
Werte flr den Einsatz von proteinischen Bindemitteln gibt es nicht. Oft liegen die
Pigmente in Mischungen vor, was den Bindemittelbedarf verandern kann. Aber auch die
Bindemittel kdnnen Gemische sein und nicht selten sind unterschiedliche Bindemittel
an einem Objekt verwendet worden. Uberzug- und Trigermaterialien konnen die
bendtigte Probenmenge ebenfalls beeinflussen und sollten, wenn sie nicht
untersuchungsrelevant sind, bei den Probenahmen mdglichst minimiert werden. Aber
der wohl unkalkulierbarste Faktor ist die Materialalterung, die durch atmosphérische
(Wwarme, Licht, Feuchtigkeit, Umwelteinflisse), biogene (Biodeterioration) und
anthropogene (RestaurierungsmalRnahmen) Einflisse sowie chemische
Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Materialien erfolgt und objektabhéngig ist.
Schwer einschatzbar ist zudem die Verteilung der Bindemittel innerhalb eines Objekts
oder einer Probe. Je nach Verteilung ist es moglich, dass bei Proben von benachbarten
Entnahmestellen unterschiedliche Mengen fir einen positiven Nachweis nétig sind. Die
Probenmenge ist also abhangig von der Art, Anzahl, Verteilung und dem
Erhaltungszustand der Materialien, was schwer vorhersehbar ist. Grundsatzlich gilt, je
mehr Materialien eingesetzt wurden und je degradierter diese sind, desto mehr
Probenmaterial wird bendtigt. In Hinblick auf eine ELISA Untersuchung ist die
Probenmenge aber auch abhangig von der Fragestellung. Soll nur nach einem Protein
oder Gumme gesucht werden, ist weniger Material ndétig als fir ein vollstdndiges
Protein- und Gummen-Screening. Aulerdem haben die Extraktionsversuche in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Proteinausbeute einer Probe bei der Extraktion auf
wassriger Basis weit unterhalb von 50 % liegen kann (— Kap. 5.4), was den Bedarf an
Probenmaterial erhéht. Insbesondere der Zusatz von nicht-wéssrigen Bindemitteln wie
Ol oder auch Wachs scheinen die Extraktion dariiber hinaus zu hemmen. Das alles
veranschaulicht, warum eine Angabe zur Mindestprobenmenge schwierig ist.
Erfahrungswerte haben allerdings gezeigt, dass durchschnittlich eine Probenmenge
zwischen 50 - 150 pg fur ein komplettes Protein und Gummen ELISA-Screening
ausreicht. Der Wert bezieht sich auf das Gesamtgewicht der zu untersuchenden Proben
unabhangig von den verwendeten Materialien (Pigmente, Blattmetalle, sonstige
Bindemittel, Uberzugs- und Tragermaterial) oder Alter. Bei reinen Bindemittelproben
ist eine Menge von bereits 1 - 50 pg ausreichend. Bildlich gesprochen, werden Proben,
so groR wie Stecknadelkdpfe und kleiner bendtigt. Diese Angaben sind lediglich
Empfehlungen und selbstverstandlich in Abhé&ngigkeit des zu untersuchenden Objektes
und Fragestellung vor jeder ELISA Analyse mit den zustdndigen Restauratoren zu
diskutieren.
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Grundsatzlich hat sich gezeigt, dass die Interpretation der Ergebnisse und insbesondere
der Umgang mit Negativergebnissen schwierig ist. Ein negatives Ergebnis bedeutet
nicht zwangslaufig, dass das gesuchte Protein nicht in der Proben enthalten ist, sondern
lediglich, dass es nicht detektiert wurde. Grunde dafir konnen u.a. der Verlust der
Immunreaktivitat durch Proteindegradation, unzureichende Extraktion oder auch
Wechselwirkungen zwischen den verwendeten Pigmenten und dem Detektionssystem
der eingesetzten ELISA Methode sein. Die Interpretation der ELISA Ergebnisse ist nur
mit umfangreichen Kenntnissen Uber Materialien und Techniken mdglich und sollte
stets im Dialog zwischen Restauratoren, Kunsthistorikern und Naturwissenschaftlern
stattfinden.
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8 Versuche zur Lokalisierung der Proteine mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM)

Neben der Identifizierung der Bindemittel ist vor allem die Lokalisierung innerhalb des
Probenmaterials fiir die kunsttechnologische Untersuchung eines Objektes von
Interesse. Wéhrend bei der ELISA Analyse die rdumliche Information der Probe
zugunsten eines hochempfindlichen Nachweises verloren geht, bietet die
Immunfluoreszenzmikrokopie (IFM) eine Mdglichkeit die Proteine zu lokalisieren. Die
Visualisierung erfolgt bei Proben von Kunstobjekten am  Anschliff tber
fluoreszenzmarkierte Antikorper unter Betrachtung im Mikroskop. Diese Methode
findet immer wieder Erwéhnung in der Literatur (Kockaert et al. 1989, Ramirez-Barat
& De la Vifa 2001, Heginbotham et al. 2006), wobei die Ergebnisse aber aufgrund
vielfaltiger Einflussfaktoren (— Kap. 8.3-8.4) oft limitiert sind. Schultz (2006) konnte
bereits an einer Vielzahl von Probekdrpern mit bekannter Zusammensetzung den
Einsatz der IFM zur Lokalisierung von Kasein und Ovalbumin bestétigen, wenngleich
der Nachweis an realem, gealtertem Probenmaterial nicht gelang. Trotzdem soll die
Technik im Folgenden kurz vorgestellt und exemplarisch an wenigen definierten
Probekorpern die Schwierigkeiten der Lokalisierung am Anschliff erldutert werden.
Zudem galt es, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Antikorper auf ihre
Anwendbarkeit fur die IFM zu Uberprifen.

8.1 Prinzip: indirekte IFM

Die Immunfluoreszenzmethode ist ein mikroskopisches Verfahren zur Lokalisierung
von Proteinen in  Geweben (Immunhistochemie) oder an Einzelzellen
(Immuncytochemie).  Wie  alle Immundetektionen  basiert  auch  die
Immunfluoreszenzmikroskopie auf der Antigen-Antikorper-Reaktion, wobei die
Antikorper hier mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden. Dabei nutzt man den
Effekt, dass fluoreszierende Farbstoffe (auch Fluorochrome oder Fluorophore) Licht bei
einer bestimmten Wellenldnge absorbieren und es bei einer anderen, langeren
Wellenldange emittieren  (Strokessche Regel). Bei der Bestrahlung eines
Fluoreszenzfarbstoffes mit Licht der Wellenldange des Absorptionsbereiches und
anschlielender mikroskopischer Betrachtung durch einen Filter, der nur fir Licht des
emittierten Wellenldngenbereichs durchlassig ist, wird die Fluoreszenz sichtbar.
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) ist ein sehr gebréuchlicher Fluoreszenzfarbstoff, der
bei Anregung mit blauem Licht (Absorptionsmaximum bei 495nm), grines Licht
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(Emissionsmaximum 519 nm) emittiert. Der Einsatz von zwei oder mehreren
Fluoreszenzfarbstoffen ermdglicht die gleichzeitige Identifizierung verschiedener
Antigene in einer Probe, vorausgesetzt sie sind an unterschiedliche Antikdrper
gekoppelt, unterscheiden sich in ihren Absorptions- und Emissionsmaxima und die
benotigten Filtersatze sind vorhanden.

Beim indirekten IFM Verfahren wird die Probe (hier: Anschliff) zunéchst mit einem
spezifischen, nicht markierten Primarantikdrper behandelt. Ist das gesuchte Antigen
vorhanden und fur den Antikorper zugénglich, bindet dieser und es entsteht ein nicht
sichtbarer Antigen-Antikorper-Komplex. Nach dem Abwaschen nichtgebundener
Antikorper erfolgt die Zugabe eines fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorpers, der bei
Anwesenheit des Primarantikdrpers an diesen spezifisch bindet. Durch Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffs bei der Betrachtung unter dem Fluoreszenzmikroskop wird dieser
Antigen-Antikorper-Komplex sichtbar und ermdéglicht die Lokalisierung des gesuchten
Antigens innerhalb des Probengefiiges (Abbildung 16). Die Durchfiihrung sollte stets
Positiv- und Negativkontrollen enthalten, auch wenn sie angesichts der Materialvielfalt
an historischen Objekten eher zweitrangig sind. Sie kdnnen nur Auskunft Gber die
korrekte Funktion der Antikdrper geben.

Abbildung 16: Prinzip der indirekten IFM an Anschliffen

I Objekttrager Py Pigmentpartikel A Primarantikérper

[ Gieling/Anschliff "\ Proteinisches L Sekundarantikorper
Bindemittel
s Fluorochrom (FITC)

exc emi
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8.2 Durchfihrung

Die IFM wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit an Anschliffen von
Referenzproben zum Nachweis und zur Lokalisierung proteinhaltiger Bindemittel
durchgefuhrt. In Anlehnung an Schultz (2006) wurde die Durchfiihrung wie folgt
modifiziert:

Einbettung der Proben in Technovit® 2000 LC (Heraeus Kluzer GmbH) mit
anschlieBendem trocken Schleifen und Polieren bis zu einer Kérnung von 12000.
Primédrantikérper in PBS 1:100 verdiinnen und je 25 upl/Anschliff aufpipettieren; 16
Stunden bei 4 °C inkubieren. Abschlagen der lberschiissigen Antikorperlésung und 4x
mit PBS waschen. Dabei je 25 pl/Anschliff aufpipettieren, 1-2 Minuten einwirken und
vorsichtig abpipettieren. FITC markierten Sekundarantikérper (GARb/FITC) in PBS
1:100 verdiinnen und je 25 pl/Anschliff aufpipettieren. Da Fluoreszenzfarbstoffe sehr
lichtempfindlich sind, den Auftrag in einem mdglichst abgedunkelten Raum
durchfiihren. 60 Minuten bei 37 °C inkubieren. Die Anschliffe wéhrend der
Inkubationszeiten abdecken. Abschlagen der Uberschiissigen Antikdrperlésung und 4x
mit PBS waschen. Dabei je 25 ul/Anschliff aufpipettieren, 1-2 Minuten einwirken und
vorsichtig abpipettieren. 15-30 Minuten abgedeckt (im Dunkeln) trocknen lassen und
unter dem  Fluoreszenzmikroskop  Uberprifen, ob es zu  spezifischen
Fluoreszenzerscheinungen aufgrund der Antikérperbindung gekommen ist. Die
Auswertung erfolgte an einem Zeiss Axioplan Il Fluoreszenzmikroskop unter
Verwendung des Zeiss Filtersatz 9 (Anregung BP 450-495 nm, Strahlteiler FT 510 nm
und Emission LP 515 nm) fur FITC (Anregungswellenlange 495 nm,
Emissionswellenlange 519). Mikroskopiert wurde im Auflicht bei unterschiedlichen
VergroRerungen (100, 200, 400x). Fotografiert wurde mit einer installierten
Digitalkamera (Spot 16.4 4 Mp Slider, Diagnostic Instruments, Inc. oder Canon
Powershot G2, 4 Megapixel). Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit Adobe Photoshop
CSund ImageJ 1.4.

8.3 Versuche an definierten Probekdrpern

Die Versuche zur Immunfluoreszenzmikroskopie wurden an Fassungsproben einer
Probetafel mit bekannter Zusammensetzung durchgefiihrt (— Anhang B2.1), von denen
zwei in der Folge exemplarisch vorgestellt werden.

Die Probe #PT5 hat einen dreischichtigen Aufbau und setzt sich aus Schichten von
Kreide/Leim, Griine Erde/Boraxkasein und frz. Ocker/Vollei zusammen (Abbildung 17-
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18). Die Probe #PT10 hat denselben Aufbau und Zusammensetzung, wurde
abschlieBend aber noch mit einer dunnen Storleim Schicht belegt, die eine
Malschichtfestigung imitieren soll (Abbildung 19). Als Negativkontrollen dienten
Proben bestehend aus Kreide/Leim, Rote Erde/Leim (#PT4), da in den Versuche nur auf
Kasein, Ovalbumin und Storkollagen getestet wurden. Sie wurden parallel zu den
Versuchen getestet und zeigten durchgangig negative Ergebnisse (Bilder nicht gezeigt).

Die Proben wurden in Kunstharz eingebettet, geschliffen und im Auflicht, sowohl im
sichtbaren Licht (Zeiss Filtersatz 2 (365 nm)) als auch unter Blaulicht-Anregung im
Zeiss Filtersatz 09 (450-495 nm; FITC) vor der Zugabe der Antikorper betrachtet und
fotografiert. Die Probe #PT5 wurde zuerst auf Kasein und nach der Trocknung und
einem Zwischenschliff in einem zweiten Durchgang auf Ovalbumin getestet. Die Probe
#PT10 wurde ausschlielRlich auf Storkollagen untersucht. Die Primdrantikorper sind
identisch mit denen der ELISA Methode. Der Sekundarantikérper (GARD/FITC,
Southern Biotech #4050-02) ist statt mit einem Enzym mit dem Fluoreszenzfarbstoff
FITC markiert, dessen Anregungswellenlédnge bei 495 nm liegt (— Anhang Al). Alle
Antikorper wurden 1:100 in PBS angesetzt. Die Durchfiihrung erfolgte nach der unter
— Kap. 8.2 beschriebenen Methode.

Abbildung 17 zeigt die Probe #PT5 beim Versuch zur Lokalisierung von Kasein (a.;
Schicht 2). Vor der Zugabe der kaseinspezifischen Antikdrper zeigte die Betrachtung im
FITC Filter keine auffallige Fluoreszenz in der kaseinhaltigen Schicht (b.). Nach der
Zugabe der spezifischen Antikorper sowie der FITC-markierten Sekundérantikorper
wies die kaseinhaltige Schicht im Anschliff unter Blaulichtanregung (450-495 nm) eine
deutliche hellgriine, typische Fluoreszenz fir FITC auf (c.). Kasein konnte also
eindeutig nachgewiesen und lokalisiert werden.
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Abbildung 17: Versuch zur Lokalisierung von Kasein (Schicht 2) an der Probe #PT5
(Kreide/Leim, Grine Erde/Kasein, frz. Ocker/Vollei). Betrachtung der Probe im
sichtbaren Licht (VIS) (a.) und mit dem FITC Filter (Zeiss Filtersatz 09, 450-495 nm)
vor (b.) und nach der Zugabe der spezifischen Antikorper (c.).

VIS, vorher

FITC Filter,
vorher

FITC Filter,
nachher (Kasein)

Abbildung 18 zeigt dieselbe Probe (#PT5), aber einen anderen Ausschnitt, nach der
Trocknung und einem Zwischenschliff beim Versuch zur Lokalisierung von Ovalbumin
(a.; Schicht 3). Vor der Zugabe der ovalbuminspezifischen Antikorper zeigte die
Betrachtung der Probe im FITC Filter keine auffallige Fluoreszenz in der eihaltigen
Schicht (b.). Zudem kann ausgeschlossen werden, dass sich Reste von
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern aus dem vorangegangenen Versuch noch im
Probengeftige befinden und so den Nachweis von Ovalbumin stérend beeinflussen
konnten. Nach der Zugabe der spezifischen Antikorper sowie der FITC-markierten
Sekundérantikdrper zeigte die eihaltige Schicht im Anschliff unter Blaulichtanregung
(450-495 nm) eine deutliche hellgriine Fluoreszenz (c.). Allerdings ist die Abgrenzung
der fluoreszieren Schicht zur kaseinhaltigen Fassungsschicht nicht deutlich, was
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vermutlich auf die Penetration des eihaltigen Bindemittels in die darunterliegende
Schicht (Kasein) zurtickzufihren ist. Die Kreidegrundierung zeigt hingegen
erwartungsgeméall keine Fluoreszenz und schlieft somit Ei als Bindemittel im

vorliegenden Fall aus.

Ovalbumin konnte zwar in der Probe am Anschliff nachgewiesen werden, doch die
Zuordnung zu einer bestimmten Schicht war nicht eindeutig. Dartiber hinaus zeigt die
Probe, dass es durch wiederholtes Waschen zum Quellen von Schichten insbesondere in
der leimhaltigen Grundierungsschicht kam. Das hat zur Folge, dass nicht alle Bereiche
der Probe die gleiche Tiefenscharfe aufweisen und es zu unscharfen

Abbildungsbereichen kommt.

Abbildung 18: Versuch zur Lokalisierung von Ovalbumin (Schicht 3) an der Probe
#PT5 (Kreide/Leim, Grine Erde/Kasein, frz. Ocker/Vollei). Betrachtung der Probe im
sichtbarem Licht (VIS) (a.) und mit dem FITC Filter (Zeiss Filtersatz 09, 450-495 nm)

vor (b.) und nach der Zugabe der spezifischen Antikorper (c.).

VIS, vorher

FITC Filter,
vorher

C.

FITC Filter,
nachher (Ovalbumin)
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Abbildung 19 zeigt die Probe (#PT10) beim Versuch zur Lokalisierung von Storleim,
der als Konsolidierungsschicht aufgetragen wurde (a.; Schicht 4). Vor der Zugabe des
storkollagenspezifischen Antikorpers zeigte die Betrachtung der Probe im FITC Filter
bereits eine geringe Fluoreszenz/Farbigkeit der Stérleimschicht (b.). Diese Fluoreszenz
zeigt sich ebenfalls in der zwischen Schicht 1 und 2 aufgetragenen Leimlésche, um das
Absinken der spater aufgetragenen kaseinhaltigen Schicht zu verhindern. Wieso sich
diese Schicht bei der Probe #PT5 nicht so deutlich abzeichnete, kann nicht gekléart
werden. Nach der Zugabe der spezifischen Antikdrper sowie der FITC-markierten
Sekundarantikorper zeigte sich eine starke Quellung der Stérleimschicht durch die
verschiedenen Waschgange (c.). Allerdings wies sie im  Anschliff unter
Blaulichtanregung (450-495 nm) eine etwas starkere hellgriine Fluoreszenz auf als vor
der Zugabe der Antikorper. Trotzdem kann aufgrund der geringen Differenz der
Fluoreszenzerscheinung vor und nach der Antikoérperapplikation nicht von einem
eindeutigen Nachweis gesprochen werden. In der Kreidegrundierung ist es ebenfalls zu
Fluoreszenzerscheinungen gekommen. Sie sind aber nicht auf eine spezifische Bindung
der Antikorper zuriickzufuhren, da diese ausschliel3lich mit Storkollagen reagiert (—
Kap. 5.10.3), sondern beruhen entweder auf dem Fluoreszenzvermdgen der Materialien
(Pigment, Bindemittel) oder auf unspezifischen Anlagerungen der Antikérper im
heterogenen Materialgefiige, die sich auch durch Waschen nicht vollstandig entfernen
lassen. Durch das zusétzliche Quellen der Kreidegrundierung wird der
Fluoreszenzeffekt noch  verstarkt, so dass die benachbarten  Schichten
maskiert/Uberlagert werden und eine Auswertung erschwert wird.
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Abbildung 19: Versuch zur Lokalisierung von Storkollagen (Schicht 4) an der Probe
#PT10 (Kreide/Leim, Grlne Erde/Kasein, frz. Ocker/Vollei, Storleim (Konsolidierung).
Betrachtung der Probe im sichtbare Licht (VIS) (a.) und mit dem FITC Filter (Zeiss
Filtersatz 09, 450-495 nm) vor (b.) und nach der Zugabe der spezifischen Antikdrper

(c.).
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8.4 Ergebnisse und Diskussion

Die Anwendung der Immunfluoreszenzmikroskopie hat gezeigt, dass an ungealterten
Probekorpern mit bekannter Zusammensetzung in einem mehrschichtigen Aufbau, die
gesuchten Proteine eindeutig nachgewiesen und lokalisiert werden konnten. Durch
Wiederholung der Untersuchung nach Trocknung wund Zwischenschliff mit
verschiedenen Antikdrpern war es mdoglich, an einer einzigen Probe verschiedene
Proteine am Anschliff zu lokalisieren. Die Versuche bestatigen die Anwendbarkeit der
eingesetzten Antikorper fiir IFM Untersuchungen.

Die Untersuchungen zeigen aber auch, dass es aufgrund von Penetration der
Bindemittel aus daruber liegenden Schichten zu Vermischungen kommen kann, was die
Interpretation der Ergebnisse erschwert. Eine Lokalisierung der Bindemittel ist daher
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nicht immer gleichbedeutend mit der eindeutigen Zuordnung zu den urspriinglichen
Schichten. Es ist mdglich, dass beispielsweise in benachbarten Schichten die
Bindemittel identisch sind, dass Bindemittelgemische verwendet worden sind oder dass
es zu einer Vermischung der Bindemittel durch Penetration/Migration bei der
Entstehung des Kunstwerkes oder durch spater eingebrachte Materialien gekommen ist.
Beim Nachweis von Kasein in der ersten Probe wurde die Penetration von Kasein in die
Kreidegrundierung durch den Auftrag einer Leimldsche, die als Sperrschicht fungierte,
gehemmt (Abbildung 17). Das nachgewiesene Kasein liel} sich so eindeutiger einer
bestimmten Schicht zuordnen. Aber auch hier war die Fluoreszenz an der Grenzflache
zur unteren Schicht starker. Die Vermischung von Materialien ist eine grundsétzliche
Schwierigkeit beim Nachweis von Bindemitteln und nicht auf die Untersuchung mittels
IFM beschrankt Die Interpretation der Ergebnisse ist daher oft nur mit der Kenntnis
uber Materialien und maltechnische Grundlagen maglich.

Durch die Behandlung mit wassrigen Losungen bei den verschiedenen Waschgangen
und Inkubationsschritten kam es zum Quellen einzelner Schichten, die sich storend auf
die Betrachtung unter dem Mikroskop auswirkten. Dabei kommt es zu einer Bindung
der Wassermolekiile an die polaren Gruppen der Proteine, wodurch sich der Abstand
der Polymerketten zueinander vergrofRert und es zum Schwellen der Schichten kommt.
Besonders betroffen davon sind Schichten mit tierischem Leim aufgrund seines
enormen Quellvermdgens. Die gequollenen Schichten liegen dann in einer anderen
Betrachtungsebene bei der mikroskopischen Untersuchung, wodurch die Grenzflachen
zu den anderen Schichten nicht mehr klar erkennbar sind. Der Einsatz von wassrigen
Losungen kann dartber hinaus auch zum kompletten Herauswaschen wasserldslicher
Stoffe flhren. Hier sind vor allem die wasserldslichen Pflanzengummen zu nennen,
deren Lokalisierung am Anschliff daher schwierig ist. Das Quellen, Auswaschen und
Herauswaschen durch wéssrige Systeme kann neben der Art der Bindemittels und der
Probenzusammensetzung aber auch von dem pH-Wert, der lonenkonzentration sowie
der Temperatur und der Einwirkzeit beeinflusst werden (Schéfer 2013).

Viele organische und anorganische Stoffe und Substanzen wie Pigmente, Farbstoffe,
Harze oder Proteine zeigen bei Bestrahlung mit UV Licht farbige Fluoreszenzen. Dabei
wird die unsichtbare, kurzwellige Strahlung von den Stoffen absorbiert und in
langwelligeres, sichtbares Licht umgewandelt, das dann als Fluoreszenz sichtbar wird.
Diese kann sich stérend auf den Nachweis mit fluoreszenzmarkierten Antikdérpern
auswirken, da die Differenzierung zwischen Material- und durch markierten Antikorper
erzeugte Fluoreszenz nicht immer mdglich ist. In manchen Féllen kann die Intensitét der
Fluoreszenz so stark sein, dass sie benachbarte Schichten maskieren/berstrahlen und
eine Auswertung der Ergebnisse unmoéglich macht. Fluoreszenzerscheinungen sind u.a.
abhéngig von der Materialzusammensetzung, -beschaffenheit und Schichtdicke, aber
auch vom Alter der Materialien und konnen sich im Laufe der Zeit verdndern
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(Baumeister 1988; Bé&schlin 1994; Fiedler & Walch 1997; Simons 1998). Die
Anschliffe der Proben sind daher stets im Vorfeld einer Untersuchung mittels IFM auf
Fluoreszenzerscheinungen zu tberprifen und mit denen nach der Antikdérperapplikation
zu vergleichen.

Trotz der hohen Spezifitat der eingesetzten Antikorper (— Kap. 5.10) kam es aufgrund
des heterogenen/porésen Probengefiiges wahrend der verschiedenen Untersuchungen
mittels IFM immer wieder zu unspezifischen Anlagerungen der Antikorper. Dabei
handelt es sich nicht um eine echte Bindung, sondern lediglich um eine An- bzw.
Einlagerung der Antikorper in kleinste Vertiefungen, Auswaschungen und Risse der
Probenoberflache, die sich auch durch Waschen nicht wieder vollstandig entfernen
lassen. Dort kommt es in der Folge zu unspezifischen Fluoreszenzerscheinungen, die
eine Interpretation der Ergebnisse erschweren und zu falsch-positiv Ergebnissen fiihren
kdnnen.

Grundvoraussetzung einer Lokalisierung im Probenaufbau ist, dass die Proteine fir die
spezifischen Antikorper zugédnglich sind. Das st u.a. abhangig von der
Probenzusammensetzung und dem Erhaltungszustand der Proteine. Oftmals ist die
Zuganglichkeit der Proteine limitiert, da sie in einer festen komplexen Matrix
eingebunden sind. Durch &ufere Einflusse (Licht, Feuchtigkeit, Warme,
Umwelteinflisse) und Wechselwirkungen zwischen den verwendeten Materialien
kommt es zur Proteindegradation, die zum Verlust der Immunreaktivitat fuhren kann.
Trotz der Verwendung eines Proteins, wére es dann nicht mehr mittels IFM oder einer
anderen immunologischen Methode nachweisbar, da die spezifischen Epitope fur die
Antikorper durch die Degradation verloren gegangen sind.

Versuche an realem Probenmaterial haben in der Vergangenheit gezeigt, dass ein
Nachweis mittels IFM oftmals zu Negativergebnissen fuhrt, selbst, wenn ELISA
Analysen im Vorfeld die Anwesenheit eines Proteins bestatigen konnten (Schultz 2006).
Das belegt die geringere Empfindlichkeit der IFM, weshalb sie, wenn (berhaupt, nur in
Verbindung mit vorangegangenen ELISA Untersuchungen durchgefuhrt werden sollte.
AbschlieBend sei noch auf die Lichtempfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffs
hingewiesen. Unter Lichtanregung verblasst FITC sehr schnell, was die Auswertung
erschwert bzw. die Auswertungszeit verkdrzt.

Grundsétzlich ist festzuhalten, dass sich mit der Immunfluoreszenzmikroskopie die
gesuchten Proteine lokalisieren lassen, der Einsatz zur Lokalisierung von Proteinen an
Proben von Kunstobjekten aber duf3erst limitiert ist.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Die Identifizierung von Bindemitteln steht hdufig im Interesse restauratorischer
Fragestellungen, da sich aus der Kenntnis der verwendeten Materialien mdgliche
Ruckschliusse auf Schadensphdnomene oder Hinweise auf Restaurierungskonzepte
ergeben. Derzeit gangige Verfahren zur Analyse von proteinhaltigen Bindemitteln sind
haufig durch ProbengréfRe, komplexe Materialmischungen und -Degradation stérend
beeinflusst und sind darlber hinaus mit einem hohen Investitions- und Zeitaufwand
verbunden. Die vorliegende Arbeit beschéftigte sich mit den Mdoglichkeiten und
Grenzen immunologischer Verfahren zum Nachweis von Proteinen und Gummen an
Proben von Kunst und Kulturgut. Der Schwerpunkt lag auf der Entwicklung und
Erweiterung einer ELISA Screening-Methode zur Identifizierung der vier natdrlichen
Bindemittel Ei, Kasein, tierischer Leim und Pflanzengummen. Die Uberpriifung der
Methode erfolgte an Referenzmaterial bekannter Zusammensetzung sowie abschlief3end
an realem Probenmaterial. Zur Lokalisierung der Proteine am Anschliff wurde die
Immunfluoreszenzmikroskopie vorgestellt und an wenigen Probekorpern bekannter
Zusammensetzung Uberpriift. Eine Anwendung an realem Probenmaterial erfolgte
aufgrund der vielfaltigen Einflussfaktoren nicht.

Die Entwicklung und Erweiterung der ELISA Methode hat gezeigt, dass durch gezielte
Veranderung der Versuchsparameter und Materialien (Extraktion, Inkubation, Blocken
Mikrotiterplatten) eine Erhéhung der Nachweisempfindlichkeit der Assays moglich ist
(— Kap. 5.11). Bei den wassrigen Extraktionspuffern ist weniger der pH-Wert als
vielmehr die Zusétze (Detergenzien, Chelatbildner) entscheidend. Der Zusatz von 1 %
SDS im Extraktionspuffer flhrte zu einer deutlichen Hemmung des ELISA Systems und
kann daher nicht erfolgen. Durch die Extraktionsdauer von mindestens 5 Stunden bei 37
°C kam es zu einer deutlichen Steigerung der Wiederfindungsrate fur Proteine.

Bei den getesteten Mikrotiterplatten ist vor allem das Fassungsvermdgen der Wells von
Bedeutung. Bei gleicher Fillmenge ist die Fillhohe bei Wells mit geringerem
Durchmesser hoher, was aufgrund des Lambert-Beerschen Gesetzes zu einer Erhéhung
der Extinktion fiihrt. Uber den Welldurchmesser kann die benotigte Probenmenge
reduziert werden. Sogenannte half area plates, Platten mit sehr geringem
Welldurchmesser, kdnnten zukunftig die Probenmenge weiter reduzieren und werden
derzeit getestet.

Bei der Inkubation der Antigene und Antikorper fiihrten langere Inkubationszeiten bei
niedrigeren Temperaturen zu einer deutlichen Erhéhung der Assayempfindlichkeit.
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Bei proteinischen Blockpuffern ist darauf zu achten, dass sie nicht identisch mit den im
Versuch nachzuweisenden Proteinen sind. Die Verwendung von Fertiglésungen hat
gezeigt, dass sie nicht deklarierte Zusatze enthalten konnen, die zu erhdhten
unspezifischen Bindungen und falsch-positiven Ergebnissen fihren kdnnen. Einige der
getesteten Fertiglosungen wiesen auf einen Zusatz von Kasein hin, weshalb sie flr den
Einsatz in der vorliegenden Arbeit ungeeignet waren.

Die Versuche verdeutlichen, dass bei einem Austausch einer Reagenz, einer Chemikalie
oder eines Materials, die Auswirkungen auf das eingesetzte ELISA System stets zu
uberprifen sind.

Alle getesteten Antikdrper zeigten sich hochspezifisch und mit nur einer Ausnahme
konnten keine Kreuzreaktionen nachgewiesen werden. Die Kreuzreaktion von #JIM13
auf Galacturonsduren in bestimmten Holzarten ist zwar nur schwach, muss aber bei der
Interpretation von ELISA Ergebnissen berlicksichtigt werden. Mit den eingesetzten
Antikdrper gegen Kollagen (#ab34710), Ovalbumin (#AB1225), Kasein (#RCAS-10A)
und Arabinogalactan-Proteine (#JIM13) sind keine tier- oder pflanzenspezifischen
Aussagen mdoglich, wohingegen der Antikorper gegen Fischkollagen (#T89171R)
zumindest eine Eingrenzung auf die Gruppe der Fische erlaubt. Dagegen ist eine
eindeutige Identifizierung auf Gattungsniveau mit den Antikdrpern gegen Stérkollagen
(AlS2006) und Tragant (#MAC265) moglich. Der Einsatz des Phosvitin Antikdrpers
wurde aufgrund seiner mangelnden Reaktivitat verworfen, ebenso wie die Verwendung
des Arabinogalactan-Proteine spezifischen Antikorpers #MAC207.

Die Untersuchungen an eihaltigen Proben haben gezeigt, dass eine Differenzierung von
Eiklar, Eigelb und Vollei nicht moglich ist. Eine vollstdndige Trennung von Eiklar und
Eigelb kann durch bloBes Abgiellen des Eiklars nicht erreicht werden, weshalb
Ovalbumin in allen eihaltigen Proben nachweisbar bleibt. Durch die eigene Herstellung
tierartenspezifischer Leime konnte bestatigt werden, dass es sich bei dem getesteten
kommerziellen Hasenleim weniger, wenn uberhaupt, um Hasen- oder Kaninchenhaut
als vielmehr um einer Mischung aus kollagenhaltigem Material verschiedener Tierarten
handelt. Bei der kommerziellen Hausenblase in Blattern verlief der Nachweis von
Storkollagen negativ, was bedeutet, dass es sich entweder nicht um Stér handelt, oder
die storspezifischen Epitope bei der Aufbereitung der Storblase bei der Herstellung
verloren gegangen sind.

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen an ungealterten Proteinen und Gummen hat
gezeigt, dass diese vom eingesetzten Antigen sowie Antikorper abhangig sind. Dennoch
hat sich die ELISA Methode als hochspezifisch mit Nachweisgrenzen im Nanogramm
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Bereich erwiesen. Eine Uberprifung und Bestimmung von Nachweisgrenzen an
gealterten Proteinen und Gummen steht noch aus.

Nach Abschluss der Entwicklung und Erweiterung der ELISA Methode erfolgte die
Uberpriifung an Probekdérpern mit bekannter Zusammensetzung (— Kap. 6.4). Der
Einsatz der entwickelten Screening-Methode ermdglichte die Identifizierung mehrerer
Proteine innerhalb einer Probe in einem Analysedurchgang. Die Untersuchungen
zeigten aber auch, dass es bei der Mischung von wassrigen und nicht-wassrigen
Bindemitteln (Ol, Wachs, Harz etc.) zu einem verringerten ELISA Signal kommen
kann. Ob es sich dabei lediglich um einen geringeren Proteingehalt innerhalb der Probe
oder um eine verminderte Extraktion aufgrund der verschiedenen Materialien handelt,
gilt es zukunftig zu untersuchen und gegebenenfalls das Extraktionsverfahren zu
andern.

Die Untersuchung an kinstlich gealterten  Fassungsproben  zeigte, dass
Proteindegradation durch Alterung und Pigmente und/oder Wechselwirkungen
zwischen Pigmenten und dem ELISA Detektionssystem (Enzym/Substrat) einen
Einfluss auf die Empfindlichkeit der ELISA Methode haben. Durch die parallele
Anwendung von zwei ELISA Methoden mit verschiedenen Detektionssystemen (HRP
und AP) konnte die unterschiedliche Empfindlichkeit der Enzyme auf bestimmte
Metallionen, die Bestandteil vieler Pigmente sind, in Abhangigkeit von den eingesetzten
Proteinen bestétigt werden. Dabei zeigte sich, dass die Meerrettich Peroxidase weniger
empfindlich auf die Metallionen der getesteten Pigmente reagiert als die Alkalische
Phosphatase. Kein Pigment konnte unabhdngig vom Bindemittel durchgangig den
ELISA Nachweis storen. Welchen Einfluss die Materialalterung auf den ELISA
Nachweis hat oder welche Rolle die verschiedenen Pigmente bei der Alterung von
Bindemitteln spielen, ist ein eigenes Forschungsthema und konnte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden. Die Untersuchungen haben aber gezeigt,
dass der Nachweis von Proteinen mit nur einer Ausnahme (Grine Erde/Kollagen) auch
an gealterten Proben mittels der entwickelten ELISA Technik mdglich ist.

AbschlieRend erfolgte die Anwendung der ELISA Methode an realem Probenmaterial
von Objekten unterschiedlichster Herkunft, Datierung und Kulturen (— Kap. 7). Die
Ergebnisse zeigen, dass ein qualitativer Nachweis von Proteinen und Gummen an
realem Probenmaterial mittels der entwickelten ELISA Screening-Methode
grundsatzlich méglich ist. So konnte z.B. die Verwendung von Fisch- oder Stérleim an
Leimproben verschiedener Mobel in Boulle Technik ausgeschlossen werden. Aber auch
der Nachweis mehrerer Proteine und/oder Gummen innerhalb komplexer
Probenmischungen war mdoglich. An einer polychromen Skulptur aus dem 13.
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Jahrhundert konnte durch gezielte Trennung der Probe im Vorfeld der ELISA
Untersuchung tierischer Leim als Bindemittel fir die Kreidegrundierung und
Ovalbumin (Ei) als Anlegemittel fiir die Metallfolie nachgewiesen werden. Aber auch
der Nachweis verschiedener Proteine an Proben von Resonanzhdlzern, Stangentuschen
und einer polychromen syrischen Raumausstattung, kann als wichtiger Beitrag zur
Materialforschung gewertet werden.

Die Grenzen der ELISA Methode zeigten sich bei der Untersuchung von Fixativen auf
Pastellgemélden aus dem 18. Jahrhundert sowie Proben von Fragmenten polychromer
antiker Steinstatuen. Im Fall der Pastellgemalde bewies der Vergleich mit
Referenzproben, dass eine sehr grofle Menge an Probenmaterial (Milligramm Bereich)
notwendig ist, um in einen nachweisbaren Bereich fur das Fixativ zu kommen. Die
Proben der Pastellgemalde lagen weit unterhalb der Nachweisgrenze, weshalb keine
Aussagen zum Fixativ mdglich waren. Die Untersuchung von extrem abgebautem
Probenmaterial antiker Ausgrabungsobjekte fiihrt zu unterschiedlichen Ergebnissen
innerhalb eines Objektes. Der Nachweis von Ovalbumin war nicht reproduzierbar, was
primdr auf den Verlust der Immunreaktivitt durch die Proteindegradation bei derart
abgebautem Material zuruckzufiihren ist. Es impliziert aber auch, dass die Verteilung
der Bindemittel und/oder die Proteindegradation innerhalb eines Objekts
unterschiedlich sein kénnen, wenngleich auch Kontaminationen nie auszuschlieRen
sind. Eine abschliefende Aussage bezliglich des Bindemittels war auch hier nicht
moglich. Die Ergebnisse deuten aber auch darauf hin, dass abh&ngig von den
Lagerungsbedingungen der Objekte, die Immunreaktivitat von Proteinen auch an sehr
alten Objekten erhalten bleiben kann.

Die ELISA Technik hat gezeigt, dass sie in der Lage ist, ein oder mehrere Proteine und
Gummen innerhalb komplexer Probenmischungen eindeutig zu identifizieren. Sie ist
hochempfindlich, vergleichsweise kostengunstig und benétigt keinen hohen apparativen
Aufwand. Die Durchfiihrung ist relativ schnell und mit einem hohen Probendurchsatz
mdglich, was sie fiir einen routinemaRigen Einsatz in der Konservierung/Restaurierung
auszeichnen konnte. Allerdings ist die Anwendung immunologischer Verfahren nicht
zum Aufgabenbereich von Restauratoren zu zéhlen, sondern sollte Speziallabors mit
entsprechender Erfahrung in archdometrischen wie biochemischen Fragestellungen und
geeigneter Ausstattung Uberlassen werden, in denen die vorgestellten Verfahren
routinemaRig eingesetzt werden.

Fur jede ELISA Analyse gilt, dass lediglich die Proteine und Gummen nachgewiesen
werden koénnen, gegen die Antikorper eingesetzt werden. Aussagen Uber andere, nicht
getestete Proteine oder nicht-proteinhaltige Bindemittel sowie Zusatzstoffe konnen
nicht gemacht und diese daher auch nicht ausgeschlossen werden. Negativergebnisse
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bedeuten nicht zwangsldufig, dass das gesuchte Antigen (Protein/Gumme) nicht in der
Probe ist, sondern lediglich, dass es nicht detektiert wurde (absence of evidence does
not equal evidence of absence (Altman & Bland 1995)). Deshalb sind begleitende
Untersuchungen mit Analyseverfahren, die zur Beantwortung dieser Fragen beitragen
konnen, notwendig. Ein Abgleich mit anderen Methoden ist bei jeglicher Analyseform
oder Fragestellung wiinschenswert.

Die Mdglichkeit von Kontaminationen ist im Einzelfall nicht auszuschliefen und ein
grundsatzliches Problem bei der Analyse von Proben, unabhéngig vom eingesetzten
Nachweisverfahren. Letztlich steht und fallt aber jede Form der Analyse mit der
Probenentnahmestelle. Der Nachweis gilt immer nur fur die eingesetzte Probe und die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf das Gesamtobjekt, insbesondere bei groReren
Objekten ist  kritisch, wie beispielweise die Untersuchung an antiken
Ausgrabungsobjekten gezeigt hat.

Grundsatzlich zu bericksichtigen ist, dass die Herstellung von Antikorpern auf
Tierversuchen basiert, die es gilt, moglichst gering zu halten. Die Relevanz der
Bindemitteluntersuchung sollte in Abh&ngigkeit von der tatsachlich relevanten
Fragestellung fur das jeweilige Objekt stets neu geprift werden. In vielen Féllen ist eine
Klassifizierung der Bindemittel ausreichend. Ist eine Differenzierung der Proteine
notwendig, haben die vorgestellten Untersuchungen gezeigt, dass die ELISA Technik
eindeutige Vorteile gegenuber vielen anderen analytischen Verfahren hat.

Versuche zur Lokalisierung der Proteine erfolgten uber die
Immunfluoreszenzmikroskopie. Wahrend die Durchfihrung der IFM einfach und
schnell ist, erfordert die Auswertung einige Erfahrung. An ungealterten Probekdrpern
mit bekannter Zusammensetzung konnten die gesuchten Proteine mehr oder weniger
deutlich nachgewiesen und lokalisiert werden. Eine Lokalisierung mehrerer Proteine
war durch eine Wiederholung der Untersuchung nach Trocknung und Zwischenschliff
an einer einzigen Probe maglich. Dennoch zeigten sich deutlich die Schwierigkeiten bei
der Anwendung an Proben wvon Kunstwerken. Hier ist vor allem das
Fluoreszenzvermdgen der Materialien innerhalb der Probe, aber auch das Quellen von
Schichten und Herauswaschen von wasserldslichen Stoffen durch die verschiedenen
Waschgénge zu nennen. Zudem kann es aufgrund des heterogenen Materialgefiiges
einer Probe zu unspezifischen Anlagerungen der Antikérper kommen, die sich auch
durch Waschen nicht mehr vollstdndig entfernen lassen. Letztlich ist aber die
Zugénglichkeit der gesuchten Antigene an der Oberflache des Anschliffs fir die
spezifischen Antikorper entscheidend. Diese wird durch Materialmischungen, aber vor
allem durch die Verringerung der Immunreaktivitdt durch Proteindegradation
beeintrachtigt. Das ist vermutlich auch der Grund, weshalb der Nachweis an gealtertem,
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realem Probenmaterial mittels IFM bisher nur in wenigen Einzelfallen erfolgreich war
(Heginbotham et al. 2006).

Die Schwierigkeiten bei der Anwendung des IFM zur Lokalisierung der Proteine an
Anschliffen haben in der jlingeren Vergangenheit vereinzelt zu neuen Ansétzen gefuhrt,
die zumeist auf erhdhtem instrumentellen Aufwand basieren. Schafer (2013) empfiehlt
zur Vorbehandlung der Proben eine Fixierung mit Formaldehydddampfen, um das
Quellen der Schichten und Herauswaschen der Proteine zu verringern. Vagnini et al.
(2007) schlagen die Verwendung der konfokalen Mikroskopie vor. Sie erlaubt
Aufnahme von vielen Bildern in verschiedenen Schérfeebenen und macht somit die
Erstellung von scharfen, dreidimensionalen Bildern mdéglich. Cartechini et al. (2010)
verwenden zur Lokalisierung von Proteinen sogenannte quantum oder Q-dots
(Quantenpunkte). Das sind anorganische Nanokristalle (@ 2-10 nm) aus der
Halbleiterindustrie (zusammengesetzt aus Elementen der Gruppen 11-VI1 und 11-V), die
als neuartige Fluorochrome verwendet werden und sich mit Antikorper koppeln lassen.
Sie zeichnen sich durch hohe Quantenausbeuten, breite Absorptionsspektren und
groRenabhangige, schmale Emissionsbanden aus und haben zudem eine hohe
Photostabilitat (Frasco & Chaniotakis 2010). Je nach GroRe und chemischer
Verbindung emittieren die Q-dots Licht unterschiedlicher Wellenlénge, die durch eine
einzige Wellenldnge gleichzeitig angeregt werden konnen. Das ertffnet neue
Madglichkeiten fiir den gleichzeitigen Nachweis verschiedener Zielmolekule innerhalb
einer Probe (multiplex detection).

Arslanoglu et al. (2010b) kombinieren moderne Raman-Spektroskopie mit
immunologischen Techniken und riicken damit von direkten bildgebenden Verfahren
ab. Durch Markierung der Antikérper mit so genannten Surface-enhanced Raman
scattering (SERS) Nano-Partikeln (Marker: trans-1,2-bis(4-pyridyl)-ethylen) kdnnen
durch Abrastern der einzelnen Farbschichten eines Anschliffs mit dem Laserstrahl die
Raman-aktiven Molekile mittels Raman Spektroskop detektiert werden, falls die
Antikorper an das gesuchte Antigen gebunden haben. Die Autoren begrinden den
Vorteil dieser Technik darin, dass es durch das markante SERS Signal neben einer
Erhohung der Empfindlichkeit auch zu einer Verringerung der Stérung durch andere
Farbstoffe/Pigmente in der Probe kommt. Zudem scheinen SERS markierten Antikorper
aufgrund ihrer GroRe (120 nm) nicht in die Oberflache der Probe einzudringen, so dass
falsch-positiv Ergebnisse, durch Penetration und Anlagerung in dem heterogenen
Probengeflige, ausbleiben. Sowohl die Markierung von Antikdrpern mit Q-dots als auch
mit SERS Nano-Partikeln zeigen erhebliche Fortschritte zur Lokalisierung der Proteine
am Anschliff, allerdings bleibt das Grundproblem der Zugénglichkeit der Proteine durch
Degradation und Materialmischungen bestehen. Darlber hinaus sind diese Verfahren
mit dem Einsatz kostenintensiver Instrumente (Laserscanning Mikroskop, Raman-
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Spektroskop) verbunden, die ublicherweise nicht zur typischen Laborausstattung in
Museen zéhlen.

Immunologische Methoden wurden fir die medizinische und biochemische Forschung
entwickelt und sind nicht einfach in andere Bereiche tbertragbar. Daher zeigt auch die
ELISA Technik bei der Anwendung an Proben von Kunstwerken Einschrankungen und
Bereiche, in denen es noch weiterer Forschung bedarf. Hier wird vor allem auf die
Schwierigkeiten bei der Extraktion, den Einfluss von Materialalterung sowie Pigmenten
auf den ELISA Nachweis verwiesen.

Die Erhohung der Empfindlichkeit kann zudem (ber das verwendete Substrat gesteuert
werden und sollte systematisch durchgetestet werden. Hier sind neben ABTS fiir die
Meerrettich Peroxidase, vor allem oPD (o-Phenylendiamin) und TMB (3,3¢,5,5¢-
Tetramethylbenzidin) zu nennen.

Eine Erweiterung von tierarten- oder gattungsspezifischer Antikorper ist theoretisch
mdoglich, aber aufgrund der limitierten Probenmengen, die fiir Analysen in der Regel zur
Verfligung stehen, wenig praktikabel, da sich die Probenmenge nach der Anzahl der
eingesetzten Antikorper richtet. Zur Identifizierung der Tierart sei an dieser Stelle auf
molekularbiologische Verfahren verwiesen, die sich mit der Entschliusselung und
Identifizierung der DNA und RNA beschéftigen, deren Einsatz zur Identifizierung von
Bindemitteln an Proben von Kunstwerken bisher aber nur vereinzelt erprobt wurde
(Albertini et al. 2011).

Bezliglich der Herstellung weiterer Antikdrper ware zu tberlegen, Antikdrper gegen
partiell denaturierte Proteine herstellen zu lassen, um leicht veranderte (degradierte)
Epitope besser nachweisen zu koénnen. Solche Spezialanfertigungen sind kostspielig,
aber konnten letztlich zu geeigneteren Antikorpern fir die Anwendung in der
Restaurierung fiihren. VVoraussetzung ist allerdings, dass eine entsprechende degradierte,
homogene Materialprobe zur Verfiigung steht, injizierbar und immunogen ist.

Die vorgestellten Untersuchungen zeigen, dass immunologische Verfahren und
insbesondere die ELISA Technik sich als wichtiges Hilfsmittel bei der Analyse von
Bindemitteln bewéhrt hat und zukinftig als Erweiterung der Analyseverfahren zur
Untersuchung von Kunstobjekten mit aufgenommen werden sollte.
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Proben mit Gummi arabicum sind ungealtert. Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 200 pg/ 500 pl. Getestet wurde mit zwei
verschiedenen ELISA Methoden (HRP und AP). Dargestellt sind Ergebnisse
der niedrigsten Verdinnung (1:2). * ~ 50 % weniger Probenmaterial. (n =
PSSR 96

Tabelle 18: ELISA Ergebnisse der Binde- und Klebemittel an Proben
verschiedener Boulle-Mdbel. Probenansétze in Carbonatpuffer (w/v) #A-E ~
2 mg/ 500 ul, #P3891 ~60 ug/ 300 ul. Dargestellt Verdunnungsstufe 1:10
bZW. 1:2 (HP3891). (N = 2) c.ecieiiieieiesesiee st 104

Tabelle 19: ELISA Ergebnisse der Untersuchung von 9 Mustertafeln zu
Instrumentenlacken mit proteinischer Holzimprégnierung ohne und mit
Uberzug (oU bzw. mU), sowie unbehandelter Riickseite (RS); VS:
Vorderseite. Probenansétze in Carbonatpuffer (w/v) 70-150 pg/ 500 pl.
Dargestellte Verdinnungsstufe 1:2. (N = 2) ..o, 108

Tabelle 20: ELISA Ergebnisse der Untersuchungen zur Holzimpragnierung an vier
Streichinstrumenten. Probenansétze in Carbonatpuffer (w/v) 79-125 pg/ 500
pl. Dargestellte Verdinnungsstufe 1:2. (N = 2)....ccooviiiieniieneneeeeeeeees 110

Tabelle 21: ELISA Ergebnisse der Untersuchung von fiinf Stangentuschen; jeweils
eine Kernprobe und eine Schabeprobe von der Oberflache. Probenansatz in
Carbonatpuffer (w/v) 100 pg/ 500 pg. Dargestellte Verdiinnungsstufe 1:2. (n
) TSRS 114

Tabelle 22: ELISA Ergebnisse der Fassungsproben vom Damascus Room (MMA
#1970.170). Probenansétze in Carbonatpuffer (w/v) 50- 70 pg/ 500 pl.
Dargestellte Verdinnungsstufe 1:2. (N = 2). .ccceovieiiiiiie e 121
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Tabelle 23: ELISA Ergebnisse der Untersuchung zu polychrome gefassten antiken
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Probenansatze sind jeweils angegeben. Dargestellte Verdiinnungsstufe 1:2

Tabelle 24: Liste der untersuchten Objekte von J.E. Liotard sowie die ELISA
Ergebnisse ~ der  drei  untersuchten  Proben.  *teilweise = mit
Pergamentfragmenten. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) X ug (siehe
Tabelle)/ 300 ul. Dargestellt Verdiinnungsstufe 1:2. (N =2)...cccccevvvvvevvenenne. 129

Tabelle 25: ELISA Ergebnisse der Ausgangsmaterialien und Referenzproben fir
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10.4 Diagrammverzeichnis

Diagramm 1: Beurteilung der Extraktionsdauer und -bedingung durch
Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA enhanced protocol) am
Beispiel einer Kreidegrundierung (#PT1, Kreide/tierischer Leim) extrahiert
mit Tris-HCL. Probenansatz (w/v) jeweils 10 mg/ ml, dargestellt
Verdinnung 1:2. (N = 3) it sre et e e nne s

Diagramm 2: Proteinbestimmung mittels BCA an reinen Bindemitteln. Extraktion
mit drei verschiedenen Extraktionspuffern Tris-HCL, CP und PBS fir 5
Stunden bei 37 °C. Probenansatz im jeweiligen Extraktionspuffer (w/v) 1
mg/ ml, dargestellte Verdinnung 1:1 (N = 3)..cccoiiiiiiiniiiee e

Diagramm 3: Proteinbestimmung mittels BCA an pigmentierten Proben.
Extraktion mit drei verschiedenen Extraktionspuffern Tris-HCL, CP und
PBS fir 5 Stunden bei 37 °C. Probenansatz im jeweiligen Extraktionspuffer
(w/v) 10 mg/ ml, dargestellte Verdinnung 1:1. (N = 3). cccovvevvieveeieceeceee

Diagramm 4: Der Einfluss von SDS im Extraktionspuffer auf das ELISA Ergebnis
am Beispiel von Tris-HCL mit und ohne 1 % SDS. Probekdrper: PT#5
(Probetafel) Mischung aus Kreide/Leim, Grine Erde/Kasein und frz.
Ocker/Vollei), Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 150 pg/ 500 pl. (n =
ST PR

Diagramm 5: Der Einfluss von SDS in Tris-HCL im Vergleich zur Extraktion mit
Carbonatpuffer (CP) auf das ELISA Ergebnis. Probekdrper: PT#5 Mischung
aus Kreide/Leim, Grine Erde/Kasein und frz. Ocker/Vollei), Probenansatz
in Carbonatpuffer (w/v) 200 pg/ 500 Pl (N = 2).cooiiiiiieieeeeeeee

Diagramm 6: ELISA Ergebnis zur Evaluierung von drei verschiedenen
Mikrotiterplatten anhand von Ovalbumin, Kasein und Gelatine. (FV)
Fallvolumen Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml, dargestellte
Verdinnungsstufe 1:1000. (N = 2). coeeiieieceieeceee e

Diagramm 7: ELISA Ergebnis zum Einfluss der Temperatur der Antigen-
Inkubation am Beispiel der Standardproteine fiir Ovalbumin, Kasein und
Kollagen. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml. Dargestellt
Verdinnungsstufe 1:1000. (N = 2). .oeoieiiiereresieeeeeee e

Diagramm 8: ELISA Ergebnis zum Einfluss der Dauer der Primarantikorper-
Inkubation am Beispiel der Standardproteine fur Ovalbumin, Kasein und
Kollagen. Antigenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml. Dargestellt
Verdinnungsstufe 1:1000. (N = 2). coveeiieiiieiee e

Diagramm 9: ELISA Ergebnis an eihaltigen Fassungsproben mit bekannter
Zusammensetzung zum Nachweis von Ovalbumin und Phosvitin.
Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 400 pg/ ml mit stufenweiser
Verdlnnung. Extinktionswerte unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05
ODg14nm gelten als negativ. (N = 2)....coieiiiiic e

Diagramm 10: ELISA Ergebnis zur Uberpriifung, ob der Kollagenantikorper aus
Kaninchen (#ab34710) gegen sich selber binden kann anhand von Hasen-
und Kaninchenleimen aus eigener Herstellung sowie einem kommerziellen
Hasenleim. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 1 mg/ ml mit stufenweiser

51

52

54

57

59

60
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Verdlnnung. Extinktionswerte unterhalb des festgelegten Cut-off von 0,05

ODg14nm gelten als negativ. (N = 2)....cceeiiiiie e 76
Diagramm 11: ELISA Ergebnisse zur Kreuzreaktivitat von #JIM13 und #MAC265

an ausgewéhlten Holzarten. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 10 mg/

ml, dargestellte Verdinnung 1:10. (n = 2). Extinktionswerte unterhalb des

Cut-off von 0,05 ODy14nm gelten als negativ. ........ccocvvevvieiiece e, 81
Diagramm 12: ELISA Ergebnisse der Untersuchung an drei verschiedenen

Fassungsproben bekannter Zusammensetzung (Probetafel). Test auf

Ovalbumin, Kasein und Kollagen. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v)

150 pg/ 500 pl. Dargestellte Verdinnungsstufe: 1:10. Cut-off: 0,05 ODg414nm.

Diagramm 13: ELISA Ergebnis einer Fassungsprobe bestehend aus drei
Fassungsschichten  (Kreide/Kollagen, = Grine  Erde/Kasein,  Frz,
Ocker/Vollei) und  einer  Malschichtfestigung  (Storleim)  als
AbschluBschicht. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) 150 pg/ 500 pl.
Cut-0ff 0,05 OD414nm. (M= 2). weveeeiiieiieiee e 92

Diagramm 14: ELISA Ergebnis zur Untersuchung der Binde- und Anlegemittel an
Proben von Saint John (MMA, #25.120.215) einer gefassten Holzskulptur
aus dem 13. Jh.. Probenansatz in Carbonatpuffer (w/v) siehe Diagramm. (n
= 2) Cut-off 0,05 OD 4140m. «eeeeerererrrrriiiieeiiiiiiirerer s e e e e s ssibr e e e e s e s s ss b brrer e e e e e e aas 118

10.5 Abbildungs- und Tabellennachweis

Abbildung 1: nach Campbell 1998
Abbildung 2: nach Lottspeich & Engels 2006

Abbildung 9: The Metropolitan Museum of Art, The Cloisters Collection, 1925
(25.120.215) Image © The Metropolitan Museum of Art

Abbildung 10: The Metropolitan Museum of Art, The Conservation and Scientific
Research Departments Image © The Metropolitan Museum of Art.

Abbildung 11: The Metropolitan Museum of Art; gift of The Hagop Kevorkian Fund,
1970 (1970.170) Image © Metropolitan Museum of Art

Abbildung 12: © Dr. M. Abbe; Aphrodisias Excavations

Abbildung 13: © Dr. M. Abbe; Aphrodisias Excavations

Abbildung 14: Pastellgemalde von Jean Etienne Liotard: La Liseuse und The three
Graces © Rijksmuseum, Amsterdam. M.A. Liotard Bequest, Amsterdam. The
view of Geneve © Rijksmuseum Amsterdam, Gift of J.V. Tilanus-Liotard,
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Tabelle 2: nach Baltes 2000
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Nachweis Anhang B

Tabelle B-20: The Metropolitan Museum of Art, The Conservation and Scientific
Research Departments, Image © The Metropolitan Museum of Art

Alle weiteren Abbildungen, Diagramme und Tabellen stammen von der Autorin.
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Anhang A: Verwendete Materialien und Gerate

Al Antikorper

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikdrper sind in Tabelle A-1 aufgefuhrt.
Mit Ausnahme des Storkollagen-Antikorpers, der aus einer Auftragsimmunisierung aus
dem Jahr 2006 stammt, handelt es sich um kommerzielle Produkte. Die meisten der
eingesetzten polyklonalen Priméarantikoper sind in Kaninchen hergestellt, nur die zum
Nachweis von Gummen und Eigelb verwendeten monoklonalen Antikdrper stammen
aus Ratte bzw. Maus. Die enzym- (HRP) oder fluoreszenzmarkierten (FITC)
Sekundarantikorper sind polyklonal und aus Ziege gegen die Tierart des jeweiligen
Primarantikdrpers (Kaninchen, Ratte, Maus) gerichtet. AuBerdem aufgelistet sind die
verwendeten Sekundarantikoérper fur die AP ELISA Methode (— Kap. 6.2-6.3) (—
Anhang C).

Tabelle A-1: Liste der getesteten Antikorper.

Primarantikorper

Antikorper Antigen- Antikorper Host Hersteller,
Quelle Typ Katalog #
Ovalbumin, Eiklar Huhn Polyklonal Rabbit Chemicon/Millipore,
(rb-anti- IgG Billerica, MA, USA
ovalbumin) #AB1225
Kollagen Typ | Human, Polyklonal Rabbit Abcam,
(rb-anti-Kollagen) Rind IgG Cambridge, MA, USA
#ab34710
Fisch-Kollagen Fisch Polyklonal Rabbit Biodesign
Typ | IgG Saco, ME, USA
(rb-anti- #T89171R
Fischkollagen)
Storblasen- Stor (A. Polyklonal Rabbit Biotrend,
Kollagen baerii) IgG Koln, Deutschland
(rb-anti- nicht kommerziell
Storkollagen) erhéltlich (A1S2006)
Kasein, Milch Rind Polyklonal Rabbit ICL Inc.,
(rb-anti-Kasein) IgG Newberg, OR, USA
#RCAS-10A
Arabinogalactan Karotte Monoklonal Rat, CCRC*
Proteine 1gG Hybridom  University of Georgia
(rt-anti-#JIM13) Complex
Carbohydrates

Research Center,
Atlanta, GA, USA
#JIM13
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Arabinogalactan Erbse Monoklonal Rat, CCRC*

Proteine (Pisum IgM Hybridom  University of Georgia

(rt-anti-#MAC207) sativum) Complex
Carbohydrates

Research Center,
Atlanta, GA, USA

#MAC207
Tragant Tragant Monoklonal, Rat, CCRC*
(rt-anti-#MAC265) lgG2 Hybridom  University of Georgia
Complex
Carbohydrates

Research Center,
Atlanta, GA, USA

#MAC265

Phosvitin (D-5) Huhn Monoklonal, Mouse Santa Cruz
(ms-anti-phosvitin) 19G Biotechnology Inc.,

CA, USA

#SC-46681

*alle CCRC Antikorper sind in Teilen durch das NSF Grant #0090281 unterstiitzt worden

Sekundarantikorper

Antikorper Antikorper Host  Markierung Hersteller,
Typ Katalog #
Rabbit 1gG Polyklonal Goat HRP Southern Biotech,
(GARD/PO) IgG Birmingham, LA, USA
#4050-05
Rat IgG Polyklonal Goat HRP Southern Biotech,
(GARt/PO) IgG Birmingham, LA, USA
#3050-05
Mouse IgG Polyklonal Goat HRP Southern Biotech,
(GAMSs/PO) [o[€] Birmingham, LA, USA
#1031-05
Rabbit 1gG Polyklonal Goat FITC Southern Biotech,
(GARD/FITC) 19G Birmingham, LA, USA
#4050-02
Rabbit 1gG Polyklonal Goat AP Chemicon/Millipore,
(GARb/AP) IgG Billerica, MA, USA
#AP132A
Rat IgM Polyklonal Goat AP Abcam,
(GARt/AP) IgG Cambridge, MA, USA

#ab6846
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A2 Standardantigene

Zur Qualitatssicherung und Vergleichbarkeit werden interne Standardantigene
festgelegt, die anschlieBend fir alle Versuche als Positivkontrollen dienen (Tabelle A-
2). Mit Ausnahme des Standards fur Fischkollagen werden ausschlieBlich
hochaufgereinigte und/oder kommerzielle Produkte mit definierter Zusammensetzung
verwendet. Lediglich beim Fischkollagen wird auf den Forellenleim aus der eigenen
Herstellung ausgewichen, um sicher zu gehen, dass kein Kollagen aus Saugetieren
beigemengt ist (— Anhang B1.3).

Tabelle A-2: Liste der internen Standardantigene

Nachweis fir | Antikérper |Standards Hersteller, Kat#
Eiklar #AB1225 Albumin from chicken egg | Sigma Aldrich, #A2512
white, Grade VI
Eigelb #SC-46681 | Phosvitin from egg yolk Sigma Aldrich, #P1253
Kasein #RCAS-10A | Kaseinpulver Kremer, #63200
Kollagen #ab34710 Gelatine, Type A Sigma Aldrich, #G2500
Fischkollagen  |#T89171R |Forellenleim eigene Herstellung (—
Anhang B1.3)
Storkollagen AIS2006* | Storblase Fulda, Zuchtfarm 1
(Herstellungsantigen) (Desietra)
Arabinogalactan |#JIM13 Ghatti Gummi Sigma Aldrich, #G0378
-Proteine #MAC207
Tragant #MAC265 | Tragant Sigma Aldrich, #G1128

*Auftragimmunisierung aus dem Jahr 2006; interne Bezeichnung AlS2006

Die Standards werden in einer Konzentration (w/v) von 1 mg/ ml in Carbonatpuffer
angesetzt, 16 Stunden bei 37 °C extrahiert, nicht gel6ste Feststoffe abzentrifugiert und
der Uberstand zur Weiterverwendung abgenommen. Diese Stammldsungen konnen
dann mehrere Wochen im Kihlschrank aufbewahrt werden. Fir die Positivkontrollen
werden die Stammlésungen auf die fur die entwickelte ELISA Methode festgelegte
Konzentration weiterverdinnt: 1:1000 fir Ovalbumin (#A2512), Kasein (#63200),
Ghatti Gummi (#G0378), 1:500 fur Gelatine (#G2500), Forellenleim (eigene
Herstellung) und Stérleim (Zuchtfarm 1), 1:100 fir Tragant (#G1128) und Phosvitin
(P1235).
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A3 Reagenzien und Pufferlésungen

Fur die Durchfihrung der ELISA Methode werden eine Vielzahl an Reagenzien und
Pufferlosungen bendtigt. Diese und die bei der Methodenentwicklung unter — Kap. 5
zusatzlich getesteten Reagenzien sind in Tabelle A-3 aufgelistet.

Tabelle A-3: Liste der verwendeten Reagenzien und Pufferldsungen

Extraktions- und Verdiunnungspuffer

Carbonatpuffer: 0,05 M gepufferte Na,CO3 Losung; pH 9,6

PBS: 1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 100 mM Na;HPO,, 20 mM KH,POy; pH 7,4
Tris-HCL: 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 6 M Urea, 1 % SDS; pH 7,4
Natriumhydrogencarbonatpuffer: 100 mM gepufferte NaHCO3 Losung; pH 9,2

Blockpuffer

BSA (bovine serum albumin): 1 % und 5 % in PBS
NCS (newborn calf serum): 5 % in PBS
ELISA Blocker™, SEA Block™ und SuperBlock '™ in PBS (Fertiglésungen, Pierce)

Waschpuffer

Waschpuffer I (0,05 % Tween 20 in PBS)
Waschpuffer 11 (0,005 % Tween 20 in PBS)

Substrat- und Stopp-Puffer

Phosphat-Citrat-Puffer: 50 mM NaH,PQO,, 25 mM Citronensdure, pH 5,0
Substratpuffer: ABTS® in 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer, pH 4,9, unmittelbar vor
Gebrauch 0,003 % H,0, zugeben

Stopp-Puffer: 0,05 % NaN3/ 0,1 M Phosphat-Citrat-Puffer
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A4 Chemikalien und Gerate

Die verwendeten Chemikalien und Geréte sind in Tabelle A-4 aufgelistet.

Tabelle A-4: Liste der verwendeten Chemikalien und Gerate

Chemikalien Firma

NaHCO; (#6885.2) Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Na,CO;3 (#T486.1) Deutschland

Na,HPO, (#K300.1)

PBS (#1058.1)
Zitronensaure (#6490.3)

Natriumazid (#S2002)

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

ABTS® Diamonium Salz (#0202-01)

Southern Biotech, Birmingham, AL,
USA

Wasserstoffperoxid 30 % (#H325-500)
SDS (#226145000)

Tween 20 (#BP337)
Zitronensdaure (#H325)
Tris (#28358)

Na;HPO, (#206515000)
ELISA Blocker™ (#N502)
SuperBlock ™ (#37535)
SEA Block™ (#37527)
NCS (#SH30118.02)

BSA (#BP1600-100)

BCA (#23225)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Technovit 2000 LC (#64708496)

Heraeus Kulzer GmbH, Hanau,
Deutschland

Verwendete Gerate

Typbezeichnung

Hersteller

8 Kanal Pipette (50-300ul),
Pipetten (0,1-10ul, 10-100
ul, 100-1000 pl, 1-5 ml)

Eppendorf

Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Mikroskop

Axioplan 2 imaging Carl Zeiss, Gottingen,

Deutschland

Mikroskop-Filter

Zeiss Filtersatz 09

Carl Zeiss, Gottingen,

Zeiss Filtersatz 02

Deutschland

Kamera Powershot G2, Canon Deutschland GmbH,
4 Megapixel Krefeld, Deutschland
Blaulicht- Technotray CU- Heraeus Kulzer GmbH, Hanau,
Polymerisationsgerét Gerét Deutschland
pH-Meter inoLab pH Level 1  VWR International GmbH,
Darmstadt, Deutschland
Photometer SLT Spectra SLT Labinstrumente GmbH,

Achterwehr, Deutschland

Molecular Devices, Molecular Devices, Sunnyvale,

SpectraMax 250

CA, USA
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Waagen Ohaus Explorer Pro  Ohaus, Kirchheim, Deutschland
Mettler Toledo Mettler Toledo, Columbus, OH,
UMX?2 USA

Zentrifuge Hettich EBA12 Andreas Hettich GmbH &

Co.KG, Tuttlingen, Deutschland
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A5 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Alle sonstigen Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle A-5 aufgelistet.

Tabelle A-5: Liste der sonstige Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller

Eppendorf-Pipettenspitzen (0,1-10 ul, 2-200 ul,  Eppendorf, Hamburg, Deutschland
50-100 pl, 100-1000 pl, 1-5 ml)
Eppendorf-Reaktionsgefale (1,5 ml)

Flussigkeitsreservoirs, unsteril, PVC, 55 ml Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe,
(#E830.1) Deutschland

Mikrotiterplatte BD Polyvinylchlorid PVC, BD Biosciences, Erembodegem,
(#353912) Belgien

Mikrotiterplatte NUNC MaxiSorp™ (#439454)  Nalge NUNC International,

und NUNC Polystyrol (PS) (#260836) Rochester, NY, USA
PP-R6hrchen, 14 ml, 15 ml und 50 ml Greiner Labortechnik, Fridensborg,

Déanemark
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Anhang B: Probenmaterial

B1 Probenmaterialien zur Bestimmung der
Antikorperspezifitat

B1.1 Eihaltige Proben

Fur die Spezifitatsversuche von anti-Ovalbumin (#AB1225) und anti-Phosvitin (#SC-
46681) wurden neben kommerziellen aufgereinigten Proteinen (Standards) auch
handelsiibliche Eier verwendet (Tabelle B-6). Dafur wurden Eiklar, Eigelb und Vollei
von Hihner- und Wachteleiern auf Objekttrager gestrichen. Die Trennung des Eiklars
vom Dotter erfolgte in haushaltstypische Weise. Das Eiklar wurde anschliel3end
aufgeschlagen und die sich absetzende Eiklare weiterwendet. Vollei wurde 1:1 (w/w)
gemischt. Nach dem Trocknen wurden alle Proben, wenn nicht anders angegeben, in 1
mg/ ml Carbonatpuffer (w/v) tberfihrt und extrahiert.

Tabelle B-6: Liste der eihaltigen Proben fir die Spezifitatsversuche

Eihaltige Proben Bezugsquelle

Ovalbumin von Huhnereiklar Sigma Aldrich #A2512

Phosvitin von Hiihnereigelb Sigma Aldrich #P1253

Standards

Huhner-Eiklar Einzelhandel
Hihner-Eigelb
Huhner-Vollei

Wachtel-Eiklar

Wachtel-Eigelb
Wachtel-Vollei

Aufstrich-
praparate (OT)
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B1.2 Kaseinhaltige Proben

Die Uberpriifung der Spezifitit des Kaseinantikérpers (#RCAS-10A) erfolgte an
kommerziellen, teilweise hochaufgereinigten Proteinen, aber auch verschiedenen
kaseinhaltigen Lebensmittel und an Aufstrichprdparate von unterschiedlich
aufgeschlossenen Kaseinen (Tabelle B-7) (— Anhang B1.5). Alle Proben wurden, wenn
nicht anders angegeben, in 1 mg/ ml Carbonatpuffer (w/v) Uberfihrt und extrahiert. Die
Lebensmittelproben wurden zusétzlich mit dem Ultra Turrax homogenisiert.

Tabelle B-7: Liste der hergestellten Kaseine

Kaseinhaltige Proben Bezugsquelle/ Rezeptanleitung

Kasein, milchsaure-gefallt, | Kremer #63200
feines Pulver
Skim Milk Powder Oxoid #L.P0031
Kasein nach Hammarsten VWR #440203H
Kappa Kasein aus Kuhmilch | Sigma Aldrich #C0406
Beta Kasein aus Kuhmilch | Sigma Aldrich #C6905
Alpha Kasein aus Kuhmilch | Sigma Aldrich #C6780
Kaseinpulver aus Kuhmilch | Sigma Aldrich #C3400

Standards/
Ausgangsprodukte

Kalkkasein / Quark 5 VT gut ausgedriickten Magerquark auf 1 VT
Sumpfkalk (Kremer #31800) geben und
mischen

Kalkkasein / Pulver 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 125 ml
Wasser einweichen, 33 g Sumpfkalk (Kremer
#31800) dazugeben

Boraxkasein 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 125 ml
Wasser, 16 g Borax (Kremer #64000) in 125
ml heiflem Wasser geldst dazugeben
Ammoniumkasein 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 225 ml
warmem Wasser einweichen, 10 g
Ammoniumcarbonat (Kremer #64020) in
wenig Wasser geldst dazugeben

Aufgeschlossene Kaseine
(Aufstrichpraparate)

Ziegenkase Einzelhandel
Schafskase
Quark (Kuh)

Material-
proben




Anhang B: Probenmaterial 190

B1.3 Kollagenhaltige Proben

Fur die Untersuchung zur Spezifitat der verschiedenen Kollagenantikdrper wurde eine
Vielzahl von tierischen Leimen Uberpruft. Neben kommerziellen Leimen wurden im
Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Reihe tierischer Leime selber hergestellt und die
Detektionsmdglichkeit tberpriift (Tabelle B-8).

Tabelle B-8: Liste der verwendeten Leime zur Uberprifung der Spezifitat der
Kollagenantikorper.

Leimbezeichnungen Bezugsquelle
Gelatine Sigma Aldrich #G2500
@ | Technische Gelatine Kremer #63040
2 X | Hasenleim Kremer #63025
= E Hausenblase in Blattern Kremer #63100
E % Salianski Hausenblase Kremer #63110
€ E | Kaltflussiger Fischleim Lee Valley Tools, #56K60.01
v 8 | Kaltfliissiger Fischleim Kremer #63550

Leim aus Rinderhaut

Leim aus Rinderknochen
Leime aus Schweineknochen
Leim aus Kaninchenhaut (Stallkaninchen)
Leim aus Hasenhaut (Feldhase)
Leim aus Hasenohren

Leim aus Ziegenpergament
Leim aus Forellenabfallen
Leim aus Karpfenabféllen
Hechtblasenleim
Karpfenblasenleim

Leime aus eigener Herstellung

Storleim Zuchtfarm 1:
(Schwimmblase Sibirischer Stor (A. baerii)) | DESIETRA, Fulda
Storleim Zuchtfarm 2:
(Schwimmblase Sibirischer Stor (A. baerii)) | Caviar Creator, Demmin
Storleim Zuchtfarm 3:

(Schwimmblase Sibirischer Stor (A. baerii)) | Holsten-Stor, Kiel

Die frischen Ausgangsmaterialien zur Leimherstellung wurden von lizenzierten
Storzuchtfarmen sowie direkt vom Schlachter, Angler und Jager bezogen. Die
Pergamente stammen aus dem Fachhandel. Ein GroRteil der Leime wurde in den
Werkstétten der HAWK Hildesheim im Sommer 2006 hergestellt. Die Herstellung der
Hasenleime erfolgte 2011, wobei die Hasenohren und Hasenhaut von zwei
unterschiedlichen Tieren stammen. Die Hecht- und Karpfenblasenleime wurden an der
ABK Stuttgart im Rahmen einer Diplomarbeit hergestellt (GeiRinger 2006). Auf
jegliche Zusétze oder Modifikationen vor und wéhrend der Behandlung wurde
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verzichtet. Qualitat, Farbe und Klebkraft der Leime waren sekundédr und wurden im
Zuge dieser Arbeit auch nicht tberpruft.

Die frischen Hé&ute (Kaninchen, Hase, Rind), Knochen (Schwein, Rind) und
Fischabfélle (Karpfen, Forelle) wurden unter flieBendem Wasser gereinigt, um Blut und
anhaftende Verunreinigungen zu beseitigen. Zur Ascherung (Entfettung und
Enthaarung) wurden die Haute 2-3 Tage unter mehrfacher Rotation in eine gesattigte
Kalklosung gelegt. Versuche die Haute in Sumpfkalk einzulegen, fiihrten zu
vergleichbaren Ergebnissen. Die Haare lie3en sich nun ganz leicht samt Haarfollikeln
von der Haut 16sen (Abbildung B-1). Danach wurden die Haute griindlich mit Wasser
gewaschen. Die trockenen Pergamentreste (Ziege) zur Pergamentleimherstellung
wurden mdoglichst klein geschnitten und 3 Tage in Wasser eingeweicht. Auf eine
Vorbehandlung der frischen Knochen (Schwein, Rind) mit Sdure wurde verzichtet. Sie
wurden lediglich mit Wasser von Blut und anhaftende Verunreinigungen gereinigt.

Abbildung B-1: Enthaarung der Haute durch Behandlung mit einer Kalklésung

= ~ - >
N ~ S
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Fur das eigentliche Leimsieden wurden alle Materialien (Haute, Knochen, Pergamente,
Fischabfélle) mdglichst klein geségt oder geschnitten, mit Wasser bedeckt und mehrere
Stunden gekocht. Wahrend des Kochens missen die Materialien stets mit Wasser
bedeckt sein, weshalb gegebenenfalls Wasser zugegeben wurde. Die Ermittlung der
Kochzeit erfolgte durch mehrfache Uberpriifung des Leimsuds auf Klebrigkeit durch
eine Fingerprobe.

Die Hydrolyse von Knochenkollagen erfordert hohere Temperaturen als die Extraktion
von Hautkollagen, was durch einen erhohten Dampfdruck erreicht wird. Daher wurden
samtliche Knochenleime fur 1-2 Stunden in einem Schnellkopftopf (erhéhter Druck)
gekocht, wéhrend die Hautleime fir 3-5 Stunden und die Fischleime fir 1 Stunde in
herkdommlichen Kochttpfen hergestellt wurden. Die Verkiirzung der Kochzeit bei den
Fischleimen resultiert aus der leichteren Loslichkeit von Fischkollagen.

Fir die Klarung wurde der Leimsud zuerst durch ein Sieb abgelassen und danach
nochmals durch ein Leinentuch filtriert, um restliche Feststoffe zu entfernen. Der Sud
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enthdlt je nach Ausgangsmaterial noch eine Menge Fett, dass sich nach Abkihlung als
feste, manchmal auch weichere, gelblich-weil3e Schicht an der Oberflache absetzt. Sie
wurde anschlieBend manuell, wenn maglich, weitestgehend entfernt; ganz fettfrei ist der
Leim aber danach dennoch nicht (Abbildung B-2).

Abbildung B-2: Klarung des Leimsuds und Reduzierung des Fettgehalts
[ : .

s o

Nach erneutem Erwérmen des gelierten Leimsuds wurde er zum Trocknen auf Folie
gegossen und im Wéarmeschrank getrocknet. Danach wurden die Leime von der Folie
entfernt und in verschlieBbaren Plastikbehaltern, vor Feuchtigkeit geschitzt, aufbewahrt
(Abbildung B-3).

Abbildung B-3: Trocknung und Aufbewahrung des Leims

p— = ‘

Fur die Aufbereitung der frischen Stérschwimmblasen aus verschiedenen Zuchtfarmen
wurde die kollagenhaltige Innenhaut der Blase mit dem Skalpell von der braunen
AuBenhaut (Muskelgewebe) vorsichtig getrennt (Abbildung B-4). Nach der Trocknung
der Innenhdute (ca. 48 Std. bei RT) wurden diese Uber Nacht in Wasser eingeweicht und
im Wasserbad fir 2 Stunden bei 60 °C erwdarmt. Nach dem Abfiltrieren ungel6ster
Rickstande wurden die Leime auf Folie ausgegossen, bei RT getrocknet und nach der
Entfernung von der Folie ebenfalls in verschlieBbaren Plastikbehdltern aufbewahrt.
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Abbildung B-4: Stoérblasenaufbereitung: Trennung der AuBenhaut von der eigentlich
klebenden Innenhaut der frischen Storblase

Alle Proben wurden, wenn nicht anders angegeben, in 1 mg/ ml Carbonatpuffer (w/v)
Uberfiihrt und extrahiert. Die kaltfliissigen Fischleime wurden vorher zum Trocknen auf
Objekttréger gestrichen.
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B1.4 Polysaccharidhaltige Proben

Zur Uberprifung der Spezifitat der Antikérper gegen Arabinogalactan-Proteine
(#JIM13, #MAC207) und Tragant (#MAC265) wurden neben kommerziellen,
aufgereinigten Gummen auch andere polysaccharidhaltige und verwandte Stoffe
(Baumharze) getestet. Dartber hinaus wurden auch Materialien Gberprift, deren
Herkunft unbekannt war sowie verschiedene Holzarten (Tabelle B-9). Alle Proben
wurden, wenn nicht anders angegeben, in 1 mg/ ml Carbonatpuffer (w/v) tberfuhrt und
extrahiert.

Tabelle B-9: Liste der polysaccharidhaltigen Proben und verwandte Stoffe

Polysaccharidhaltige Proben Bezugsquelle

Tragant Sigma Aldrich #G1128
Kirschgummi Kremer #63350

Locust bean gum Sigma Aldrich #G0753

= from Ceratonia siliqua seeds/
S (Johannisbrotkernmehl)
g (auch Galactomannan Polysaccharid)
% Karayagummi Sigma Aldrich #G0503
= aus verschiedenen Arten der indischen Stinkb&dume
S (Sterculia) (auch Indischer Tragant)
a Ghatti Gummi Sigma Aldrich #G0378
(auch indisches Gummi)
Gummi arabicum | Sigma Aldrich #51198
Gummi arabicum II Herkunft unbekannt
SRAS, Bindemittel aus Syrien Markt Damaskus
Kathira, Bindemittel aus Syrien Markt Damaskus
Klucel G (Hydroxypropylcellulose) Talas #TAD010004
o Methylcellulose Fisher Scientific
=] #10144440
° %’ (Hydr_oxypropyl)methyll. Cellulose Sigma Aldrich #H7509
@ ‘= ¢ Dextrin aus Kartoffelstarke Kremer #63420
S & { Reisstarke Kremer #63440
= § Weizenstarke Kremer #63451
2. | Funori Kremer #63477
8 | Holzarten: Pflaume, Kirsche, Apfel, Birne, Zeder, Holzwerkstatt der

Nuss, Roteiche, Pappel, Ahorn, Fichte, Linde, Birke | HAWK

Mastix (Harz) Sigma Aldrich #G0878
E o Dammar (Harz) Kremer #60001
= S | Manila Kopal (Harz) Kremer #60150
o &

Feigenbaum-Saft (Ficus Benjamini) Eigene Ernte
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B1.5 Aufstrichpraparate

Fur die ELISA Versuche bezlglich der Extraktions- und Spezifitatsversuche wurden
verschiedene pigmentierte und unpigmentierte Aufstrichpréparate hergestellt. Dafiir
wurden unterschiedlich aufgeschlossene Kaseine, Eigelb und Vollei sowie Hautleim mit
verschiedenen Pigmenten gemischt (Tabelle B-10-11).

Fur die Proben mit Eigelb und Vollei wurde Hihnerei wie bereits beschricben (—
Anhang B1.1) aufbereitet. Eigelb wurde anschlieRend mit Kreide, Vollei mit frz. Ocker
und Terra Pozzuoli (rote Erden) unter Zugabe von etwas Wasser zu einer vermalbaren
Konsistenz verarbeitet.

Fur den Aufschluss von Kasein wurde getrocknetes Kaseinpulver in warmem Wasser
vorgequollen und mit Alkalien (Ammoniumcarbonat, Borax und Sumpfkalk)
aufgeschlossen. Die Rezeptanleitungen sind aus der Literatur entnommen (Doerner
2011; Wehlte 2005) und in Tabelle B-10-11 zusammenfasst. Fir die Herstellung der
Kaseinfarbe wurde Boraxkasein mit griiner Erde unter Zugabe von etwas Wasser zu
einer vermalbaren Konsistenz verarbeitet.

Fur die Herstellung der leimgebundenen Farben wurde eine Leimldsche mit
Kornerhautleim (35 g), Hasenleim (35 g) und Wasser (1 L) angesetzt (liber Nacht
gequollen), erwérmt und jeweils mit Kreide und Terra Pozzuoli (rote Erden) vermischt
und zu einer vermalbaren Konsistenz verarbeitet. Alle pigmentierte und
unpigmentierten Ansétze wurden auf Objekttrager gestrichen und nach der Trocknung,
wenn nicht anders angegeben, in 1 mg/ ml Carbonatpuffer (w/v) Uberfihrt und
extrahiert.

Tabelle B-10: Liste der hergestellten Kaseine

Bezeichnung Materialien/Rezepturen

Kalkkasein / Quark 5 VT gut ausgedriickten Magerquark auf 1 VT Sumpfkalk
(Kremer #31800) geben und mischen

Kalkkasein / Pulver 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 125 ml Wasser
einweichen, 33 g Sumpfkalk (Kremer #31800) dazugeben

Boraxkasein 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 125 ml Wasser, 16 ¢
Borax (Kremer #64000) in 125 ml heiem Wasser geldst
dazugeben

Ammoniumkasein 40 g Kaseinpulver (Kremer #63200) in 225 ml warmem

Wasser einweichen, 10 g Ammoniumcarbonat (Kremer
#64020) in wenig Wasser gelost dazugeben
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Tabelle B-11: Liste der pigmentierten Aufstrichpréparate

Bezeichnung in der Arbeit | Verwendete Materialien

Vollei/frz. Ocker Vollei 1:1 (w/w), Wasser, frz. Ocker (Kremer #40010)

Vollei/rote Erde Vollei 1:1 (w/w), Wasser, Rote Erden (Terra Pozzuoli;
Kremer #41550)

Eigelb/Kreide Eigelb, Wasser, Bologneser Kreide (Kremer #58100)

Boraxkasein/griine Erde Boraxkasein, Wasser, Bohmische Griine Erde (Kremer
#41800)

Hautleim/Kreide 35 g Kornerhautleim (Kremer #63010), 35 g Hasenleim
(Kremer #63025) und Wasser (1 L), Bologneser Kreide
(Kremer #58100)

Hautleim/rote Erde 35 g Kdrnerhautleim (Kremer #63010), 35 g Hasenleim
(Kremer #63025) und Wasser (1 L), Rote Erden (Terra
Pozzuoli; Kremer #41550)
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B2 Herstellung definierte Probekdrper

B2.1 Probetafel mit Fassungsaufbau

Die Probetafel (#PT) wurde bereits 2006 im Rahmen der Master Thesis der Autorin
hergestellt (Schultz 2006). Seitdem ist sie natirlich gealtert und zumeist im Dunkel
gelagert. Die Basis bilden unterschiedlich gebundene Fassungsschichten auf einem
Holztrager. Die Rezepturen stammen aus der Literatur (Doerner 1985, Wehlte 2005)
(Tabelle B-12) und die verwendeten Materialien sind in der Tabelle B-13 aufgelistet.
Auf eine Leimlosche zum Absperren des Holztragers folgen eine leimhaltige
Kreidegrundierung, eine kaseinhaltige Farbschicht mit Griner Erde und eine eihaltige
Schicht mit franzosischem, gelbem Ocker. Die Schichten wurden einzeln, sowie
Ubereinander zu einem Schichtenpaket aufgetragen. Um restauratorische MaRnahmen in
Form einer Malschichtfestigung nachzuempfinden, wurde abschlieBend Storleim auf
einen definierten Teil der Platte in einer diinnen Schicht aufgetragen (Abbildung B-5).

Abbildung B-5: Probetafel #PT

#PT10: wie #PT5, aber mit Storleim
als Malschichtfestigung

#PT6-9: nicht relevant

#PTS: Leimlosche,
Kreidegrundierung: Kreide/Leim
Kaseinfarbe: griine Erde/Boraxkasein
Eitempera: frz. Ocker, Vollei

#PT4: Leimlosche,
Kreidegrundierung: Kreide/Leim
Leimfarbe: rote Erde/ Leim

#PT3:Leimlosche,
Kreidegrundierung: Kreide/Leim
Eitempera: frz. Ocker/Vollei

#PT2: Leimlosche,
Kreidegrundierung: Kreide/Leim
Kaseinfarbe: griine Erde/ Boraxasein

1 #PT1: Leimlosche,
Kreidegrundierung: Kreide/Leim
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Tabelle B-12: Rezepte und Anweisungen zur Herstellung der Probetafeln

Bezeichnung Arbeitsanweisung Auftrag
Leimlosche  Kornerhautleim (35 g), Hasenleim (35 g), Wasser (1 L) 1x
Kreide- Champagner Kreide (1 VT), Bologneser Kreide (1 VT), 6x*

grundierung  Wasser, Leimldschenansatz (s.0.) (2 VT)

Kaseinfarbe  Kaseinpulver (40 g) in Wasser (125 ml), Borax (16 g) in
heiRem Wasser (125 ml)
Grine Erde mit etwas Wasser anreiben, Kaseinansatz (1 3x
VT) mit Wasser verdiinnen (3 VT) und zufuigen

Eitempera Frz. Ocker (gelb) mit Wasser anreiben, Vollei und Wasser  4x
zugeben bis zur gewiinschten Konsistenz

Storleim Storblase ~ 20 % in Wasser (w/v) 1x

Leimfarbe Terra Pozzuoli mit Wasser anreiben, Leimléschenansatz 3X

(s.0.) bis zur gewiinschten Konsistenz dazugeben

* zwischen 4. und 5. Auftrag sowie zum Abschluss wurde nochmals eine Leimldsche aufgetragen

Tabelle B-13: verwendete Materialien zur Herstellung der Probetafeln

Bindemittel und Pigmente Bezugsquelle
Kdrnerhautleim (#63010) Kremer Pigmente, Aichstetten,
Hasenleim (#63025) Deutschland

Kaseinpulver (#63200)

Franzosischer Ocker JTCLES (#40010)
Champagner Kreide (#58000)

Bologneser Kreide (#58100)

Bohmische Griine Erde (#41800)

Terra Pozzuoli (rotes Erdfarbenpigment) (#41550)

Hihnerei Einzelhandel

Storblase Storzuchtfarm Desietra Fulda
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B2.2 Fassungsproben einer Referenzsammlung (Universitat Pisa)

Die 22 Fassungsproben wurden von der Fakultat fir Chemie und Technische Chemie
der Universitdt in Pisa (Arbeitsgruppe Prof. Maria Perla Colombini) zur Verfligung
gestellt. Mit Ausnahme der Proben XII-XVI und XVII-XIX wurden samtliche Proben in
den Werkstatten des Opificio delle Pietre Dure in Florenz im Zeitraum 1997-1998
hergestellt. Seitdem sind die Proben natlrlich gealtert und zumeist im Dunkel gelagert.
Einige der Proben wurden kurz nach ihrer Herstellung fir zwei Wochen durch
Einwirkung von UV Licht bzw. von Stickoxiden (NOx) kinstlich gealtert. Die Proben
XH-XVI und XV1I-XIX sind jinger und wurden 2007 in den Laboren der Universitét in
Pisa hergestellt. Seitdem sind sie ebenfalls naturlich gealtert und zumeist im Dunkel
gelagert.

Die Basis der Proben bilden die drei Bindemittel Ei, Kasein und tierischer Leim, die
entweder rein, pigmentiert oder gemischt mit organischen Farbstoffen auf Glass, Putz
oder Gips aufgetragen wurden. Zudem sind einige der Proben in Oltempera herstellt und
beinhalten neben Ei einen zusatzlich Olanteil (Leindl). Es wurde stets Vollei verwendet
und bei dem tierischen Leim handelt es sich um kommerziellen Hasenhautleim (Quelle
nicht mitgeteilt). Die vollstandige Beschreibung der einzelnen Proben ist der Tabelle B-
14 zu entnehmen.

Tabelle B-14: Probenbeschreibung, Universitat Pisa

Proben- Original- Beschreibung Alterung
nr. bezeichnungen
I Sm/Cp-v,22pS.UV Smalte gebunden mit tierischem Leim uv
auf Glas
] Tv/Ui-i, 13p Grline Erde gebunden mit Ei auf Putz -
i Bp/Lt-i 22pS.UV Bleiweil gebunden mit Kasein auf uv
Putz
v Sm/ui-vi, 15pS2 Smalte gebunden mit Ei auf Glas uv
(UV)

\ Mn/Ui-i, 13p Malachit gebunden mit Ei auf Putz -
Vi Az/Cp Ui-i 13p Azurit gebunden mit tierischem Leim -
und Ei auf Putz
Wl Mn/Tg-g 22p Malachit gemischt mit Oltempera (Ei -

mit Leindl) auf Gips
VIl Tv/Lt-v 13pS.UV Grine Erde gemischt mit Kasein auf uv
Glas
IX Cn/Tg-i 15p Zinnober gemischt mit Oltempera (Ei -
mit Leindl) auf Putz
X Cn/Ui-i 13p Zinnober gemischt mit Ei auf Putz
XI Ui-vi Nox 13p Ei auf Glas NOX
XIl Azl Azurit gemischt mit Kasein auf Glas

X1 Az3 Azurit gemischt mit tierischem Leim -
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auf Glas
XV Az2 Azurit gemischt mit Ei auf Glas -
XV Bp/Tg-g 15p BleiweiR gebunden mit Oltempera (Ei -
mit Leindl) auf Gips
XVI Gs/Cp-v 15 Gips gemischt mit tierischem Leim auf -
Glas
XVII Lt-v Nox 13p Kasein auf Glas NOXx
XVl L2 Cochenille gemischt mit Ei auf Glas -
XIX L1 Krapp gemischt mit Ei auf Glass -
XX Tg-v 22 Oltempera (Ei mit Leinol) auf Glas -
XXI Bp/Ui-1 22p Bleiweild gemischt mit Ei auf Putz -
XXl Cp-v Tierischer Leim auf Glas -
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B2.3 Kiunstlich gealterte Fassungsproben (Getty Conservation Institute)

Die Fassungsproben wurden von Joy Mazurek, Assistant Scientist am Getty
Conservation Institute in Los Angeles zur Verfligung gestellt. Ei, Kasein, Kollagen und
Gummi arabicum wurden mit jeweils 10 in der Wandmalerei gebrduchlichen Pigmenten
gemischt  (Tabelle B-15-16). Die Proben wurden nach traditionellen
Rezeptanweisungen hergestellt, auf Objekttrager aufgetragen und fur 47 Tage kinstlich
gealtert (ATLAS Ci400 Weather-Ometer® mit Xenon-Lampe, Filter zum Abblocken
des fernen UV Lichts, Bestrahlungsstarke 0,5 w/ m?, bei einer relativen Luftfeuchte
zwischen 60-80 % und 40 °C Kammertemperatur) (Cartechini et al. 2010).

Tabelle B-15: Liste der verwendeten Pigmente

Pigmente Chemische Bezeichnung Quelle/Herkunft
Kreide Calciumcarbonat Kremer Pigmente (1992)
Bleiweil3 Basisches Blei(ll)-carbonat Zaandam (1994)
Auripigment Arsen(I11)-sulfid Kremer Pigmente (1992)
Roter Ocker Eisen(l11)-oxid Zaandam (1994)
Zinnober Quecksilber(I1)-sulfid Kremer Pigmente (1992)
Malachit Basisches Kupfer(ll)-carbonat Kremer Pigmente (2005)
Grine Erde Alumosilikate von Magnesium, Sennelier (1992)

Eisen und Kalium
Lapislazuli Natrium-Aluminium-Silikat, enthdlt ~ Keine Angabe

Schwefel
Maya Blau - Keine Angabe
Beinschwarz - Kremer Pigmente (1992)

Tabelle B-16: Liste der verwendeten Bindemittel sowie Mischungsverhaltnisse

Bindemittel Menge des Bindemittels je Pigment (in Gew. %)

Kasein 15 %, hergestellt aus Milch
Ei (Vollei) 50 %, hergestellt aus handelstiblichem Ei
Kollagen 5 %, Leimquelle unbekannt

Gummen 5 %, Gummiarabikum (Kremer)
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B2.4 Probetafeln zur Untersuchung von Streichinstrumentenlacken

Die Probetafeln wurden von Dipl.-Restauratorin Brigitte Brandmair hergestellt. Als
Tréger wurde Ahornholz verwendet, das mit Ammoniakdampfen 3 Monate in einem
Zelt vorbehandelt wurde. Die Probetafeln wurden vorderseitig mit verschiedenen
proteinischen Bindemitteln versehen. Der Gelatine wurde Alaun zugesetzt, was eine
hartende Wirkung auf den Leim hat und die Quellbarkeit des Proteins aufgrund von
Denaturierung verringert. Neben den reinen proteinischen Bindemitteln wurde eine
Probetafel (#1) mit einer Eigelb-Ollack-Wasser Emulsion behandelt.

Der Auftrag der Holzimpragnierung erfolgte einmalig und der Uberschuss wurde
jeweils mit Zellstoff abgetragen. Danach wurde je eine Halfte der VVorderseite mit einem
Ollack bestehend aus Sandarak, Kolophonium, Leindlfirnis und Terpentinersatz
versehen. Die Rickseite blieb unbehandelt (Tabelle B-17, Abbildung B-6). Weitere
Angaben zu den verwendeten Materialien und Bezugsquellen wurden nicht mitgeteilt.

Tabelle B-17: Zusammensetzung der Probetafeln zur Untersuchung der
Holzvorbehandlung von Streichinstrumenten

Probetafel- Art der Holzvorbehandlung

nr.#

1 Eigelb mit Ollack und Wasser als Emulsion aufgetragen: 1:4:2

2 Eigelb pur aufgetragen

3 Eiklar pur aufgetragen

4 Kalkkasein (Quark mit Sumpfkalk; 2:1) pur aufgetragen

5 Milch 3,5 %; 3x mit Pinsel aufgetragen

6 Hautleim (Kremer #63020) : Wassser: 1:100

7 Gelatine mit Zusatz von Alaun (Aluminiumsulfat)

8* Hausenblase in Blattern (Kremer #63100) mit Wasser verdunnt 5:100
g* Storleim aus Zucht mit Wasser verdiinnt 5:100

* ohne Ollack
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Abbildung B-6: Beispiel einer Probetafel zur Untersuchung der Holzvorbehandlung
von Streichinstrumenten (#4). Vorderseite mit Holzimpragnierung zur Hélfte mit einem
Ollack versehen (oben); unbehandelte Riickseite (unten).
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B2.5 Referenzproben zu Fixativen auf Pastellgemalden

Im Zuge der Untersuchungen von Fixativen an Pastellgemélden aus der Sammlung des
Rijksmuseums in Amsterdam wurden Referenzproben auf verschiedenen Pergamenten,
mit und ohne Pastellfarbe (Hamatit (Eisenoxid)), Fixativ und kulnstlicher Alterung
hergestellt (Tabelle B-18, Abbildung B-7). Die Proben wurden von Cécile Gombaud,
Restauratorin  im  Pastellkonservierungsprojekt am Rijksmuseum (2007-2009),
hergestellt.

Das Fixativ fir die Referenzproben wurde wie folgt hergestellt: 0,5 % (w/v) Stérleim in
einer Mischung aus Wasser und Ethanol (1:1). Der Leim wurde zuerst in lauwarmem
Wasser (50 ml) geldst, bevor die langsame Zugabe von Ethanol (50 ml) in kleinen
Mengen unter stetigem Ruhren erfolgte, da sonst das Protein aus der Mischung ausfallt.
Der Auftrag erfolgte im Spritzverfahren.

Ebenfalls in die Untersuchung der Referenzproben einbezogen, werden die
Ausgangsmaterialien Pergament und Storleim (#A-D): Zwei verschiedene
kommerzielle, laut Hersteller, unbehandelte Kalbspergamente, ein kommerzieller
Storleim sowie das nach Rezept hergestellte, getrocknete Fixativ. Die kunstliche
Alterung erfolgte bei 80 °C und relative Luftfeuchte von 65 % fur 15 Tage in der
Klimakammer. Weitere Angaben zu den verwendeten Materialien und Bezugsquellen
wurden nicht mitgeteilt.

Tabelle B-18: Liste der Referenzproben zur Untersuchung von Fixativen auf
Pastellgemélden

Proben- Beschreibung Kdinstliche

nr. # Alterung

1 Kalbspergament mit Stérleim-Fixativ

2 Ziegenpergament mit Storleim-Fixativ X

3 Kalbspergament mit Pastell (Hdmatit Pastel Roché R2921) X
und Storleim-Fixativ

4 Kalbspergament mit Pastell (Hdmatit Pastel Roché R2921)
und Storleim-Fixativ

5 Kalbspergament mit Pastell (Hamatit Pastel Roché R2921) X
ohne Storleim-Fixativ

A Salianski Storleim (Kremer #63110)

B Fixativ-Rezept: 0,5 % Storleim in Wasser/Ethanol 1:1,

gefiltert und getrocknet
C Kalbspergament (Z.H. de Groot)* 2009
D Kalbspergament (Jansen, Wijsmuller & Beuns B.V.)** 2009

* http://www.dedas.com/parchment
** http://jwb-ceka.com/
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Abbildung B-7: Referenzproben zur Untersuchung von Fixativen auf Pastellgemélden
auf verschiedenen Pergamenten, mit und ohne Pastell (Hamatit (Eisenoxid)), Fixativ
und kinstlicher Alterung. V.l.n.r. Proben 1-5.
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B3 Reales Probenmaterial

B3.1 Untersuchte Objekte und ihre Herkunft

Die ELISA Methode wurde an einer Auswahl von Kunstobjekten auf ihre
Anwendbarkeit zum Nachweis von Proteinen und Gummen hin 0berpruft. Die
unterschiedlichen Objekte stammen sowohl aus Privatbesitz als auch aus
Museumssammlungen und sind in Tabelle B-19 aufgelistet. Dort ist auch die Anzahl der
untersuchten Proben vermerkt. Die unterschiedlichen Fragestellungen zu den Objekten
sind in den jeweiligen Fallbeispielen unter — Kap. 7 beschrieben.

Tabelle B-19: Liste der untersuchten Objekte

Objekt Herkunft, Sammlung Inv. Nr. Proben-
Datierung, Hersteller anzahl
Cello Italien, 1. Halfte 18. Jh., Privat #5167* 1
Zuschreibung A.
Stradivari
Cello Italien, 1707, A. Stradivari Privat #C1707* 1
Violine Italien, um 1730, A. Privat #4058* 1
Stradivari
Violine Italien, um 1720, A. Privat #5640* 1
Stradivari
Satz von 5 Winsor & Newton, Referenz- #1* 2
Stangen- Malkasten von 1850 sammlung,
tuschen Stangetusche aus Nara Privat #2* 2
(ink) (Japan), um 1990
(modern)
Stangentusche von W. #3* 2
Reeves & Sons
Stangentusche von #4* 2
W. Reeves & Sons
T.J.Morris Malkasten #5* 2
Gefasste Italien, spates 13. Jh., The Cloisters  #25.120.215 2
Holzskulptur ~ Darstellung des Heiligen Collection,
Johannes (,,Saint John*) New York
Polychrome, Damaskus, 1707 The #1970.170 11
holzerne (Inschrift), Empfangsraum  Metropolitan
Raum- “Damascus Room” Museum of
ausstattung, Art (MMA),
New York
Beinfragment  Aphrodisias, antike Stadt “Aphrodisias #76-101 2
einer antiken (1. Jh.v. Chr.—6. Jh. n. excavations”
Steinstatue Chr.), archdologische (Tlrkei)

Statte (Turkei); Fragment
einer heroischen, nackten
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maéannlichen Statue

Gewand-
fragment einer
antiken
Steinstatue

Aphrodisias, antike Stadt
(1. Jh.v. Chr.—6.Jh. n.
Chr.), archdologische
Statte (Turkei), Fragment
einer Uberlebensgrofle
Marmorstatue

“Aphrodisias #75-290
excavations”

(Tarker)

Pastell ,,La Liseuse®, Rijksmuseum  #SK-A-228
J. E. Liotard (1702-1789),  Amsterdam
datiert 1746
Pastell “The three Graces”, J. E. #SK-A-242
Liotard (1702-1789), datiert
1737
Pastell “The view of Geneve” J. #SK-A-1197
E. Liotard (1702-1789);
datiert zwischen 1765-
1760
Schreib- Doppelschreibschrank in Bayerisches #R3891
schrank Boulle Technik, Johann National-
Puchwiser, Munchen, museum
1704-1715 (BNM),
Minchen
Kabinett- Schrank in Boulle Museum A*
schrank Technik, 1685 datiert, Wiirth,
stiddeutsch Kunzelsau/
Schwaébisch
Hall
Kleiner Holzaltar in Boulle privat B*
Hausalter Technik, 1.Halfte 18. Jh.,
vermutlich stiddeutsch
Pendule Frz. Pendeluhr in Boulle privat C*
Technik, um 1730 — 1750,
Paris
Pendule Frz. Pendeluhr in Boulle privat D*
Technik, Anfang 18. Jh.,
Paris, evtl. aus der
Werkstatt von Charles A.
Boulle
Pendule Frz. Pendeluhr in Boulle privat E*

Technik, gegen Mitte des
18. Jh., Paris

*Bezeichnung der Autorin bzw. der zustdndigen Restauratoren
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B3.2 Damascus Room (MMA, #1970.170): Probenentnahmestellen und —
Beschreibung

Die Untersuchung der Bindemittel im Damascus Room (MMA, #1970.170) mittels
ELISA  umfasste insgesamt elf  Fassungsproben.  Detailaufnahmen  der
Probeentnahmestellen und -Beschreibung sind in Tabelle B-20 aufgefiihrt.

Tabelle B-20: Damascus Room (MMA, #1970.170): Liste der Probenentnahmestellen
und Beschreibungen. The Metropolitan Museum of Art.

Probennr. # Beschreibung und Standort Detailaufnahmen der
des architektonischen Probeentnahmestellen
Elements

E9a 01 Inschrift-Panel, Ruckseite,
Randbereich;
Holzgrundierung, Vorleimung

CT3E_05 Deckenpanel, geschutzter
Bereich an der Kante/Rand;
Grundierungsschicht
(Calciumsulfat)

CA5 03 Deckenbalken;
‘ajami/Pastiglia (Calciumsulfat)
Schicht
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N7_01 Schranktiren, Blumenmuster;
Blaue (Smalte) und weil3e
(Bleiweil}) Farbschicht

CA5 01 Deckenbalken,
Hintergrundfarbe;
Blaue (Smalte) Farbschicht

CA5 02 Deckenbalken; Wie CA5 01
Blaue (Smalte), rosa und weil3e
(organischer roter Farblack und
Bleiweil) Farbschicht

S7- Rickseite eines Gesimsbrettes,
9CoU 01 geschiitzten Bereich auf dem
Zapfen;

Blaue (Smalte) Farbschicht
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NAr_04 Grenzlinie, aus einem
geschiitzten Bereich eines
Bogenabschnitt;

Rote (Mennige) Farbschicht

CT3E_03 Deckenpanel, geschitzter
Bereich am Rand;
Rosa (organischer roter
Farblack/Bleiweil3) Farbschicht

N1- Gesimsabschnitt, Ruckseite,
3CoL_03 geschitzter Bereich;
Grine (Grinspan/BleiweiR)
Farbschicht

SAr_01 Bogenabschnitt, Randbereich
ohne Firnis/Uberzug;
Gelbe (Auripigment)
Farbschicht
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B3.3 Damascus

Room

(MMA,

Zusammenfassung aller Analyseergebnisse

#1970.170):

Tabellarische

Der Damascus Room (MMA, #1970.170) aus dem Metropolitan Museum of Art wurde
interdisziplindren Team an Restauratoren,

zwischen 2008 -
Kunsthistorikern

naturwissenschaftlich untersucht werden.

2010 wvon einem
und  Naturwissenschaftlern

intensiv kunsttechnologisch
Tabelle B-21 zeigt die tabellarische

und

Zusammenfassung der Ergebnisse aus Baumeister et al. (2010) zu den Malmaterialien

und Blattmetallen.

Tabelle B-21: Damascus Room (MMA, #1970.170), tabellarische Zusammenfassung
aller Analyseergebnisse (Baumeister et al. 2010)

Pigment/ colorant ~ Binder Methods Comments
PAINT
Red 1 Red lead, often with  Egg (whole) Raman, FTIR, ELISA detected ovalbumin. The oil:protein
vermilion impurities GC/MS, ratio and amount of fatty acids are close to
PyGC/MS, whole egg
ELISA
Red 2 Vermilion Oil-protein Raman, ATR- Most likely egg medium. Found in
FTIR conjunction with red lead underlayer.
Orange Vermilion/orpiment FTIR
Pink Organic red lake Egg Raman, SERS, FTIR shows oil- protein, possibly egg.
(cochineal?)/lead FTIR, ELISA
white
Violet Organic red oil-protein Raman, SERS, Poor SERS spectrum for the organic red
lake/smalt FTIR
Blue 1 Smalt (potash-based Egg (whole Raman, FTIR, ELISA detected ovalbumin. SEM/EDS
glass) or white) GC/MS, shows 1-2 % cobalt content; barium,
PyGC/MS, arsenic, aluminum are also present. GC/MS
ELISA, and PyGC/MS show non-drying oil. The
SEM/EDS oil:protein ratio and the amount of fatty
acids are between those of egg white and
whole egg.
Blue 2 Indigo/lead white Oil-protein Raman, FTIR,
PLM
Green 1 Basic verdigris/llead Egg (whole Raman, FTIR, ELISA detected ovalbumin. Oil:protein
white or yolk) GC/MS, ratio and amount of fatty acids are between
PyGC/MS, egg yolk and whole egg
ELISA
Green 2 Orpiment/indigo Oil-protein Raman, FTIR,
PLM
Yellow Orpiment Egg FTIR, ELISA detected ovalbumin. Non-drying oil.
PyGC/MS, Slight contamination from Pinaceae resin
ELISA and possibly oil from varnish
Black Carbon black Protein-gum FTIR,
PyGC/MS,
GCIMS
White 1 Lead white Oil-protein FTIR, ATR-
FTIR, Raman
White 2 Gypsum Raman Exposed ground layer used as white

background
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GLAZES
Green Verdigris Drying oil-
Pinaceae
resin
Red Cochineal Drying oil-
(probable), no Pinaceae
inorganic substrate resin
Yellow Undetermined Drying oil-
Pinaceae
resin
Orange Aloe (probable) Drying oil-
Pinaceae
resin
PREPARATION LAYERS
Wood Collagen glue
size
Ground  Gypsum Collagen glue
and
ajami
METAL LEAF
Composition
Tin Tin, cassiterite (SnO,) and
romarchite (SnO)
Gold 95.5 % Au, 4 % Ag and 0.5 % Cu

FTIR,
PYyGC/MS

Raman,
FTIR,
FTIR,
PyGC/MS,
SEM/EDS

FTIR,
PyGC/MS
(Scan), HPLC

FTIR,
PyGC/MS (Scan
and SIM),
GC/MS  (Scan
and SIM),
HPLC

SERS,
ATR-

FTIR, ELISA

FTIR, ELISA

Methods

SEM/EDS,
Micro-XRD

SEM/EDS

Probable linseed oil, based on palmitic acid/
stearic acid ratio

Likely contaminated from upper varnishes

Likely contaminated from upper varnishes

Probable linseed oil, on the basis of the
palmitic acid/ stearic acid ratio.

ELISA detected collagen

ELISA detected collagen

Comments

Romarchite and cassiterite are corrosion
products present in some samples.
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Anhang C: Durchfihrung der AP ELISA Methode

Unverdoffentlichte ELISA Methode (Metropolitan Museum of Art New York) (Stand
September 2009)

» Extraction: Place sample (___ pg) in a plastic tube containing ___ pl sodium
carbonate buffer (0.05 M NaCOj; solution, pH 9.6). Mix well on a vortex and
store over night at 40 °C. Centrifugation at 18890 rcf for 10 min., transfer of
supernatant with the extracted proteins to a new vial. Prepare appropriate
dilutions using 0.05 M sodium carbonate buffer.

» Plate 50 ul of sample dilutions into appropriate wells of a flat bottom micro-
ELISA plate (96 Microwell™ Plates MaxiSorp™, Nunc #439454, Rochester,
NY), cover the plate and incubate at least for 24h at 4 °C.

» Empty the content of the plate and wash twice with 300 pl/well with phosphate
buffered saline (PBS) (pH 7.4) only.

» Add 300 pl/well of blocking buffer (5 % Newborn calf serum (NCS) diluted in
PBS) and incubate 1 hour at room temperature.

» Empty content and wash twice with 300 pl of 0.05 % Tween-20 in PBS and
twice with PBS only.

» Add 100 pl/well of primary antibody solution (1:10.000 ovalbumin (#AB1225),
casein (#RCAS-10A); 1:500 collagen (#ab34710); 1:10 gums (#JIM13) in 5%
NCS/PBS). Cover the plate and incubate 1h at room temperature.

» Empty content and wash twice with 0.05 % Tween-20 in PBS, twice with PBS
only.

» Add 100 pl/well of secondary antibody solution (1:500 GARD/AP (#AP132A)
for ovalbumin, casein, collagen; 1:1000 GARt/AP (#ab6846) for gums in 5 %
NCS/PBS). Cover the plate and incubate 1h at room temperature.

» Empty content, wash twice with 300 ul of 0.05 % Tween-20 in PBS, twice with
PBS only and twice with alkaline phosphatase buffer (AP) (10 mM Tris, 0.5 mM
MgCl,, 10 mM NaCl,, pH 9.5).

» Add 100 pl/well p-Nitrophenyl Phosphate solution (p-NPP) (1-step-p-NPP,
Pierce Chemicals, #34045). Measure the optical density of the yellow color (at
405 nm) developed by conversion of the substrate using an automated plate
reader (Molecular Devices, SpectraMax 250) at the intervals: 15, 30, 45, 60
minutes.

» Add 100 pl/well of 0.75 M NaOH stopping reagent. Read one more time.
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Anhang D: Datenblatter und Herstelleranweisungen

D1 Arbeitsanweisung BCA Durchfihrung (Pierce)*

INSTRUCTIONS Thermo
Pierce™ BCA Protein Assay Kit

23225 23227

1296.9
Number Description
23225 Pierce BCA Protein Assay Kit, sufficient reagents for 500 test-tube or 5000 microplate assays
23227 Pierce BCA Protein Assay Kit, sufficient reagents for 250 test-tube or 2500 microplate assays
Kit Contents:

BCA Reagent A, 1000mL (in Product No. 23225) or 500mL (in Product No. 23227), containing
sodium carbonate, sodium bicarbonate, bicinchoninic acid and sodium tartrate in 0.1M sodium
hydroxide

BCA Reagent B, 25mL, containing 4% cupric sulfate

Albumin Standard Ampules, 2mg/mL, 10 x ImL ampules, containing bovine serum albumin (BSA)
at 2mg/mL in 0.9% saline and 0.05% sodium azide

Storage: Upon receipt store at room temperature. Product shipped at ambient temperature.

Note: If either Reagent A or Reagent B precipitates upon shipping in cold weather or during long-term
storage, dissolve precipitates by gently warming and stirring solution. Discard any kit reagent that
shows discoloration or evidence of microbial contamination.

Table of Contents

Test Tube Procedure (Sample to WR ratio = 1:20)
Microplate Procedure (Sample to WR ratio = 1:8)
D O D S O AN 1m0 smsmoignsinssss 384034558 BN A48 S AR SN P S S A S BRGSO YA AN eh B SHERHSAAe
Related Thermo Scientific Products
Additional Information
References ....

Introduction

The Thermo Scientific™ Pierce™ BCA Protein Assay is a detergent-compatible formulation based on bicinchoninic acid (BCA)
for the colorimetric detection and quantitation of total protein. This method combines the well-known reduction of Cu'* to Cu''
by protein in an alkaline medium (the biuret reaction) with the highly sensitive and selective colorimetric detection of the
cuprous cation (Cu”") using a unique reagent containing bicinchoninic acid.' The purple-colored reaction product of this assay is
formed by the chelation of two molecules of BCA with one cuprous ion. This water-soluble complex exhibits a strong
absorbance at 562nm that is nearly linear with increasing protein concentrations over a broad working range (20-2000pug/mL).
The BCA method is not a true end-point method; that is, the final color continues to develop. However, following incubation,
the rate of continued color development is sufficiently slow to allow large numbers of samples to be assayed together.

The macromolecular structure of protein, the number of peptide bonds and the presence of four particular amino acids
(cysteine, cystine, tryptophan and tyrosine) are reported to be responsible for color formation with BCA.” Studies with di-,
tri- and tetrapeptides suggest that the extent of color formation caused by more than the mere sum of individual color-
producing functional groups.” Accordingly, protein concentrations generally are determined and reported with reference to
standards of a common protein such as bovine serum albumin (BSA). A series of dilutions of known concentration are
prepared from the protein and assayed alongside the unknown(s) before the concentration of each unknown is determined
based on the standard curve. If precise quantitation of an unknown protein is required, it is advisable to select a protein

Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce
3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax

! https://www.piercenet.com/instructions/2161296.pdf (aufgerufen Marz 2014)
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standard that is similar in quality to the unknown; for example, a bovine gamma globulin (BGG) standard (see Related
Thermo Scientific Products) may be used when assaying immunoglobulin samples.

Two assay procedures are presented. Of these, the Test Tube Procedure requires a larger volume (0.1mL) of protein sample;
however, because it uses a sample to working reagent ratio of 1:20 (v/v), the effect of interfering substances is minimized.
The Microplate Procedure affords the sample handling ease of a microplate and requires a smaller volume (10-25pL) of
protein sample; however, because the sample to working reagent ratio is 1:8 (v/v), it offers less flexibility in overcoming
interfering substance concentrations and obtaining low levels of detection.

Preparation of Standards and Working Reagent (required for both assay procedures)
A. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Use Table | as a guide to prepare a set of protein standards. Dilute the contents of one Albumin Standard (BSA) ampule into
several clean vials, preferably using the same diluent as the sample(s). Each ImL ampule of 2mg/mL Albumin Standard is
sufficient to prepare a set of diluted standards for either working range suggested in Table 1. There will be sufficient volume
for three replications of each diluted standard.

Table 1. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Dilution Scheme for Standard Test Tube Protocol and Microplate Procedure (Working Range = 20-2,000ug/mL)

Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration

Vial (uL) (uL) (ug/mL)

A 0 300 of Stock 2000

B 125 375 of Stock 1500

C 325 325 of Stock 1000

D 175 175 of vial B dilution 750

E 325 325 of vial C dilution 500

F 325 325 of vial E dilution 250

G 325 325 of vial F dilution 125

H 400 100 of vial G dilution 25

| 400 0 0 = Blank

Dilution Scheme for Enhanced Test Tube Protocol (Working Range = 5-250png/mL)
Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration

Yial (uL) L) /mL

A 700 100 of Stock 250

B 400 400 of vial A dilution 125

C 450 300 of vial B dilution 50

D 400 400 of vial C dilution 25

E 400 100 of vial D dilution 5

F 400 0 0 = Blank

B. Preparation of the BCA Working Reagent (WR)
1. Use the following formula to determine the total volume of WR required:
(# standards + # unknowns) x (# replicates) x (volume of WR per sample) = total volume WR required
Example: for the standard test-tube procedure with 3 unknowns and 2 replicates of each sample:
(9 standards + 3 unknowns) x (2 replicates) x (2mL) = 48mL WR required

Note: 2.0mL of the WR is required for each sample in the test-tube procedure, while only 200 pl of WR reagent is
required for each sample in the microplate procedure.

2. Prepare WR by mixing 50 parts of BCA Reagent A with 1 part of BCA Reagent B (50:1, Reagent A:B). For the above
example, combine 50mL of Reagent A with ImL of Reagent B.

Note: When Reagent B is first added to Reagent A, turbidity is observed that quickly disappears upon mixing to yield a
clear, green WR. Prepare sufficient volume of WR based on the number of samples to be assayed. The WR is stable for
several days when stored in a closed container at room temperature (RT).

Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce
3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax
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Procedure Summary (Test-tube Procedure, Standard Protocol)

50 parts "A" + 1 part "B" 0.1 ml Sample + 2.0 ml Working Reagent Incubate: 30 min. at 37°C Spectrophotometer
/ N\ o
2 -
- N [ —_—
o l l l l
"
Mix working reagent Mix well Then cool Read al 562 nm

Test-tube Procedure (Sample to WR ratio = 1:20)

1.
2.
35

Pipette 0.1mL of each standard and unknown sample replicate into an appropriately labeled test tube.
Add 2.0mL of the WR to each tube and mix well.

Cover and incubate tubes at selected temperature and time:

e  Standard Protocol: 37°C for 30 minutes (working range = 20-2000ng/mL)
e RT Protocol: RT for 2 hours (working range = 20-2000pg/mL)

e Enhanced Protocol: 60°C for 30 minutes (working range = 5-250ug/mL)
Notes:

e Increasing the incubation time or temperature increases the net 562nm absorbance for each test and decreases both
the minimum detection level of the reagent and the working range of the protocol.

e  Use a water bath to heat tubes for either Standard (37°C incubation) or Enhanced (60°C incubation) Protocol. Using
a forced-air incubator can introduce significant error in color development because of uneven heat transfer.

Cool all tubes to RT.

With the spectrophotometer set to 562nm, zero the instrument on a cuvette filled only with water. Subsequently, measure
the absorbance of all the samples within 10 minutes.

Note: Because the BCA assay does not reach a true end point, color development will continue even after cooling to RT.
However, because the rate of color development is low at RT, no significant error will be introduced if the 562nm
absorbance measurements of all tubes are made within 10 minutes of each other.

Subtract the average 562nm absorbance measurement of the Blank standard replicates from the 562nm absorbance
measurement of all other individual standard and unknown sample replicates.

Prepare a standard curve by plotting the average Blank-corrected 562nm measurement for each BSA standard vs. its
concentration in pg/mL. Use the standard curve to determine the protein concentration of each unknown sample.

Microplate Procedure (Sample to WR ratio = 1:8)

1.

Pipette 25uL of each standard or unknown sample replicate into a microplate well (working range = 20-2000pg/mL)
(e.g., Thermo Scientific™ Pierce™ 96-Well Plates, Product No. 15041).

Note: If sample size is limited, 10pL of each unknown sample and standard can be used (sample to WR ratio = 1:20).
However, the working range of the assay in this case will be limited to 125-2000pg/mL.

Add 200uL of the WR to each well and mix plate thoroughly on a plate shaker for 30 seconds.
Cover plate and incubate at 37°C for 30 minutes.
Cool plate to RT. Measure the absorbance at or near 562nm on a plate reader.

Notes:

e Wavelengths from 540-590nm have been used successfully with this method.

e Because plate readers use a shorter light path length than cuvette spectrophotometers, the Microplate Procedure
requires a greater sample to WR ratio to obtain the same sensitivity as the standard Test Tube Procedure. If higher
562nm measurements are desired, increase the incubation time to 2 hours.

e Increasing the incubation time or ratio of sample volume to WR increases the net 562nm measurement for each well
and lowers both the minimum detection level of the reagent and the working range of the assay. As long as all
standards and unknowns are treated identically, such modifications may be useful.

Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce
3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax
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5. Subtract the average 562nm absorbance measurement of the Blank standard replicates from the 562nm measurements of
all other individual standard and unknown sample replicates.

6. Prepare a standard curve by plotting the average Blank-corrected 562nm measurement for each BSA standard vs. its
concentration in pg/mL. Use the standard curve to determine the protein concentration of each unknown sample.

Note: If using curve-fitting algorithms associated with a microplate reader, a four-parameter (quadratic) or best-fit curve
will provide more accurate results than a purely linear fit. If plotting results by hand, a point-to-point curve is preferable
to a linear fit to the standard points.

Troubleshooting

Problem

Possible Cause

Solution

No color in any tubes

Sample contains a copper chelating
agent

Dialyze, desalt or dilute sample

Increase copper concentration in working reagent
(e.g., use 50:2, Reagent A:B)

Remove interfering substances from sample using
Product No. 23215

Blank absorbance is OK,
but standards and
samples show less color
than expected

Strong acid or alkaline buffer, alters
working reagent pH

Dialyze, desalt, or dilute sample

Color measured at the wrong wavelength

Measure the absorbance at 562nm

Color of samples appears
darker than expected

Protein concentration is too high

Dilute sample

Sample contains lipids or lipoproteins

Add 2% SDS to the sample to eliminate
interference from lipids’

Remove interfering substances from sample using
Product No. 23215

All tubes (including
blank) are dark purple

Buffer contains a reducing agent

Buffer contains a thiol

Buffer contains biogenic amines
(catecholamines)

Dialyze or dilute sample
Remove interfering substances from sample using
Product No. 23215

Need to measure color at
a different wavelength

Spectrophotometer or plate reader does
not have 562nm filter

Color may be measure at any wavelength between
540nm and 590nm, although the slope of standard
curve and overall assay sensitivity will be reduced

A.

Certain substances are known to interfere with the BCA assay including those with reducing potential, chelating agents, and
strong acids or bases. Because they are known to interfere with protein estimation at even minute concentrations, avoid the
following substances as components of the sample buffer:

Interfering substances

Ascorbic acid EGTA Iron Impure sucrose
Catecholamines Impure glycerol Lipids Tryptophan
Creatinine Hydrogen peroxide Melibiose Tyrosine
Cysteine Hydrazides Phenol Red Uric acid

Other substances interfere to a lesser extent with protein estimation using the BCA assay, and these have only minor
(tolerable) effects below a certain concentration in the original sample. Maximum compatible concentrations for many
substances in the Standard Test Tube Protocol are listed in Table 2 (see last page of Instructions). Substances were
compatible at the indicated concentration in the Standard Test Tube Protocol if the error in protein concentration estimation
caused by the presence of the substance was less than or equal to 10%. The substances were tested using WR prepared
immediately before each experiment. Blank-corrected 562nm absorbance measurements (for a 1000pg/mL BSA standard +
substance) were compared to the net 562nm measurements of the same standard prepared in 0.9% saline. Maximum
compatible concentrations will be lower In the Microplate Procedure where the sample to WR ratio is 1:8 (v/v).

Furthermore, it is possible to have a substance additive affect such that even though a single component is present at a
concentration below its listed compatibility, a sample buffer containing a combination of substances could interfere with the
assay.

PO Box 117
Rockford, IL 61105 USA
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B. Strategies for eliminating or minimizing the effects of interfering substances
The eftects of interfering substances in the Pierce BCA Protein Assay may be eliminated or overcome by one of several methods.

e Remove the interfering substance by dialysis or gel filtration.

e Dilute the sample until the substance no longer interferes. This strategy is effective only if the starting protein
concentration is sufficient to remain in the working range of the assay upon dilution.

e Precipitate the proteins in the sample with acetone or trichloroacetic acid (TCA). The liquid containing the substance that
interfered is discarded and the protein pellet is easily solubilized in ultrapure water or directly in the alkaline BCA WR.*
A protocol detailing this procedure is available from our website. Alternatively, Product No. 23215 may be used (see
Related Thermo Scientific Products).

e Increase the amount of copper in the WR (prepare WR as 50:2 or 50:3, Reagent A:B), which may eliminate interference
by copper-chelating agents.

Note: For greatest accuracy, the protein standards must be treated identically to the sample(s).

Related Thermo Scientific Products

15041 Pierce 96-Well Plates, 100/pkg.

15075 Reagent Reservoirs, 200/pkg.

15036 Sealing Tape for 96-Well Plates, 100/pkg.

23209 Albumin Standard Ampules, 2mg/mL, 10 x ImL ampules, containing bovine serum albumin (BSA)
23208 Pre-Diluted Protein Assay Standards: Bovine Serum Albumin (BSA) Set, 7 x 3.5mL
23212 Bovine Gamma Globulin Standard, 2mg/mL, 10 x ImL ampules

23213 Pre-Diluted Protein Assay Standards, (BGG) Set, 7 x 3.5mL aliquots

23235 Pierce Micro BCA Protein Assay Kit, working range of 0.5-20pug/mL

23236 Coomassie Plus™ (Bradford) Assay Kit, working range of 1-1500pg/mL

23215 Compat-Able™ Protein Assay Preparation Reagent Set

23250 Pierce BCA Protein Assay Kit—Reducing Agent Compatible

Additional Information
A. Please visit our website for additional information including the following items:
e Tech Tip #8: Eliminate interfering substances from samples for BCA Protein Assay

B. Alternative Total Protein Assay Reagents

If interference by a reducing substance or metal-chelating substance contained in the sample cannot be overcome, try the
Thermo Scientific Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit (Product No. 23236), which is less sensitive to such substances.

C. Cleaning and Re-using Glassware
Exercise care when re-using glassware. All glassware must be cleaned and given a thorough final rinse with ultrapure water.

D. Response characteristics for different proteins

Each of the commonly used total protein assay methods exhibits some degree of varying response toward different proteins.
These differences relate to amino acid sequence, pl, structure and the presence of certain side chains or prosthetic groups that
can dramatically alter the protein’s color response. Most protein assay methods use BSA or immunoglobulin (IgG) as the
standard against which the concentration of protein in the sample is determined (Figure 1). However, if great accuracy is
required, prepare the standard curve from a pure sample of the target protein.

Typical protein-to-protein variation in color response is listed in Table 3. All proteins were tested at 1000pg/mL using the
30-minute/37°C Test Tube Protocol. The average net color response for BSA was normalized to 1.00 and the average net
color response of the other proteins is expressed as a ratio to the response of BSA.

Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermoscientific.com/pierce
3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax
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Table 3. Protein-to-protein variation. Absorbance

i ratios (562nm) for proteins relative to BSA usin
BCA Protein Assay the Sténdard 'gest 'lPube Protocol. -
3 —=— BGG Ratio = (Avg “test” net Abs.) / (avg. BSA net Abs.)

= Protein Tested Ratio

—o— BSA Albumin, bovine serum 1.00

T 2F Aldolase, rabbit muscle 0.85
: a-Chymotrypsinogen, bovine 1.14
g, - Cytochrome C, horse heart 0.83
> Gamma globulin, bovine 1.1
iy 19G, bovine 1.21
B 1gG, human 1.09

1gG, mouse 1.18

0 T T T T T T T 1gG, rabbit 1.12

0 500 1,000 1,500 2,000 IgG, sheep 117
Protein Concentration in pg/ml Insulin, bovine pancreas 1.08

Myoglobin, horse heart 0.74

Ovalbumin 0.93

Figure 1: Typical color response curves for BSA and BGG using Transferrin, human 0.89
the Standard Test Tube Protocol (37°C/30-minute incubation). 1.02
Standard Deviation 0.15
Coefficient of Variation 14.7%
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© 2013 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. Triton is a trademark of The Dow Chemical Company. Brij, Tween and Span are trademarks of
Croda International PLC. Zwittergent is a trademark of Merck KGaA. All (other) trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its
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Table 2. Compatible substance concentrations in the Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay (see text for

details).§
Compatible Compatible
Substance Concentration Substance Concentration
Salts/Buffers Detergents**
ACES, pH 7.8 25mM Brij™-35 5.0%
Ammonium sulfate 1.5M Brij-56, Brij-58 1.0%
Asparagine 1mM CHAPS, CHAPSO 5.0%
Bicine, pH 8.4 20mM Deoxycholic acid 5.0%
Bis-Tris, pH 6.5 33mM Octyl p-glucoside 5.0%
Borate (50mM), pH 8.5 (# 28384) undiluted Nonidet P-40 (NP-40) 5.0%
B-PER™ Reagent (#78248) undiluted Octyl p-thioglucopyranoside 5.0%
Calcium chloride in TBS, pH 7.2 10mM SDS 5.0%
Na-Carbonate/Na-Bicarbonate (0.2M), pH 9.4 undiluted Span™ 20 1.0%
(#26362) Triton™ X-100 5.0%
(Cesium bicarbonate 100mM Triton X-114, X-305, X-405 1.0%
CHE?‘ PH.9.0 1OO"TM_ Tween™-20, Tween-60, Tween-80 5.0%
:\;aé(é‘,ggaat;a (0.6M), Na-Carbonate (0.1M), pH 9.0 1:8 dilution* Zwittergent™ 3-14 1.0%
Na-Citrate (0.6M), MOPS (0.1M), pH 7.5 (#28386)  1:8 dilution* Chelating agents
Cobalt chloride in TBS, pH 7.2 0.8mM EDTA 10mM
EPPS, pH 8.0 100mM EGTA —
Ferric chloride in TBS, pH 7.2 10mM Sodium citrate 200mM
GlycinesHCI, pH 2.8 100mM Reducing & Thiol-Containing Agents
GuanidinesHCI 4M N-acetylglucosamine in PBS, pH 7.2 10mM
HEPES, pH 7.5 100mM Ascorbic acid R
Imidazole, pH 7.0 50mM Cysteine e
MES, pH 6.1 100mM Dithioerythritol (DTE) 1mM
MES (0.1M), NaCl (0.9%), pH 4.7 (#28390) undiluted Dithiothreitol (DTT) 1mM
MOPS, pH 7.2 100mM Glucose 10mM
Modified Dulbecco’s PBS, pH 7.4 (#28374) undiluted Melibiose
Nickel chloride in TBS, pH 7.2 10mM 2-Mercaptoethanol 0.01%
PBS; Phosphate (0.1M), NaCl (0.15M), undiluted Potassium thiocyanate 3.0M
pH 7.2 (# 28372) Thimerosal 0.01%
PIPES, pH 6.8 100mM Misc. Reagents & Solvents
RIPA lysis buffer; 50mM Tris, 150mM NaCl, undiluted 'Acetone 10%
0.5% DOC, 1% NP-40, 0.1% SDS, pH 8.0 Acetonitrile 10%
Sodium acetate, pH 4.8 200mM Aprotinin 10mg/L
Sodium azide 0.2% DMF, DMSO 10%
Sodium bicarbonate 100mM DMSO 10%
Sodium chloride ™ Ethanol 10%
Sodium citrate, pH 4.8 or pH 6.4 200mM Glycerol (Fresh) 10%
Sodium phosphate 100mM Hydrazides —
Tricine, pH 8.0 25mM Hydrides (Na;BH; or NaCNBHy) ~ —ooememv
Triethanolamine, pH 7.8 25mM Hydrochloric Acid 100mM
Tris 250mM Leupeptin 10mg/L
TBS; Tris (25mM), NaCl (0.15M), pH 7.6 (#28376)  undiluted
Tris (25mM), Glycine (192mM), pH 8.0 (# 28380) 1:3 dilution*

* Diluted with ultrapure water.
** Detergents were tested using high-purity Thermo Scientific Surfact-Amps Products, which have low peroxide content.
-- Dashed-line entry indicates that the material is incompatible with the assay.

§ For a more extensive list of substances, download Tech Tip # 68: Protein assay compatibility table from our website. This
Tech Tip includes compatible substances for all of our protein assays and enables easy comparisons.
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D2 Mikrotiterplatten Abmessungen

D2.1 Polyvinylchlorid PVC, BD #353912?

’\fﬂv,jl BD BD Biosciences Document Number:  Rev: Page
Discovery Labware LSR00008 3.0 10f2

PVC Flexible Assay Plates - 96 Well - Flat Bottom

APPLICATIONS:

Flexible assay plates are used for nonquantitative experiments in serial dilutions or where the wells must
be cut apart for analysis.

FEATURES:
e Can be cut apart for radioimmunoassay (RIA) analysis
e Can be used in a water bath

e Packaged in convenient dispenser box

STERILITY:

e Non-sterile

RESTRICTIONS:

e Refer to "Thermoplastics Properties Chart," available via internet at
http://www.bdbiosciences.com/discovery labware/technical resources/pdf/p30-31.pdf

2

http://www.bdbiosciences.com/discovery_labware/technical_resources/pdf (aufgerufen September
2009)
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\l/
Y B BD Biosciences Document Number:  Rev: Page
Discovery Labware LSR00008 3.0 2 0f2

PVC Flexible Assay Plates - 96 Well - Flat Bottom

MATERIAL: PVC .024" Thick
Related Catalog Numbers: Cat. No. Packout Description
Non-sterile 353912 25/box 50/case wo/lid

Nominal Dimensions: = XXX mm (XXX inches)

PLATE: WELL:

Length: A = 128.02 (5.040) Top Int. Diameter =6.85 (.270)

Width: B = 86.06 (3.388) Bot. Int. Diameter =5.66 (.223)

Height: C = 11.56 (.455) Depth =8.50 (.335)

Markings: Bottom area =0.267 sq. cm? (0.042 sq. in?)
Alpha-Numerical Center to center =8.99 (.354)

Ht. w/lid on = 15.24 (.600) Bottom Thickness = .60 (.024)

T
B A

\ 4 .
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D2.2 Polystyren PS, Nunc Maxisorp #439454, Nunc MicroWell #260836°

F96 MicroWell Plates, Polystyrene

HighFlange Design

Picibar Oesign

. {Cat. Nos. 260620, 260787, 439454, 842404 and 475094)

F

Surface Golor Total vol., | Sterile
pliwell
300

Total heightof plate
Vertical distance fom nade
wellbotom toresting phane
hadedepthof well

Ve tica | distance fom external
wellbotom toresting phne

Heightof Ikngzon the shartside
Heightof Ikngzon the kg side
Well dameter, ©p

Well dameter, bottom
Depthofilange

mm
144 =02
30

14
19

24
74
70
62

17
With lid | Barcode | Units per
packicase
Yes No 1/8

Low Cell Binding | Clear Irradiated
Nunclona Clear 400 Yes No No 10/180
Nunclona Clear 400 Yes Yes No 10/160
NunclonA Clear 400 Yes Yes No 1/50
Nunclona Clear 400 Yes No No 1/50
Collagen | Clear 400 No** Yes No 5/20
Poly-D-Lysine Clear 400 No** Yes No 5/20
UpCell Clear 200 Yes Yes No 1/8
HydroCell Clear 200 Yes Yes No 1/8
Non-treated Clear 400 Yes No No 10/180
Non-treated Clear 400 No No No 10/180
Non-treated Clear 400 No No Yes 10/180
Non-treated Clear 400 Yes Yes No 10/180
Non-treated Clear 400 Yes Yes Yes 10/160
Non-treated Clear 400 No Yes No 10/160
PolySorp Clear 400 No No No 10/180
MaxiSorp Clear 400 No No No 10/180
MaxiSorp Clear 400 No No Yes 10/180
MediSorp Clear 400 No No No 5/60
MultiSorp Clear 400 No No No 5/60
Non-treated Clear 400 Yes Yes No 25/100
Non-treated Clear 400 No No No 5/60
Non-treated Clear 400 Yes No No 1/50
MaxiSorp Clear 400 No No No 5/60
MaxiSomp Clear 400 No No No 5/60
475094 PolySorp Clear 400 No No No 5/60

“Certifiad ““Praguced in a clean enviranment
ot available in Amerivas £ Amerivas Only

Themo Scientific Plates * www thermoscientific.com/plateguide

¥ www.thermoscientific.com/plateguide, Seite 10 (aufgerufen Marz 2014)
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