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EINLEITUNG

I Einleitung

1.1 Allgemein:

Das Immunsystem schiitzt den Organismus vor Infektionen durch Viren, Bakterien, Pilze und
Parasiten. Zur Aufrechterhaltung der Integritét des Organismus stellt das Immunsystem ein
wirkungsvolles Netzwerk aus 10dlichen Faktoren, Zellen und Organen bereit, die auf ein-
dringende Fremdstoffe reagieren.

Die spezifische Immunabwehrreaktion besteht aus zwel verschiedenen Mechanismen, die sehr
intensiv miteinander kommunizieren. Diese Mechanismen, die T-Zell vermittelte und die
humorale Immunantwort, werden trotz ihrer unterschiedlichen Ablaufe gleichermal3en von
Antigen-prasentierenden Zellen (APC) unterstitzt.

Die Antigen-Prasentation wird durch "professionelle” APC, die Dendritischen Zellen (DC)
mit sehr hoher akzessorischer Aktivitét, gesteuert. Zu den APC gehéren noch weitere Immun-
zellen, wie z.B. Monozyten und Makrophagen.

Die Hauptakteure der humoralen Immunantwort sind die B-Zellen, die nach einer erfolg-
reichen Antigenprasentation aktiviert werden. Nach der Aktivierung beginnen die ruhenden B-
Zéellen ihre Differenzierung durch mehrere Reifungsstadien und bilden die Plasmazellen, die
spezifische Antikorper serzernieren.

Das B-Zell-System verfiigt Uber ein sehr grof3es Repertoire an potentiellen Immunglobulinen
(I9) und ist dadurch in der Lage, gegen fast jedes Antigen (Ag) einen spezifischen Antikorper

(Ak) produzieren zu konnen.



EINLEITUNG

1.2 Monoklonale Antikor per

EMIL VON BEHRING und SHIBA SABURO KITASATO entdeckten 1890, daf3 das
Blutserum einer geimpften Person Ak enthélt, die spezifisch an einem bestimmten Krank-
heitserreger binden (JANEWAY & TRAVERS, 1995). Circa 70 Jahre spéter, im Jahr 1959,
stellten P. MEDAWAR und F. MACFARLANE BURNET ihre Theorie zur klonalen
Selektion der B-Zellen vor und erklarten so die Bildung der monospezifischen Antikorper.
Bevor die Methode der Hybridomtechnologie entwickelt wurde, war es nur méglich, ge-
winschte Antikérper in Form von polyklonalen Antiseren, einem Gemisch von Ak ver-
schiedener Spezifitdt, zu gewinnen. 1975 publizierten KOHLER und MILSTEIN (KOHLER
& MILSTEIN, 1975) eine neue Methode zur Herstellung monoklonaler Antikorper (mAK).
Erst durch diese Methode wurde der Wunsch nach mAk hdchster Reinheit und Spezifitét
realisiert. Die beiden Forscher fusionierten murine Myelomzellen mit Ak-produzierenden B-
Zellen aus immunisierten Tieren. Das Fusionat einer Hybridzelle gewahrleistete zum einen
permanentes Wachstum und zum anderen die Bildung von mAk. Die Anwendung dieser
Methode war so erfolgreich, dal3 trotz der Entwicklung weiterer neuer Methoden, wie z. B.
des Phagen-Display-Systems (WINTER et al., 1994), immer noch ein Grof3teil der mAk durch
Zéellfusion hergestellt wird.

Aufgrund des unerschopflichen Repertoires der B-Zellen bei der Produktion von Antikérpern
postulierte schon KARL LANDSTEINER (JANEWAY & TRAVERS, 1995), dal3 Ak gegen
eine uneingeschréankte Zahl von Molekilen moéglich sein miften. Um das Spektrum an
Spezifitdten ermitteln zu konnen, untersuchte LANDSTEINER die Immunantwort auf kleine
organische Molekille wie Arsenate und Nitrophenyle. Solche einfachen Strukturen |6sten

alein keine Antikorperproduktion aus. Er entdeckte jedoch, dal3 eine Reaktion dann eintritt,
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wenn diese Molekiile kovalent an ein Trégerprotein gebunden sind und deshalb bezeichnete er
die kleinen Molekile als Haptene (von griechisch Haptein fir ” Haften™).

Immunglobuline sind nicht nur ein Forchungsobjekt, sondern gleichzeitig ein optimales
Hilfsmittel zur Untersuchung verschiedener Objekte in der modernen bio-medizinischen
Forschung. Die Anwendung von Ak nimmt beinahe taglich zu.

Eines der neuesten Anwendungsgebiete von mAK ist deren Einsatz als Katalysatoren, soge-
nannten katalytischen monoklonalen Antikorpern (cat-mAk), nachdem die Idee, die moleku-
lare Diversitét des Immunsystems zur Herstellung von Enzymen zu benutzen, zum ersten Mal

im Jahre 1948 von L. PAULING (PAULING, 1948) gedulRert wurde.

1.2.1 Cat-mAk

1986 haben zeitgleich LERNER und SCHULTZ zum ersten Ma zwei mAk (6D4, ein Maus
IgG, generiert von Lerner et. a. und MOPC167, ein Maus IgA, generiert von Schultz et al.)
vorgestellt, die katalytische Aktivitét aufwiesen (LERNER et a., 1986; SCHULZ et al.,
1986). Seit 1986 sind viele chemische Reaktionen mit Hilfe von katalytischen monoklonalen
Ak (cat-mAk) beschrieben worden. Bel den ersten Versuchen handelte es sich um einfache
Transformationen, deren Mechanismen wohlbekannt waren, z. B. Esterhydrolysen. Nach den
ersten Erfolgen wurden jedoch weitere anspruchsvollere Transformationen algemeiner Art
vorgenommen, wie z. B. Bildung von Sduren, Basen oder nukleophile Reaktionen
(SCHULTZ & LERNER, 1993). Es wurden auch Reaktionen mit mAk durchgefihrt, die einer
Katalyse dhnlich verliefen (LERNER & BENKOVIC & SCHULTZ, 1991).

Bel diesen Reaktionen wurde die Bindungsenergie der cat-mAKk in einer hoch spezifischen

Weise benutzt, um die Aktivierungsenergie zu tberwinden und so die Transformation zur
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Bildung eines Zielmolekils zu begiinstigen. Ein Unterschied zwischen cat-mAk und Enzymen
ist unter anderem die hohe Bindungsenergie, die zwischen Substrat und mAk spezifisch
wirken kann.

In den letzten Jahren beschrankte sich der Einsatz von cat-mAk auf chemische Reaktionen,
deren Durchfuhrung mit mAk im Vergleich zu bekannten chemischen Methoden keine
Verbesserung erbrachten. Allerdings dienten diese Katalysatoren als Modell, um nun die
Reaktionen durchfihren zu kdnnen, fur die nur beschrénkt Enzyme existieren. Ein Beispiel
dafur ist die Aldolase-Reaktion, die von cat-mAk 38C2 oder 33F12 bechleunigt wird
(ZHONG et d., 1998). Diese beiden mAk katalysieren sowohl die Aldol- as auch die

Retroal dolreaktion (Abb. 1).

0 Enantioselektive OH O

)J\ . )OJ\ Aldolreaktion )\)]\
R” H R

~_

mAk 38C2 oder 33F12

N

OH O Enantioselektive

)\/U\ Retro-Aldolreaktion
R R

0
T
(]

.

Abbildung 1. Die Aldolase-Reaktion sowie Retro-Aldolr eaktion mit den cat-mAk 38C2 oder
33F12.

Eine in der Naturstoffsynthese oft genutzte Transformation ist die intramolekulare Ring-
schluf¥reaktion. Diese Art der Verknupfung gelingt oft gut durch Addition eines Nukleophils
an ein Elektrophil. So wird die Zahl der Atome vor und nach der Transformation konstant
gehalten werden, so dal3 man von Atomokonomie spricht. Die atomodkonomischen Re-

aktionen (TROST, 1995 a) sind ressourcenschonend, da keine andere Verbindung als
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Atom-Transporter bendtigt wird. Ein Beispiel fur eine intramolekulare Cyclisierung ist die
Biosynthese von Vitamin E (Vit. E). Dabei wird nach Protonierung der Doppel bindung durch
das Enzym Tocopherol-Cyclase das entstandene Carbokation enantiofacial differenzierend
von der freien phenolischen Hydroxylgruppe unter Ausbildung des Chromansystems selektiv

angegriffen (WOGGON & STOCKER, 1994).

1.3 Vitamin E

1929 haben EVANS und BISHOP (EVANS und BISHOP, 1922) Reproduktionsstorungen bei
Ratten festgestellt, in deren Futter bestimmte Fette fehlten. Damit lieferten die beiden
Forscher die ersten Hinweise auf den essentiellen fettlGslichen Charakter eines bis dahin
unbekannten Elements, das spéter isoliert und as Vitamin E deklariert wurde (nach
HORWITT, 1986).

Vitamin E gehdrt neben Vitamin A, D und K zur Gruppe der fettléslichen Vitamine. Vitamin
E ist ein Sammelbegriff fur alle Tocopherol- und Tocotrienolderivate, eine Gruppe von acht
natlrlichen Verbindungen: a-, b-, g und d-Tocopherol sowie a-, b-, g und -d-Tocotrienol
(Abb. 2). Unter allen acht Stereoisomeren besitzt a-Tocopherol mit der absoluten 2R-4'R-8'R-

Konfiguration die héchste biologische Aktivitét (Tab. 1).
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HO HO HO HO
.
S0 IR o iR ~o7 VR ~o T R
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Tocophgrol i
R =
4 8 12'
RRR-1 RRR-2 RRR-3 RRR-4
Tocotrienol
R =
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R-5 R-6 R-7 R-8

Abbildung 2: Die Strukturen aller 8 nattirlichen Vitamin E-Isomere. (Nomenclatur e of

Tocopherolsand related componds, 1982).

Tabellel: Dierelative Aktivitat von natirlichem a-Tocopherol mit absoluter (2R,4'R,8R’)-

Konfiguration und 7 moglichen Ster eoisomeren.

Relative Vitamin E-Aktivitat*

A) Tocopherol-Acetat-Derivate B) Tocopherole/Tocotrienole
NG 100% [RRR-1(2) ... ceeeeeeeeeeeeeeseeseeiinnns 100%
S N ) T 90% |RRR-2(D)....ccvvieeeiieieiieeieeeein, 57%
RSSL (@)oo eenenieenens 73% |RRR=3(Q). v eeneeeeeereeee 31%
SSS1(A)eeeeieiieieiiiiiiieiiiiinenne . 60% |RRRA () 1A%
RSR-1(a) 57% [R5 (2) . e eeeeneerecnneneereenn 57%
RSL(A) e 37% | Konzentrat aus Palmendl und........... 30%
SRR-1 (a) 319% | Fettsauren Rickstand............... 35-47%
SRL(A) e, 21%

*Ermittelt durch Fetal Resorption Gestation Test bei Ratten (modifiziert nach WEIMANN & H. WEISER,
1991).
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Da synthetisch hergestelltes Vitamin E ale 8 Stereoisomere von a-Tocopherol (al-rac-a-
Tocopherol) beinhaltet, bleiben die pflanzlichen Olen die einzige Quelle zur Gewinnung von

enantiomerenreinem Vitamin E (Tab. 2).

Tabelle 2: Vitamin E-Gehalt in pflanzlichen Olen

Vitamin E-Verbindung Sonnenblumenkerne Sojabohnen  Palmen
[mg/100 g OI]

a-Tocopherol 59,5 11,0 18,3
b-Tocopherol 0 0 0

g Tocopherol 3,54 62,4 0
d-Tocopherol 0 20,4 0

a- + g-Tocotrienol 0 0 17,2

(Modifiziert nach NETSCHER et al., 1996).

1.3.1 Die Eigenschaften

Vitamin E dient im Korper as Antioxidans und Radikalfanger. Diese hoch reaktiven Mo-
lekile werden kontinuierlich im Korper gebildet, sowohl as Nebenprodukte des oxidativen
Stoffwechsels als auch durch Umwelteinfliisse wie ionisierende Strahlungen. Durch ihr hohes
Reaktionspotential reagieren die freien Radikale spontan mit verschiedenen Molekilen und
verursachen dadurch irreversible Schaden wie Mutationen. Da das Vit. E mit freien Radi-
kalen reagiert, steht es mit ca. 50 verschiedenen Krankheiten in Verbindung. Es gibt zahl-
reiche Studien sowohl Langzeit- epidemologische (LUBIN et al., 2000) wie auch experi-
mentell-analytische Studien (PATHANIA et a.,1999; FACTOR et a.,2000), in denen das Vit.
E entweder praventiv oder therapeutisch untersucht wurde. Es gibt neben den Krank-heiten,

bei denen Vit. E involviert, jedoch nicht die Ursache ist, noch eine Reihe von
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Erkrankungen, die direkt auf den Mangel dieses Vitamins zuriickzufthren sind. Dazu gehort
der chronische Vitamin E-Mangel bei Patientinnen mit Fettmalabsorption, der ein prog-
ressives neurologisches Syndrom verursacht. Zu den Symptomen dieser Krankheit gehdren
die Reflex- und Bewegungsstorungen (Ataxien) sowie die Empfindungsstérungen in den
Extremitéten, die durch progressive Neuropathie verursacht werden (SATYA-MURTI et al.,

1986).

1.3.2 Vitamin E im K 6rper

Das im Dunndarm absorbierte Vitamin E gelangt Uber die Lymphsystem-Passage ins Blut,
und es erreicht so die Gewebe. Da ca. 87% der Gesamtmenge von Vitamin E im Koérper mit
2R, 4R, 8 R-a-Tocopherol-Konfiguration im Blut zirkulieren (GONZALES, 1990), wird am
haufigsten die Vitamin E-Konzentration im Blut bestimmt. Sie liegt zwischen 11,6 und 37,1
pmol (0,5 und 1,6 mg/dl). Das entspricht einer téglichen Zufuhr von 10 bis 30 mg Vitamin E
(WILLETT et a.,1983). Der individuelle Bedarf an Vitamin E unterliegt vielen variablen
Parametern und ist vor alem von Ernahrungsgewohnheiten abhangig. Da die Konzentration
von Vitamin E im Blut mit der Lipidkonzentration im Blut korrespondiert, wird die Relation
der Vitamin E-Konzentration zu dem Gesamtlipid als Standardmald gewahlt, wobel ein
Verhdltnis von 0,8 mg Vitamin E pro 1 g Lipid as unterste Grenze des Normalbereiches gilt
(WILLETT et d.,1983).

Das Vitamin E im Blut wird von LDL (Low density Lipoprotein) geschitzt und von TTP
(Tocopherol Transfer Protein) zu den Geweben transportiert. Dieser Transport verhindert

einerseits die spontanen Schwankungen der Vitamin E-Konzentration im Blut, so dal3 bei
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10facher Vitamin E Zufuhr die Konzentration im Blut verdoppelt wird (KIYOSE et d., 1997),

und andererseits verteilt es sich nach gewebespezifischem Bedarf (Tab. 3).

Tabele 3: Vitamin E-Konzentrationen in ver schiedenen Geweben beim M enschen
Gewebe* Ho/g
Fettgewebe.........cccovvvviininenee 150
NEeDENNIEre.......ooecveeeceeeceeecee e, 132
HYPOPHhYSE......oiiieeeee e 40
HOAEN (3) .o 40
Thrombozyten...........ccocevevienerereeieen, 30
HEMZoooooeeee e, 20
Muskelgewebe..........cccoovrerenenenenennns 19
= o< SR 13
EIersticke (2)...ceeereererenie e 11
PlasmaL.......cocveeeeiieeiie e 9,5
ULEIUS (2) . ververeerienieneeeenee e 9
N[ = o R 7
Erythrozyten...........ccccoovvveevinciiiiicnns 2,3

*)Es handelt sich um Frischgewicht (modifiziert nach CARPENTER et al., 1985)

Vitamin E wird in Gewebe in der Zellmembran und membranreichen Zellorganellen wie in
Mitochondrien mit einer Dichte von 1 Molekil Vitamin E auf tausend Phospholipidmolekile
eingebaut und schitzt vor allem die mehrfach ungeséttigten Fettsduren (PUFA) vor dem
Angriff von Radikalen (SIMON et al., 1956; BURTON et al.,1982). Fur die Lokalisation von
a-Tocopherol in der Membran ist die lange hydrophobe Seitenkette am C-2 verantwortlich
(Abb.3a), wahrend das Chroman-Ring-System die freien Radikale entsprechend dem

M echanismus aus Abbildung 3 neutralisiert (Abb.3Db).
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Abbildung 3: a) Die L okalisation von Vit. E innerhalb der Phospholipidmembran.
b) Die Funktion des Tocopher ols als Antioxidans (modifiziert nach
VATASSERY, 1989).

Nach der Reaktion mit radikalischen Substanzen Ubernimmt das Vitamin E das einzelne freie
Elektron und wird dadurch selbst radikalisch. Die sofortige Konfigurationsénderung

neutralisiert den radikalischen Sauerstoff (Abb.3b). Diese Moleklle werden von Vitamin C

spéter regeneriert (Abb.4).
Re® Vit E vitCe NADH
RH VitE® — Vit C NAD®

Abbildung 4: Die Regenerierung des Vitamin E durch Vitamin C (modifiziert nach
PACKER, 1979).

10



EINLEITUNG

Dank dieser effektiven Schutzmechanismen ist Vitamin E das wichtigste Antioxidans im
Korper (BURTON, JOYCE & INGOLD, 1983). So wird neben vielen Substanzen das Vita-
min A auch vor Oxidation geschitzt, darliberhinaus bestehen weitere funktionelle Verbin-
dungen zwischen diesen beiden Vitaminen (CHENG et al., 1987; INGOLD et a., 1987).
Zudem reguliert Vitamin E die Thrombozytenaggregation, indem es die Aktivita& von
Cyclooxigenase hemmt und dadurch die Synthese von Prostaglandin minimiert. Es wurde
auch nachgewiesen, dal3 Vitamin E die Aktivitdt von Proteinkinase C hemmt (MAHONEY &
AZZI,1988).

Die biologisch-physiologische Aktivitdt von Vitamin E natirlicher Herkunft ist hoher als die
von synthetischem Vitamin E. Da die Vitamin E-Konzentration in Relation zum Gesamtlipid
im Blut gemessen wird, wird die Bioverfligbarkeit verschiedener Formen von Vitamin E (a-,
b-, g und d-Tocopherol) unterschiedlicher Herkunft Uber den Anstieg der Tocopherol-
konzentration im Blut extrapoliert.

Studien Uber die Aktivitéat verschiedener Vitamin E-Konfigurationen haben gezeigt, dai3 die
Bioverfugbarkeit von 100 mg/Tag nattrlichem Vitamin E ca. 300 mg/Tag synthetischem
Vitamin E entspricht (KIOSE et a., 1997; ACUFF et a., 1998). Die Unterschiede zwischen
synthetischem und natiirlichem Vitamin E sind auf die Spezifitét des Transportproteins (-a-
Tocopherol-Transferprotein) zurtickzufihren, welches vorziglich an 2R, 4R, 8R-a-

Tocopherol bindet (CHENG et al., 1987; INGOLD et a., 1987).
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1.4 Ziel und Planung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten murine monoklonale Antikorper produziert werden, die die
Synthese von a-Tocopherol katalysieren. Diese Antikdrper sollen in der Lage sein, eine
intramolekulare Cyclisierung durchzufiihren und von zwel moglichen Enantiomeren nur die

Transformation einer Konfiguration zu beginstigen (Abb.5).

D;O"
HO
(-\ | monoklonaler Antikérper

R >

7
H

Abbildung 5: Schema der enantioselektiven Synthese von Vitamin E mit Hilfe eines

katalytischen monoklonalen Antikorpers.

Zur Immunisierung wurden zwei autoimmunkranke Mausestdmme (SJL und MRL/Ipr)
gewdhlt, die aufgrund ihrer aggresiven Krankheit verstéarkt katalytische Antikorper

produzieren (TAWFIK et a., 1995).

Diese Tiere sollten mit dem enantiomerenreinen Hapten (Abb.6) immunisiert werden, welches
an KLH-Maeimid als Trager-Protein gekoppelt war, sowie ohne Trager-Protein mit einem
Lipopeptid-Adjuvans appliziert werden, das in der Arbeitsgruppe von Prof. W. G. BESSLER
(HOFFMANN & BESSLER, 2000) hergestellt und uns freundlicherweise zur Verflgung

gestellt wurde.
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Abbildung 6: Das enantiomer enreine Hapten.

Zur Bestimmung der Kkatalytischen Reaktionsbedingungen (Substrate, Lodsungsmittel,
Temperatur und Reaktionsdauer sowie moglichst viele verschiedene Antikorpern) sollte ein
effizientes Nachwei ssystem entwickelt werden.

Da die gewtnschte Reaktion der natirlichen Biosynthese von Vitamin E entsprechen sollte,
sollten drel verschiedene Substrate synthetisiert werden. Nach der Protonierung sollte sich in
dlen drei Substanzen ein tertiares Carbokation ausbilden, welches von der phenolischen

Hydroxylgruppe unter Ausbildung des Chromangeriistes angegrifen wird (Abb.7).

a-Tocopherol

OH OH OH //

Abbildung 7: Substrate, die durch retrosynthetische Spaltung des a-Tocopherols zum

Testen der cat-mAKk eingesetzt werden sollen.

Ferner sollten monoklonale Antikorper generiert werden, die an Vitamin E binden kénnen.
Die Vitamin E-bindenden Eigenschaft dieser Antikorper sollten dazu benutzt werden, ein

sowohl qualitatives als auch quantitatives Testverfahren von Vitamin E zu entwickeln.
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Da viele Substanzen, die zur Durchfiihrung dieser Arbeit essentiell waren (GORLITZER,
1997; SEIBEL, 1997), in der Arbeitsgruppe von Prof. L. F. TIETZE im Institut fur Orga-
nische Chemie synthetisiert werden konnten, schien eine interdisziplindre Arbeit in Koope-
ration mit der genannten Arbeitsgruppe unabdingbar zu sein. Die Durchfihrung dieser Arbeit
ist abhéngig von enger Kooperation mit Herrn J. SEIBEL, der den organisch-chemischen Tell
Ubernahm (SEIBEL, 1997).

Zusétzlich sollten rontgen-kristallographische Strukturanalysen von cat-mAk und anti-
Vitamin E-Ak im Rahmen einer Kooperation mit der AG von Prof. G. M. SHELDRICK im
Institut fir Anorganische Chemie dazu beitragen, dal3 das aktive Zentrum und die
Bindungsstellen beider Antikorper charakterisiert werden konnen. Uber diese Versuche wird

in diese Arbeit nicht berichtet.
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I MATERIALIEN und METHODEN

2.1 Materialien

Da die bendtigten Materidien und Reagenzien im Zusammenhang mit ihrem Verwen-
dungszweck im Methodenteil erwahnt sind, werden hier nur allgemeine Reagenzien, Materia-

lien und Laborinstallationen sowie Geréte aufgelistet.

2.1.1 Kulturgefalie und Prédparationsmaterialien

Filter Sartorius Minisart NML,
Filtriereinheit zum Einmalgerauch,
0,2 um/6 bar max.,
Best. Nr.: 165 34 K

Sartorius GmbH, Gottingen, (D)

Handschuhe Einmal-Untersuchungs-Handschuhe
aus reinem L atex,
Best. Nr.: 942 785/4

Hartmann

Kryoréhrchen Cryotube, 48 x 12,5, W/base,
Best. Nr.: 3-68632

Nunc GmbH, Wiesbaden, (D)
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Mikrotiterplatten

Petrischalen mit Teflonmembran

Petrischalen

Zentrifugenrohrchen

Zentrifugenrohrchen

2.1.2 Pipetten und Pipetterhilfen

Eppendorf-Varipetten

16

Mikrowellplatte 96f mit Deckel,
Nunclon Delta Sl (fur Zellkultur);
Best. Nr.: 1-67008

Nunc GmbH, Wiesbaden, (D)

Petriperm hydrophob

Fa. Bachhofer, Reutlingen, (D)

for Zellkultur, ££100 x 20 mm,
Best. Nr.: 639 160
Greiner GmbH & Co. KG,

Nurtingen, (D)

10 ml, Best. Nr.: 3-47856

Nunc GmbH, Wiesbaden, (D)

50 ml, Best. Nr.: 210 261

Greiner, Nurtingen, (D)

1-10 I, 10-100 pl, 100-1000 p,
Eppendorf-Gerétebau, Northeler

und Hinz GmbH, Hamburg, (D)
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ED-Pipetten

Octapetten

Pipettboy

Pipettenspitzen

2.1.3 Zentrifugen und Rotoren

Tischzentrifugen

17

Electronic Digital Pipette, mit
Adaptern fir 100 pl und 1000 pl,
Fa. RAININ, Instrument Co. Inc.

Woburn, (USA)

8-Kanal-Pipetten, 100 ul, 200 l,
Costar, Cambridge, Massachusetts,

(USA)

automatische Pipetterhilfe
Tecnomara Deutschland GmbH,

Fernwald, (D)

blau: Best. Nr.: 70.762
gelb: Bestl. Nr.: 70.760
Sarstedt, Numbrecht, (D);
weil3: Best. Nr.: 40 500 000

Dunn, Asbach, (D)

Heraeus Christ Difuge GL,
Labofuge M,

Heraeus GmbH, Hanau, (D)
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Kuhlzentrifuge Minifuge GL,

Heraeus GmbH, Hanau, (D)

Schwenkbecherrotor Nr.: 2150, r,, = 16,2 cm mit
den Einsdtzen Nr.: 5322 und 5226,

Heraeus GmbH, Hanau, (D)

Plattenrotor Nr.: 3471, r,, = 17,5 cm,

Heraeus GmbH, Hanau, (D)

2.1.4 Weitere Geréte und feste L aborinstallationen

Brutschrank Heraeus CO,-Auto Zero,
Sollwerteinstellung:
CO,: 5%, T: 37 °C, RH: 95%

Heraeus GmbH, Hanau, (D)

Sterilbank K. 11 Heraeus-Lamin Air, HLB 2472,

Heraeus GmbH, Hanau, (D)
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2.2 Methoden

2.2.1 Haptenvorbereitung

Material
Trégerprotein Imject Maleimide Activated Keyhole Limpet
Hemocynin (KLH), Pierce-Kfm; Best. Nr.: 77106
Ampuwa Fresenius AG, Bad Homburg

Zwischen 7 synthetisierten Haptenen, die im Ingtitut fir organische Chemie in der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Dr. h.c. L.F. Tietze synthetisiert wurden (GORLITZER, 1997; SEIBEL,
1997), wurde Hapten | (Abb.8) als geeignet zur Immunisierung ausgewahit.

2 mg KLH-Maemid (Sulfo-SMCC) (BARTEL und CAMPBELL, 1959) (Pierce; Deutsch-
land) wurden in 200 yl Wasser (Ampuwa) gel6st. Zur KLH-L6sung wurden 2 mg Hapten, ge-
[6st in 500 I PBS (HERSCKOVITS, 1988) und ca. 20 ul DM SO gegeben und 2 Stunden bei
RT inkubiert (SENOZAN und LANDRUM, 1981). Anschlief3end wurde die Lésung por-

tioniert und bei 4° C gelagert.

Abbildung 8: Enantiomerenreines Hapten als Antigen zum I mmunisieren.
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2.2.2 Immunisierung

2.2.2.1 Auswahl der Tiere zur Immunisierung

Zur Immunsierung wurden zwei Mausstamme (MRLpypr und SIL/Hsp) ausgewdhlt, die im
Vergleich zu Méausen des BALB/c-Stammes mehr katalytische AntikOrper produzieren

(Tawfik et a., 1996).

a) MRL jpr/ipr

Die genetischen Untersuchungen an den Mé&usen aus dem MRL-Stamm zeigen ene spontane,
autosomale, ressesive Mutation in der Ipr (Lymphproliferation)-Region. Die Tiere mit dem
Genotyp Ipr/lpr besitzen ein massiv vergréfdte Lymphknoten (MURPHY und ROTHS, 1977),
die auf die ressesive |pr-Mutation zuruckzufihren sind. Im Alter von 16 Wochen tragen Uber
90 % der Zellen in den Lymphknoten das Thy-1.2-Protein, ein membranstandiges Allo-
antigen. In dieser Zeit erscheinen im Serum zwei antinukleare Autoantikdrper der Subklassen
IgG1 und 2a, welche sogar an dsDNA binden (MURPHY and ROTHS 1978).

Aufgrund pathologischer Entwicklung (Immunkomplex Glomerulonephritis) sterben die
weiblichen Tiere im Durchschnittsalter von ca 17 und die Mannchen von ca. 22 Wochen.

Die Phenotypisierung der Oberfl&chen-Antigene zeigte folgende Alloantigene (EISENBERG
etal., 1978): H 2", Ly-1.2,Ly-2.1, Ly-3.1, Thy-1.2 und TL .
Die Tiere sind Albino (c/c), groféer as BALB/c-Mause (Kdrpergroi3e: LG/J) und sehr ruhig.

b) SIL/Hsp

Ca 90 % der Tiere dieses Stammes entwickeln das Retikulum-Zell-Sarkom (Hodgkin-

ahnlich) im Alter von 13 Monaten. Die Krankheit entwickelt zuerst in Peyersche Plaques
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(SANTOS et a., 1994), mesynschymatischen Lymphknoten und metastasiert in Milz, Leber,
Thymus und andere Lymphknoten. Ungewohnlich bel der Entwicklung des Sarkoms dieser
Tiereist die Regula-tion des Tumors und seine sehr frithe Entwicklung, namlich im Alter von
22 Tagen. Im Alter zwischen 1. bis 7. Monat entwickeln ca. 83 % der weiblichen Tiere
Leukémie (TONG et al., 1998).

Die Tiere des SJL-Stammes produzieren nur 5 % ihrer normalen Menge an | -Leichtekette im
Serum ( SATOH et a., 1996) und Uberdurchschnittliche Mengen an anti-NP (Nukleo-
protein)-Antikorper.

Die Tiere sind Albino mit MHC von H-2S-Phenotyp, so grof3 wie BALB/c-Mé&use und ag-

gressiv.

2.2.2.2 Optimierung der Antikorper produktion durch Adjuvantien

Da die Haptene aufgrund ihrer niedermolekularen Strukturen sehr schwache Antigenitét
besitzen und dementsprechend eine schwache Immunantwort auslGsen, erfolgt die Immuni-
sierung mit einem Hapten as Antigen in der Regel mit Adjuvantien (von Lateinisch adjuvare
fur “helfen”) als Begleitsubstanz. Die meisten Adjuvantien werden vor allem aus Pflanzen
und aus bakteriellen Zellwanden isoliert oder durch chemische Synthese hergestelit.

FREUND stellte 1956 sein Adjuvans vor (FREUND, 1956) und manifestierte unter anderen
die Verstarkung der Antikorperbildung, Empfindlichkeitserh6hung gegen das Antigen sowie
gegen einfache chemische Komponenten. Adjuvantien werden mit Antigenen in gemischter

Form appliziert und verstérken die Immunantwort gegen das Antigen. Daher kann die
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notwendige Antigendosis bzw. die Anzahl von Injektionen reduziert werden oder Gberhaupt
erst eine mef3bare Immunantwort induziert werden (PETERS und BAUMGARTEN, 1992).
Die Wirkung von Adjuvantien kann viele Ursachen haben, z. B. Anlocken der Lymphozyten.
Eine der wichtigsten Ursachen ist dennoch die costimulierende Aktivitét der Makrophagen.
Durch die Mischung der Adjuvantien mit dem Antigen stimulieren die bakteriellen
Substanzen, aus dem Adjuvans, die Makrophagen zur Freisetzung der costimulierenden Sig-
nale fir CD4"-T-Zellen, die nicht bakterielles Antigen erkennen (JANEWAY & TRAVERS).
Eines des meist verwendeten Adjuvans ist die von FREUND vorgestellte Mischung, die nach
ihm bezeichnet wurde und in zwei Formen eingesetzt wird: 1.) einfache Wasser-in-Ol Emul-
sion, as inkomplettes FREUNDsches Adjuvans (iFA), und 2.) komplettes FREUNDsches
Adjuvans (cFA), dal3 zusétzlich hitzeinaktivierte Mykobakterium tuberklosum Organismen in
der Olphase der Wasser-in-Ol Emulsion beinhaltet.

Neben den klassischen Adjuvantien gehtren weitere definierte Substanzen zu dieser Familie.
Dazu gehdren Aluminium-Hydroxyde, deren Wirkung durch Zugabe von abgettteten Bor-
detella pertussis Bakterien verstérkt wird, N-acetyl-muramyl-L-alanyl-D-isoglutamin
(Muramyl-di Peptid = MDP), ein Dipeptid mit L-Konfiguration der ersten und D-Konfigu-
ration der zweiten Aminosaure, und Bestatin, ein chemisch genau charakterisiertes Bakterien-
produkt (PETERS und BAUMGARTEN, 1992).

Dadie Immunsierung in dieser Arbeit mit einem Hapten durchgefiihrt werden soll, werden die
Injektionen mit Adjuvantien erfolgen, um die Immunantwort und dementsprechen die

Antikorperbildung positiv zu beeinflussen.

22



MATERIALIEN und METHODEN

M aterial

SIL/Hsp Méause

TiterMax-Adjuvans

P3CSK4-Adjuvans

Harlan, Borchen

Harlan, Borchen

Boehringer Ingelheim,

AG. von Prof. W.Bessler, Freiburg

Um die Immunantwort zu verstérken (PETERS und BAUMGARTEN, 1992), wurde die
Immunisierung mit Adjuvantien durchgefthrt. Zur Immunisierung wurden 2 Mausstdmme

(MRLpmpr und SIL/Hsp) ausgewahlt, die in einer ausgepragten aggressiven Form autoimmun

erkrankt sind.

Zur Immunisierung wurden 2 Adjuvantien verwendet. Acht Tiere wurden mit “TiterMax” und

vier Tiere mit einem speziellen Lipopeptid-Adjuvans immunisiert (Tab.4).

Palmitoyl 0 CH:2
Palmitoyl e) CH
CH:
S
CH:
Palmitoyl NH: CH Co [Lysls

Abbildung 9: a) Lipopeptid-Adjuvans P3CSK 4.
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Tabelle 4: Immunsierungsschema der 6 MRL o0 und 6 SIL/Hsp M &use mit TiterMax und
P3CSK4-Adjuvans*.
ZEIT INJEKTIONSVOLUMEN | ANTIGEN:
(Tage) | IMMUNISIERUNGSSCHRITTE (W/Maus) & KLH-
IMMUNISIERUNGSART | HAPTEN
200
1 Priming (100 Wl Ag + 100 Wl Adjuv.) 100 pg
I.p.
150 ul,
35 1. Auffrischung mit Adjuvans (75 Ag+ 75l Adjuv.) 75 1g
i.p.
150 ul,.
42 2. Auffrischung mit Adjuvans (75 Ag+ 75 4l Adjuv.) 75 ug
I.p
49 3. Auffrischung ohne Adjuvans | 75 pl Ag, i.p. 75 1g
50 4. Auffrischung ohne Adjuvans |75 Wl Ag, 1.p. 75 ug
51 5. Auffrischung ohne Adjuvans | 75 pl Ag, i.p. 75 1g
52 FUSION

*) Von jedem Stamm wurden 4 Tiere mit TiterMax und 2 Tiere mit PABCSK4 immunisiert.

Das zweite Adjuvans bestand aus zwel Faktoren, einem Lipopeptid, P3CSK4 (Abb. 9a), und

einem T-Zell-Epitop, die extra fur die beiden Mausestdmme in Arbeitsgruppen von Prof.

W.G. Besder hergestellt worden. Der Vorteil des zweiten Adjuvans bestand darin, dal3 die

Immunisierung mit Hapten allein und ohne Trager-Protein erfolgte (Abb. 9b).
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OH
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APC
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T

Abbildung 9:b) Die schematische Dar stellung der Bindung der P3CSK 4-Verbindung an
APC.

Es wurden insgesamt 12 Tiere im Alter von 8 Wochen immunisiert. Alle Injektionen wurden

intraperitoneal durchgefuihrt.

2.2.3 Fusionvor ber eitungen

Material
BALB/c Méause Zucht aus hauseigenem Tierstall
P3 x 63 Ag8.653 Myelomzellinie (nicht Antikorper produzierend)
aus der BALB/c Maus; ATCC: P3 x 63 Ag8.653
8-Azaguanin Sigma, Deisenhofen
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Selektionsmedium: HATAZz (50 x):

Hypoxanthin 680,50 pg/ml; Serva, Heidelberg
Aminopterin 0,88 pg/ml; Serva, Heidelberg
Thymidin 193,80 pg/ml; Sigma, Deisenhofen
Azaserin 0,25 pg/ml; Sigma, Deisenhofen
Mikrotiterplatte (96 Napfe) TC Qualitat; Nunc GmbH, Wiesbaden

40 Tage vor der Fusion wurden die HGPRT ) Maus Myelomzellen P3 x 63 Ag 8.653 (KE-
ARNEY et d., 1979) aufgetaut und im Hybridomkulturmedium kultiviert. Eventuell entstan-
dene Revertanten, die nicht mehr HAT sensitiv waren, wurden durch eine 10tétige Behand-
lung mit 8-Azaguanin (20 wWml) abgetdtet. Desweitern erfolgte eine HATAZz Selektionskon-
trolle durch 14tétige Kultur in Selektionsmedium A sowie ein Mykoplasmentest. Anschlief3-
end wurden die Myelomzellen auf Bakterienschalen expandiert. Bel der Expansion wurden
nur die suspendierten Zellen kultiviert, um die Adhéarenz der Myelomzellen zu minimieren.
Fiir jede Fusion wurden ca. 2 x 10® vitale Zellen vorbereitet. Um die eventuellen Probleme,
wie z.B. Mykoplasmenkontamination, zu umgehen, wurden mit einem Tag Ab-stand mehrere
Ampullen von Myelomzellen aufgetaut und die Kulturen getrennt voneinander behandelt.

Drei Tage vor der Fusion wurden Peritoneal-Makrophagen einer BALB/c Maus als Feeder-
zellen steril prépariert. Dazu wurden die Méause durch CO,-Begasung getotet und die Bauch-
hohle unter aseptischen Bedingungen mit einem kleinen Schnitt gedffnet. Mittels einer steri-
len Pasteurpipette mit 10 ml eiskalter PBS wurden die Peritoneal-Makrophagen ausgesplilt.
Anschliel?end wurden die Makrophagen gezahlt und mit Selektionsmedium in mittleren
Né&pfen einer 96-Napf Mikrotiterplatte mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/Napf

kultiviert.
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2.2.4 Fusion

Material
Praparierbesteck Brand GmbH + Co. KG, Wertheim
Fusionsmedium RPM1-1640 mit 50% PEG 4.000, sterilfiltriert
Polyethylenglykol (PEG) fusionsgetestet (MW 4.000), Merk, Darmstadt
Hybridom-Kulturmedium RPMI-1640 + 20%FCS

24 h nach der letzten Injektion wurden die Tiere unter Narkose Herz-punktiert , Blut gewon-
nen und anschlief3end getotet. Ca. 400 pyl Blut wurden bel 2600 x g fur 10 min bei RT zen-
trifugiert und das Serum in 10 l Portionen bel -20° C fur spétere Tests kryokonserviert.

Unter sterilen Bedingungen wurde die Milz prépariert. Mittels einer Einmalspritze mit 10 ml
37° C warmem Medium 80/20 wurden die Milzzellen in einer Bakterienschale ausgespritzt,
bis ein heller Bindegewebesack zurtickblieb. Die gewonnenen Milzzellen wurden anschlief3-
end gezahlt, mit den Myelomzellen im Verhdtnis 1 : 2 gemischt und einmal mit Medium
80/20 proteinfrei gewaschen. Danach wurde der Uberstand vollstandig abgesaugt und das
Zellpellet sanft resuspendiert.

Die PEG-Fusion wurde unter permanenter, sanfter Agitation wie folgt durchgefuhrt (PETRES

und BAUMGARTEN):

a) Zugabe von 1 ml Fusionsmedium innerhalb von 1 min bei 37° C,
b) 1 min sanftes Schiitteln bei 37° C,

) Zugabe von 1 ml PBS (37° C) innerhalb von 1 min,
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d) Zugabe von 3 ml PBS (37° C) innerhalb von 1 min und

€) Zugabe von 16 ml PBS (37° C) innerhalb von 1 min.

Anschlief3end wurde die Fusionsausbeute durch Auszdhlung von asymmetrischen, grof3en,
mehrkernigen Zellen bestimmt. Die Zellsuspension wurde dann fir 5 min bei 600 x g und RT
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden fur 5 min bel RT inkubiert. Danach wurde der
Uberstand vollstandig abgesaugt, die Zellen in Hybridom-Medium vorsichtig resuspendiert
und einmal gewaschen. Ausgehend von der Gesamtzellzahl (Myelom- + Milzzellen) wurden
1,8 x 10° Zellen in 18 ml HATAz-Selektionsmedium aufgenommen und in mit Peritoneal-

Makrophagen beschichteten Napfen ausplattiert.

2.2.5 Screening
Material
ELISA-Platte Maxi Sorp; Nunc GmbH, Wiesbaden
Aktiviertes BSA Imject Maleimide Activated Bovine Serum
Albumin; Pierce-Kfm; Best. Nr.: 77116
Substrat 2,2-Azino- [3-ethylbenzthiazolinsulfonat]
(ABTS) Boehringer, Mannheim
Waschpuffer PBS mit 0,05% Tween 20 (v/v)
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Substrat-L dsung 10 ml von 2 mM ABTS, 100 mM CH3COONa x
3 H20, 50 MM NaH,PO4 x H,0, pH 4,2 + 50 pl
30% H,0;
Das Screening dient dem Aufspiren von Klonen, die AntikGrper mit der erwilnschten
Funktionalitédt produzieren. Da ein katalytisches Testsystem erst entwickelt werden sollte,
wurden die Antikorper zuerst anhand ihrer Spezifitét gegen Hapten getestet.
Ausgehend vom Antigen (KLH-Hapten-Komplex) wurden die Hybridomuberstande an BSA-
Hapten-Komplex getestet. Dazu dienten die gewonnenen Mausseren als Positivkontrolle. Da
theoretisch Kreuzreaktionen zwischen KLH-Maeimid und BSA-Maleimid existieren konnen,
wurden die zu testenden Antikorper zuerst fir 30 min bel RT auf BSA préabsorbiert. Die
getesteten Uberstande wurden aus den Napfen ausgewahlt, deren Klone mindestens 1/3 des
Napfbodens ausgefillt haben. Nach der Préaabsorption wurden die zu testenden Kultur-
Uberstande fur 2 h bel 37° C auf BSA-Hapten-Komplex in einer Mikrotiterplatte inkubiert und
anschlief3end drei Ma mit je 200 Wl Waschpuffer/Napf gewaschen. Als Nachweis-Antikorper
wurden 100 yl Peroxidase-konjugierter Kaninchen anti-Maus Antikorper (1:1000 in PBS
verdinnt) in die Ngpfe pipettiert und 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen (siehe
oben) wurden 100 pl Substrat-L6sung (50 il H20, in 10 ml ABTS) zu den Napfen pipettiert.
Nach ein bzw. drel Minuten wurden dann die optischen Dichten unter Ver-wendung eines 405

nm Mef¥filters und eines 490 nm Referenzfilters in einem Platten-photometer gemessen.
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2.2.6 Selektion

M aterial

Selektionsmedien (50 x konzentrierte Stamml 6sung):
HAT-Mediumzusatz Hypoxanthin: 680,50 pg/ml (500 uM)
Aminopterin: 8,80 pg/ml (8 mM)
Thymidin: 193,80 pg/ml (800 uM)
In Aqua bidest., sterilfiltriert;

Zur Entfernung nicht gewinschter Fusionsprodukte (Myelom/Myelom) sowie nicht
fusionierter Myelomzellen wurde eine Positivsel ektion durchgefihrt.

Dazu wird ein Enzymdefekt ausgenutzt, den die zur Fusion angesetzten Myelomzellen in der
Hypoxantin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) besitzen. Da die HGPRT (-
Myelomzellen den Azaserin- und Aminopterin-Block des DNA-Hauptsyntheseweges durch
den Einbau von supplimentiertem Hypoxantin und Thymidin nicht umgehen kdnnen, werden
die im Selektionsmedium kultivierten unerwiinschten Myelomzellen sterben.Uberleben
konnen nur die Hybridome, die eine intakte HGPRT durch Fusion mit einer Milzzelle erhal-
ten haben.

Es war darauf zu achten, dai? durch spontane Riickmutation mit einer Frequenz von 1 x 10
Myelomzellen die HAT-Selektion Uberleben kdnnen. Da Azaserin in der Purinsynthese-
kaskade die Bildung von 5-Amino-Imidozol-4-Carboxy-Ribonukleotid blockiert, wird der
Haupt Syntheseweg doppelt blockiert.

Daher wurde dem HAT-Selektionsmedium zusétzlich Azaserin zugesetzt, wodurch sich die
spontane Riickmutation auf eine Frequenz von 1 x 10° reduziert (PETERS & BAUM-

GARTEN, 1992).
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Es wurden zur Selektion der Fusionate 50fach konzentrierte HATAz StammlGsung angesetzt
und nach Bedarf entsprechend verdiinnt. Diese Stamml6sung ist bei —20° C nur fur 6 Monate

haltbar.

2.2.7 Aufbau eines cat-EL | SA

M aterial

ELISA-Platte Maxi Sorp; Nunc GmbH, Wiesbaden

Coating-Puffer (Losungen A & B in Aquabidest.):
Stammlsung A: 10,6 g NaxCO3/500 ml
Stammldsung B: 8,4 g NaHCO3/500 ml
Gebrauchl6sung: 8,5 ml Stammlésung A
4,0 ml Stammlésung B
37,5 ml Aqua bidest., pH 10,5

Fang-Antikorper: Kaninchen anti-Maus-Antikorper,
Dako; Best. Nr.:.Z259

Waschpuffer PBS mit 0,05% Tween 20 (v/v)

Zum Monitoring der ausgewdhlten Klone wurde ein auf dem Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) basierendes Test-System entwickelt. Da die enzymatische Aktivitét
sehr geringfiigig sein kann, wurde eine langere Reaktionsdauer von 3 Tagen bevorzugt.

Das synthetisierte Substrat wurde in reinem Methanol geldst und fur die Reaktion eingesetzt.

Die Reaktion wurde diinnschichtchromatographisch ausgewertet. Durch die Wiederholung
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des Tests wurde die Bildung des Vitamin E-Analogon sowohl qualitativ als auch quantitativ
analysiert. Dazu diente die HPLC-Analyse.

Die Népfe einer Maxi Sorp-Mikrotiterplatte wurden mit 100 pl Fang-Antikérper, 1 : 500 ver-
dunnt in Coating-Puffer, beschichtet und anschlief?end dreimal mit jeweils 200 pl Wasch-
puffer pro Napf gewaschen. Danach wurden ca. 200 yl Kulturiberstand aus zu testenden
Klonen in die N&pfe gegeben und fur 2 h bei 37° C inkubiert. Nach dem Waschen (siehe
oben) wurden 200 Wl in Methanol geldstes Substrat (Abb. 10) mit einer Konzentration von 2

mg/ml in jeden Napf pipettiert und die Platte bei 50° C fur drei Tage inkubiert.

D30
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(\ | monoklonaler Antikérper
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Abbildung 10: Synthetisiertes Substrat, dasvon cat-mAk durch eine enantiofacial
differenzierende Addition der freien phenolischen Hydroxylgruppe an
ein Alken oder an ein intermediar gebildetes Carbokation katalysiert

werden sollte.

2.2.8 Reklonierung der Hybridome

M aterial

Mikrotiterplatte (96 Népfe) TC Qualitét; Nunc GmbH,
Wiesbaden
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Nach der Analyse der enzymatischen Aktivitdt wurden Klone gewtnschter Eigenschaften
mittels der Grenzverdinnung rekloniert. Durch Grenzverdiinnung wurde die Konzentration
der Zellen im Kulturmedium so gesenkt, dal3 in je zwei N&pfen statistisch gesehen eine Zelle
vorkommt (Coller und Coller, 1983). Auf diese Weise erhdlt man nach zweimaliger Reklon-
ierung mit héher Wahrscheinlichkeit einen aus einer Zelle hervorgegangenen Zellklon, der
einen monoklonalen Antikorper produziert. Die Produktion der Klone wird mittels ELISA

kontrolliert.

2.2.9 Etablierung und Kultivierung der Hybridome

Material
24-Napfplatte TC-Qualitét; Corning Costar, Bodenheim
Maus IL-6 rm IL-6, R& D-System, Katl.Nr. 406-ML
Zellkulturflasche Sarstedt AG & Co., Nuimbrecht

Dadie frisch fusionierten Hybridome sehr labil sind und besonders wahrend der Selektion und
Reklonierung unter unphysiologischen Bedingungen kultiviert werden, stellen sie besonders
hohe, zum Teil zeit- und kostenintensive Anforderungen an die Kulturbedin-gungen. Dazu
gehoren die Zugabe von 20% FCS (v/v), Einsatz von Peritoneal-Makrophagen und sogar
Zugabe von |L-6 zum Kulturmedium.

Die gewunschten positiven Klone wurden daher nach der 2. Reklonierung stufenweise an

“normale’” Kulturbedingungen adaptiert:
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1- Adaption der Klone von einer 96-Napf Mikrotiterplatte mit Feederzellen auf eine 24-
Napfplatte mit Feederzellen.

2- Adaptation der Klone an 24-Napfplatten ohne Feederzellen. Da die Feederzellen die
Zéellreste phagozytieren und IL-6 produzieren, soll ggf. der Kultur IL-6 (20 U/ml) zugesetzt
und schrittwel se ausverdinnt werden.

3- Adaptation der Klone an kleine Kulturflaschen (50 ml).

4- Adaptation der Klone an Hybridommedium mit nur 10% FCS (v/v).

2.2.10 Bestimmung der Antikorperkonzentration mittels EL | SA

Material
ELISA-Platte Maxi Sorp; Nunc GmbH, Wiesbaden
Coating-Puffer (Losungen A & B in Aquabidest.)
Stammlésung A: 10,6 g NaxCO3/500 ml
Stammldsung B: 8,4 g NaHCO3/500 ml
Gebrauchslsung: 8,5 ml Stammlésung A
4,0 ml Stammlésung B

37,5 ml Aqua bidest., pH 10,5

Fang-Antikorper Kaninchen anti-Maus-Antikorper,
Dako; Best. Nr.: Z259

Waschpuffer PBS mit 0,05% Tween 20 (v/v)

Blockpuffer PBS mit 5% MMP (w/v) und 0,01%NaN;
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Instant-Magermilchpulver (MMP) De-Vau-Ge Gesundkostwerke GmbH, L tineburg

Nachwel santikorper Kaninchen anti-Maus Antikorper

Substrat 2,2-Azino-di-[ 3-ethylbenzthiazolinsul fonat]
(ABTS); Boehringer, Mannheim

Substratl6sung 2mM ABTS, 100 mM CH3COONax 3 H,0,
50 mM NaH,PO,4 x H,0, pH 4,2

Plattenphotometer Thermo-max microplate reader; Molecular
Devices, Menlo Park CA, USA

Die Ig-Konzentrationen der Hybridomkulturtibersténde wurden durch einen Sandwich-ELISA
(KENNY et a., 1983) bestimmt. Als Fangantikorper wurde ein Kaninchen- anti Maus-Anti-
korper eingesetzt. Der Nachweis erfolgte dann mit einem Enzym- konjugierten Antikérper,
der ebenfalls gegen Mausimmunglobulin gerichtet ist.

Die Népfe der ELI1SA-Platte wurden mit je 100 yl Kaninchen-anti-Maus Antikorper als Fang-
Antikorper, der in Beschichtungspuffer auf 20 pl/ml verdinnt wurde, 2 h bei 37° C (oder Uber
Nacht bei 4° C) beschichtet. Nach der Inkubation wurde die Platte drei Mal mit jeweils 200 pl
Waschpuffer pro Napf gewaschen. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurden
die N&pfe bel RT dreima je 20 min mit 200 W Blockpuffer inkubiert und anschlief3-end
gewaschen (siehe oben). Danach wurden die 1gG-Standards (80-1,25 ng/ml eines Maus 1gG
bekannter Konzentration) und die Proben (1 : 500 — 1 : 16000) als Doppelansatz in die N&pfe
pipettiert. Eine Medium- und eine Substrat-K ontrolle wurden mitgefihrt. Nach zweistlindiger

Inkubation bel 37° C wurden die nicht gebundenen IgG durch Waschen (siehe oben) entfernt.
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Der Nachweisantikorper, ein mit Peroxidase konjugierter Kaninchen-anti-Maus Antikorper,
wurde 1 : 2000 in PBS verdinnt. Davon wurden 100 pl/Napf in die Platte eingebracht und 1 h
bei RT inkubiert. Nach dem Waschen (siehe oben) erfolgte dann die Substratinkubation, dazu
wurden zu 10 ml Substratlésung 50 yl 3%iges H,0O, zugegeben. Davon wurden 100 pl pro
Napf pipettiert. Nach ca. 5 min wurden dann die optischen Dichten unter Verwendung eines
405 nm Mef¥filters und eines 492 nm Referenzfilters im Plattenphotometer bestimmt. Die

Antikorperkonzentration der Probe wurde mittels einer Standardkurve bestimmit.

2.2.11 Antikor per produktion der Hybridome

Sind die Zellen an “normale” Kulturbedingungen adaptiert, werden Massenzellkulturen zur
Antikorperproduktion eingesetzt. Dazu wurden die Zellen in grof3en Bakterienschalen in
Hybridom-Medium mit 10% FCS unter den Ublichen Bedingungen (siehe 2.2.1) kultiviert.
Wenn sich nach drel bis vier Tagen die Farbe des Mediums von lachsfarben auf gelblich
anderte und die Vitaitdt der Kultur abnahm (£ 70%), wurde der Kulturiiberstand zellfrei
zentrifugiert (1200 x g, 15 min) und steril abgenommen.

Ein Aliquot wurde auf Antikorpergehalt getestet und der gesamte Kulturiberstand bei -20° C

gelagert.
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2.2.11.1 Antikor per produktion in einem Minibior eaktor

M aterial
Minibioreaktor MiniPERM-ZéelIkulturgefaf3
Heraeus I nstruments, Osterode/Harz
Kulturmedium Medium 80/20 mit 10% FCS und
4,5 g D(+) Glucose
D(+) Glucose, wasserfrei Sigma, Deisenhofen

Die Produktion gréf3erer Mengen monoklonaler Antikorper erfolgte in eéinem MiniPERM-
Minibioreaktor, der zu diesem Zweck von FALKENBERG (FALKENBERG et d., 1993 &
"95) entwickelt wurde.

Dieser Minibioreaktor besteht aus zwei Modulen, einem wiederverwendbaren Versorgungs-
und einem einmal verwendbaren Produktionsmodul. Das Produktionsmodul mit einem
Volumen von 40 ml ist vom Versorgungsmodul durch eine Diaysemembran (Molekular-
gewicht “cat off”, MWCo 12,5 kD) abgetrennt und wird nach auf3en durch eine gasdurch-
lassige Silikonmembran begrenzt. Der Minibioreaktor wird auf ener Rollstation im
Brutschrank inkubiert. Uber die Dialysemembran findet der Nahrstoffaustausch mit dem
Kulturmedium im Versorgungsmodul statt und Uber die Silikonmembran der Gasaustausch.
Nach eintdgigem Vorlauf des Minireaktors ohne Zellen wurde die Antikdrperproduktion
durch Inkubation von 35 ml Zellsuspension in dem Produktionsmodul gestartet.

Dazu wurden die Zellen gezahlt und in vorgewarmtem (37° C) Kulturmedium auf 2 - 3 x 10°

Zellen/ml eingestellt. Taglich werden ca. 50 pl Probe steril entnommen und daraus die
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Lebend- und Gesamtzellzahl bestimmt. Zu Beginn der Kultur wurde jeden zweiten Tag das
Medium im Versorgungsmodul durch frisches Medium ersetzt. Ab einer Zellkonzentration
von 1 x 10" Zellen/ml war ein taglicher Mediumwechsel erforderlich. Die Kultur wurde
beendet, wenn die Lebendzellzahl auf ca. 60% gesunken war. Dann wurde die Zellsuspension
entnommen, die Zellen durch Zentrifugation pelletiert und der Uberstand gewonnen. Die
pelletierten Zellen wurden nach zweimaligem Waschen als MiniPerm-adaptierte Zellen kryo-
konserviert (siehe 2.2.12).

Die Antikorperkonzentration des Uberstandes wurde bestimmt (siehe.2.2.10), aufgereinigt

und bel -20°C gelagert.

2.2.12 Gefrierkonservierung von Zellen

Material
Kulturmedium Medium 80/20
Einfriermedium 90% FCS +10% Dimethylsulfoxid (DM SO) (v/v)
Kryordhrchen Corning, New York, USA
Einfrier-Styroporbox Sarsted, Nurnbrecht

Die Gefrierkonservierung (PETERS & BAUMGARTEN, 1992) ermdglicht eine Langzeit-
lagerung von Zellen in flissigem Stickstoff unter weitgehender Beibehaltung der Vitalitét. Die
Zéellen sollen beim Einfrieren in ihrer exponentiellen Wachstumsphase sein. Um wéhrend des

Einfrierprozesses eine mechanische Zerstorung der Zellen durch entstehende Eiskristalle
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zu vermeiden, wird das membrangédngige DMSO als Frostschutzmittel eingesetzt. Das
DM SO-haltige Einfrierermedium wurde immer frisch eingesetzt.

Da DMSO bei einer Konzentration 3 4% (v/v) zytotoxisch wirkt, dirfen die Zellen beim
Einfrieren und Auftauen nur mdglichst kurz dem DMSO-haltigen Einfrierermedium aus-
gesetzt werden.

Nach der Zellzahlbestimmung wurden die Zellen abzentrifugiert (400 g, 10 min, 4° C) und
das Zellpellet mit ca. 1 x 10° Zellen in 1 ml gekiihltem Einfrierermedium sanft resuspendiert.
Anschlief3end wurde die Zellsuspension in 0,5 ml-Portionen auf beschriftete, vorgekuhlten
Kryordhrchen verteilt. Der Einfriererprozefd (Abkihlung um 1° C/min) erfolgte in einer Sty-
roporbox bei -80° C Uber Nacht. Fir eine langere Lagerung missen die Kryoréhrchen am

néchsten Tag in Gasphase Uber flissigem Stickstoff gelagert werden.

2.2.13 Auftauen

Zum Auftauen der Zellen wurden 10 ml kaltes Medium in einem Zentrifugenréhrchen vor-
gelegt. Die Kryorohrchen wurden entweder in der Hand oder durch vorsichtiges Schwenken
im Wasserbad (37° C) solange erwédrmt, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen sichtbar war.
Durch tropfenweise Zugabe von ca. 1 ml kaltem Kulturmedium zur aufgetauten Zellsus-
pension erfolgte eine langsame und zellschonende Ausverdiinnung des hyperosmo-laren
DMSO. Die Zellsuspension wurde dann in den vorbereiteten Zentrifugrohrchen mit einer
Pasteuer-Pipette unter das Medium geschichtet und langsam mit diesem gemischt.
Anschlief3end wurden die Zellen durch Zentrifugation (400 x g, 5 min, 4° C) zweimal mit
Kulturmedium gewaschen und in Zellkulturflaschen Gberfihrt. In ca 8 Stunden nach dem

Auftauen wurden die Kulturen mikroskopisch kontrolliert und ggf. noch einmal gewaschen.
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2.2.14 Mykoplasmentest

Material
Indikatorzellen: Vero B4 Nierenzellkarzinom von Green Monkey
(DSM: ACC 33), Deutsche Sammlung fur
Mikroorganismen, Braunschweig
Kulturmedium RPMI 1640 mit 10% FCS (v/v)
Adhéarenz-Objekttrager Star Frost; Camon, Wiesbaden
Silikonaufsétze (fur Objekttrager) Flexiperm-Slide (8 Napf); Heraeus, Hanau
4,6-Diamino-2-phenylindol di- Boehringer, Mannheim
hydrochlorid (DAPI)
DAPI-Stamml 6sung 100 pg/ml in PBS (ca. 1 Jahr haltbar,
wenn lichtgeschiitzt und bei 4° C aufbewahrt)
DAPI-Gebrauchl 6sung DAPI-Stammlésung 1 : 100 (v/v) in
Methanol Verdinnt
Ciprobay 200 Wirkstoff Ciprofloxacin (2 mg/ml)
Bayer, Leverkusen
DAPI-Filterkombination BP 365/11, FT 395 und LP 397

Zeiss, Oberkochen
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Mykoplasmen sind zellwandlose Prokaryonten, die als Parasiten auf der Oberflache
eukaryontischer Zellen wachsen. Aufgrund ihrer Flexibilitét und geringen Grof3e (ca. 0,2 pm)
konnen Mykoplasmen durch bakteriendichte Filter treten. Wegen der zahlreichen potentiellen
Kontaminationsquellen und ihrer stérenden Wirkungen auf die Metabolismen der Wirtzellen
(Mc GARRITY et a, 1984: WASSERMAN, 1993) ist der regelméllige Mykoplasmentest
erforderlich.

Mit Hilfe eines DNA-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffes wird neben der zellularen DNA
auch die DNA der Mykoplasmen sichtbar (RUSSEL et al., 1975). Sind die Zellen mit Myko-
plasmen kontaminiert, kénnen diese fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Da bei
runden, zytoplasmaarmen Zellen, wie z. B. Hybridomen, eine sichere Auswertung nicht im-
mer moglich ist, werden adhérent wachsende zytoplasmareiche Zellen als Indikatorzellen
benutzt (PETERS, 1992 b). Dafur wurden die Objekttrager drei Tage in einer Losung aus
Ethanol (26%) und Essigsaure (2%) in Aqua bidest. (v/v) gelegt und mindestens einen Tag in
Aqua bidest. gewassert. Dadurch wurde die Glasoberfléche zellfreundlich gemacht. Die mit
70%igen Ethanol gereinigte Flexipermkammer wurde gewassert, vor Gebrauch getrocknet
und autoklaviert. Diese vorbehandelte Kammer wurde auf einen autoklavierten, getrockneten
Objekttrager aufgesetzt. Es wurden ca. 5 x 10* Indikatorzellen pro Kammer 1 bis 2 Tage
vorkultiviert. Nach der Uberpriifung der Zelldichte wurden 2/3 des Kulturmediums in der
Kammer durch zellfreien Kulturlberstand aus der zu testenden Kultur ausgetauscht und fur
weitere 3 bis 5 Tage kultiviert. Anschlief3end wurde das Medium abgesaugt, die Kammer
einma mit PBS gewaschen und 200 y DAPI-Gebrauchlésung in jede Kammer pipettiert.
Nach 15mindtiger Inkubation bei RT wurde die Flexipermkammer entfernt und der Objekt-
trager in einer mit PBS geflllten Klvette gewaschen. In jedem Einsatz mul3 eine Kammer

ohne Probekulturtiberstand mitgetestet werden. Diese dient as Negativkontrolle.
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Die Auswertung der Indikatorzellen auf dem Objekttréger erfolgte mittels eines Fluores-

zenzmikroskopes.

a) Behandlung mykoplasmeninfizierter Kulturen

Bel einem positiven Testergebnis wurden die infizierten Zellen fir mindestens 3 Wochen mit
dem Antibiotikum ,, Ciprobay 200“ behandelt. Der darin enthaltene Wirkstoff Ciprofloxacin
wurde dem Kulturmedium in einer Konzentration von 10 pg/ml (SCHMITT et al., 1988)
zugefugt. Nach anschlief3ender einwdchiger Kultur der Zellen ohne Antibiotikum wurde der

Test wiederholt und ggf. die Behandlung fortgesetzt.

2.2.15 Antikor per -l sotypisier ung

Material
| sotypisierungskit M ouse monoklonal antibody isotyping Kit;
Amersham, Braunschweig
PBS-Tween 20 PBS mit 0,1% Tween 20 (v/v)

Zur Typisierung der Antikorper wurde ein Isotyp-Bestimmungskit eingesetzt. Dieser ermég-
lichte eine schnelle und sensitive Bestimmung der 1sotypen muriner monoklonaler Antikorper
(IgA, 1IgM, 1gG1, 1gG2a, IgG2b und 1gG3) sowie der leichten Ketten (k und | ). Der Nachweis
basiert auf Teststreifen, die mit dem entsprechenden anti-Isotyp Antikérper aus der Ziege

beschichtet und dementsprechend gekennzeichnet sind.
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Je ein Teststreifen wurde mit 3 ml Kulturiiberstand eines Hybridoms (1 : 10 in PBS-Tween 20
verdunnt) auf einer Drehvorrichtung 15 min bei RT inkubiert. Die Teststreifen wurden dann
mit je 5 ml PBS-Tween 20 zweimal je 5 min bei RT gewaschen. Es folgten die Inkubation mit
3 ml Peroxidase-konjugiertem Kaninchen-anti-Maus Antikorper (1 : 600 in PBS-Tween 20
verdannt) fur 15 min bel RT und zwel weitere Waschschritte (siehe oben).

Zwischenzeitlich wurde als Substrat (a) eine 4-Chloro-1-Naphtol Tablette in 10 ml 5° C kal-
tem Methanol gelost und (b) 50 ml PBS mit einem Tropfen 30%iger H,O, versetzt. Die
Losungen (a) und (b) wurden kurz vor Gebrauch zusammen gemischt und 3 ml dieser
Substratl6sung wurden fur mindestens 15 min bei RT mit dem Teststreifen inkubiert. Nach
Abschluf? der Farbreaktion, sichtbar an dem schwarzen Niederschlag im Abschnitt der Posi-
tivkontrolle, wurden die Teststreifen dreimal mit je 5 ml Aqua bidest. gewaschen und luftget-
rocknet. Der Antikorper-1sotyp konnte dann anhand des Niederschlages in den gekennzeich-

neten Abschnitten abgelesen werden.

2.2.16 Aufreinigung der mAk mittels Protein A-Affinitatschr omatographie

Material
Protein A-Saule Protein A-Sepharose 4 Fast Flow,
Bindungskapazitat: ca. 5 mg muriner
1gG pro ml Matrix; Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Schweden
Waschpuffer (Saulenpuffer) 1,5M Glycin (112,5 g/l),

3,0 M NaCl (175,35 g/l),
in Aqua bidest. PH 8,9 (mit NaOH)
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Elutionspuffer 100 mM Citrat Monohydrat, pH 3,0
Regenerierungspuffer 100 mM Citrat Monohydrat, pH 2,3
Neutralisationspuffer 2M Tris, pH 10
Spritzenvorsatzfilter 0,45 umit Glasfaser-Vorfilter;

Sartorius AG, Gottingen

PD10-Saule Sephadex G-25 M; Pharmacia,
Uppsala, Schweden

Lagerungspuffer PBS mit 0,1% NaN3, Lagerung bei 4° C

Immunglobuline verschiedener Spezies (murin, Human) und unterschiedlicher Isotypen bin-
den mit ihrem Fc-Tell spezifisch an Protein A, einem von Staphilococcus Aureus expre-
mierten Oberflachenprotein. Daher ist die Protein A-Affinitétschromatographie eine geeig-
nete Methode zur sdulenchromatographischen Isolierung der Immunglobuline des Isotyps G
(FORCGREEN & SJOQUIST, 1966). Die Protein A-Saulenchromatographie ermdglicht nach
Herstellerangabe die Aufreinigung aller muriner 1gG Subklassen a's auch von murinem IgA.
Vorbereitet wurde die Protein A-Saule mit 20fachen (20 ml) Equilibrierungspuffer. Der
Kulturtiberstand (200-300 ml) wurde auf eine Endkonzentration von 1,5 M Glycin und 3,0 M
NaCl gebracht, ein pH von 8,9 eingestellt und mit Aqua bidest. auf 500 ml aufgefllt. Damit
die Saule nicht verstopfte, wurde der Kulturiberstand durch einen 0,45 pym Spritzen-
vorsatzfilter mit Glasfaser-Vorfilter filtriert und in einem Ultraschallbad entgast.

Mit einer Flul3geschwindigkeit von 0,5 ml/min wurde der Kulturlberstand dann auf die
Protein A-Saule aufgetragen. Anschlief3end wurde die Saule mit 20fachem Saulenvolumen

Waschpuffer gewaschen.



MATERIALIEN und METHODEN

Zur Elution der Antikorper wurde die Séaule luftblasenfrei an einem UV-Detektor an-
geschlossen, mit dessen Hilfe das Elutionsprofil (Extinktion des Eluates bei 280 nm) aufge-
zeichnet wurde. Nach einem Vorlauf mit Waschpuffer zum Einstellen des Detektors wurden
die Antikdrper mit Elutionspuffer ausgespilt. Das Eluat wurde fraktioniert. Die protein-
haltige Fraktion wurde durch Zugabe von ca. 500 pl kaltgeséttigtem Tris-Puffer neutralisiert.
Die Umpufferung des Eluates erfolgte mittels Gelfilteration. Dazu wurde eine PD 10-Sdule
benutzt. Nach der Equilibrierung der PD 10-Saule mit 25 ml PBS wurden 2,5 ml Eluat auf die
Saule aufgetragen. Nachdem das Eluat in die Matrix eingeschichtet war, wurden die
Antikorper mit 3 ml PBS eluiert. Die Antikorperkonzentration des Eluates wurde durch

Extinktionsmessung bei 280 nm Wellenlange bestimmt (OD 250 nm = 0,12).

Die Regeneration der Protein A-Saule erfolgte durch Waschen mit (A) 10fachem Saulen-
volumen Elutionspuffer, (B) 20fachem Saulenvolumen Regenerationspuffer und (C) 20-

fachem Saulenvolumen Equilibrierungspuffer.

Fur die Lagerung wurde die Protein A-Saule abschlief3end mit 10fachem Saulenvolumen PBS

+ 0,1% NaN3 gespult und bei 4° C aufbewahrt.

2.2.17 Aufreinigung muriner Antikorper mittels Protein G-

Affinitatschr omatogr aphie

Material
Protein G-Saule Protein G-Sepharose High Performance;
Bindungskapazitat: ca 20 mg muriner 19gG

pro ml Matrix,
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Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Waschpuffer 20 mM Na-Phosphat, pH 7,0
Elutionspuffer 0,1 M Glycin-HCl, pH 2,7
Regenerierungspuffer 0,1 M Glycin-HCI, pH 2,0
Neutralisationspuffer 1M Tris, pH 10
Spritzenvorsatzfilter 0,45 umit Glasfaser-Vorfilter;

Sartorius AG, Gottingen

PD10-Saule Sephadex G-25 M; Pharmacia,
Uppsala, Schweden

Lagerungspuffer PBS mit 0,1% NaN3, Lagerung bei 4° C

Das Prinzip dieser Aufreinigungsmethode entspricht der Protein A-Affinitétschromato-
graphie, ebenfalls das Vorgehen. Es existieren alerdings einige Unterschiede beziglich der

Wasch-, Elutions- und Regenerierungspuffer (ACKERSTROM et al., 1985 & 1986).

2.2.18 Aufreinigung muriner Antikorper mittels Sephacryl 300HR-

Saulenchr omatoqgr aphie

M aterial

Saulenmaterial Sephacryl 300HR
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Laufpuffer 200 mM Tris-HCI, pH 7,0

Die Gelfilteration dient zur Auftrennung von Proteinen. Im Gegentell zur Affinitéschromato-
graphie werden die physikalischen Eigenschaften von Proteinen benutzt, die aus einer Misch-
ung zu isolieren sind. Die Ausschlul3chromatographie setzt die Proteingrofie als Kriterium der
Trennung zu Grunde. Dafir werden verschiedene Saulenmaterialien benutzt, die im gequol-
lenen Zustand eine porése Matrix mit einer einheitlichen Porengrofée bilden. Diese Saulen-
materialien bestehen aus unterschiedlich langkettigen Polymeren wie z. B. Polyacrylaten,
Silikaten oder Sephadex, das aus Dextranen, einem Polysaccharid, besteht. Alle diese Mole-
kile sind stark hydratisierte Polymere. Proteine entsprechend ihrer Grof3e in ihrer
Laufgeschwindigkeit verzogert. Die Proteine werden mit abnehmender MolekllgrofRe im

AusschlufRvolumen von der Saule € uiert.

Zur Auftrennung des cat-mAk Doro-1, einem murinen IgA, wurde eine 100 cm lange
Sephacryl 300HR-Saule mit einem Durchmesser von 2 cm verwendet. Diese Matrix kann
Proteingemische > 100 und < 300 kD auftrennen. Die verwendete Saule mit einem Aus-
schlufRvolumen von 36 ml wurde bel 4° C mit ca. 200 ml Gelfiltrationspuffer equilibriert. Ca.
3 ml konzentrierter Kulturtiberstand von Klon Doro-1 wurde auf die Saule aufgetragen. Die
Elution erfolgte mit einer Flul3rate von 12 ml Elutionspuffer pro Stunde. Der Proteingehalt der
Fraktionen wurde photometrisch bei einer Wellenléange von 280 nm gemessen. Durch SDS-
PAGE und anschlieffendes Immunoblotting wurde die Reinheit der aufgetrennten Antikorper

Uberprift.
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2.2.19 Her stellung von antigenbindenden Fragmenten Fa.

M aterial

Fa-Herstellungskit Papain-Agarose-Beads. Pierce

Um das Bindungverhalten des mAks Ing-1 durch die rontgen-kristallographische Analyse
charakterisieren zu konnen, sollte das antigenbindende Fragment (F(ab)?) enzymatisch ge-
spaltet, aufgereinigt und kristallisiert werden.

Pepsin und Papain sind zwel Enzyme, die zur proteolytischen Spaltung des Aks (IgG) ein-
gesetzt werden kdnnnen. Pepsin spaltet einen 1gG unter sauerem pH-Wert zu einem divalen-
ten Fragment, das F(ab’)?> und zu unterschiedlich langen Fragmenten aus dem Fc-Bereich.
Durch proteolytische Spaltung und unter thiolfreien Bedingungen tberfihrt das Enzym Papain
IgG in einen Fc-Abschnitt und zwel monoval ente anti genbindende Fragmenten.

Zur Herstellung von Fab des mAks Ing-1 wurde das auf Agarose immobilisierte Enzym
Papain verwendet. Dafir wurden 6,8 mg aufgereinigter Ak Ing-1 und 0,5 ml 6%iges Papain-
Agarose-Beads in 600 pyl Spaltungspuffer zusammen gemischt und fir 6 h bei 37° C auf
einem Schittler inkubiert, wobel nach 3 h Inkubation 10 pl aus dem Ansatz entnommen und
mittels SDS-PAGE getestet wurden. Da diese Probe noch vollsténdigen Ak beinhaltete, wurde
die Re-aktion auf 6 h verlangert. Nach der Inkubation wurde das immobilisierte Enzym bel
1000 x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Aus dem Uberstand, der neben des
gewunschten Fab noch Fc und eine sehr geringe Menge vollstandige Immun-globuline sowie
niedermolekulare Fragmente beinhaltete, wurden die gewtnschten antigen-bindenden

Fragmente Uber Protein A-Affinitatssdulenchromatographie isoliert.
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Aufreinigung vom Fab

Dafir wurde die Affinitét von Fc zu Protein A benutzt, um die Fab von den Fc-Fragmenten
und intakten Ak zu trennen. Deshalb erschien das Fab im Durchfluf3, wahrend die Fc und
komplete Ak am Protein A binden. Nach der Fab-Aufreinigung wurden die gebundenen Ak-
Fragmente durch Zugabe von 10 ml Elutionspuffer (siehe Protein A) aus der Saule eluiert. Die
Saule wurde dann mit 10fachen Volumen Regenerierungs- und anschlief3end Wasch-puffer
gewaschen und in PBS + 0,1% Na N3 bei 4° C gelagert.

Es wurden 10 pl aus dem aufgereinigten Fab-Probe zur Kontrolle durch SDS-PAGE ent-
nommen und der Rest gegen Aqua bidest. dialysiert und anschlief3end lyophlisiert. Das Lyo-

philisat wurde bei -20° C inkubiert.

2.2.20 Dialyse und Anreicherung von Proteinlésungen

Material
Dialyse-Schlauch Servapor; @ 16 mm, MW cut-off: 10 kD,
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Dialyse-K assette Slide-A-Lyzer 10k; 3-15 ml, MW cut-off: 10 kD,
Pierce; Rockford; IL, USA
Konzentrator-Rohrchen Centriplus; MW cut-off: 100 kD (blau)

Centriplus; MW cut-off: 50 kD (rot)
Millipore GmbH, Eschborn
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Bel der Lagerung der Proteine fur langere Zeit spielt der pH-Wert des Lésungsmittels eine
entscheidende Rolle. Da die Elution unter sauren Bedingungen (pH-Wert um 2,5) erfolgt, sind
dann die mittels Affinitétschromatographie aufgereinigten Immunglobuline besonders
empfindlich. Die Seitenketten der Aminosiuren kdnnen unter saurem pH-Wert der Elutions-
puffer dehydrolysiert werden und infolgedessen andern sie ihre Eigenschaften. Um dies zu
verhindern, wird der pH-Wert des Eluates schon wahrend der Elution durch Zugabe von Tris-
Puffer neutralisiert. Die Umpufferung des Eluates erfolgte durch die unmittelbar anschlief3-
ende Saulenchromatographie (siehe Protein A) oder Dialyse. Da die mAk Ing-1 und cat-mAKk
Doro-1 zur kristallographischen Analyse vorbereitet werden sollten, wurden die Eluate nach
der Aufreinigung gegen Aqua bidest. dialysiert. Daftr wurden Dialysekassetten, -schlduche

und spezielle Konzentratoren verwendet.

a) Dialyseschlduche

Ein ca. 15 cm langer Dialyseschlauch mit einem Ausschluf3volum (cut off) von 10 kD wurde
fur eine Minute mit Aqua bidest. gewéssert. Danach wurden 10 ml Proteinldsung eingefihrt
und Uber Nacht gegen 5 | Aqua bidest. (oder Dialysepuffer) unter sténdigem Umrihren dialy-

siert.

b) Dialyse mit Dialysekassetten

Diese Kassetten wurden fir 2 min in Aqua bidest. gewéassert und anschlief?end mit 12 ml
Proteinldsung mit einer Spritze durch eine vorgesehene Stelle aufgefillt. Die Dialysezeit
betrug 6 h bel RT, wobei ale 2 h der Dialysepuffer (2 1) ausgetauscht wurde. Die Kassetten

sind mehrfach verwendbar, alerdings nur mit gleichen ProteinlGsungen.
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c) Dialyse mit Konzentratoren

Hierfur wurden spezielle Rohrchen verwendet, die mit Filter bestimmten Ausschluf3volumens
vorgesehen sind. Da die Molekulargréf3e eines Antikorpers der Subklassen G und A ca. 150
kD entspricht, wurden die Konzentratoren mit einem AuschluRvolum von 100 kD benutzt.
Die Konzentratoren wurden ebenfalls zum Ankonzentrieren und Dialysieren von Fy,-Frag-
menten verwendet, allerdings mit einem Ausschluvolumen von 50 kD. Es wurden 10 ml
Proben in “ Centriplus’-Roéhrchen gegeben und fir 2 h bei 4° C und 2000 x g zentrifugiert.
Das Endvolumen von ca. 2 ml wurde mit Dialysepuffer (oder Aqua bidest.) wieder auf 10 ml
aufgefullt und in den selben Konzentratoren fur weitere 2 h bei 4° C und 5000 x g zen-

trifugiert. Dieser VVorgang wurde zweimal wiederholt.

2.2.21 Proteinfallung

Material
Trichloressigsaure (TCA) 30 mg in 100 ml Aqua bidest.
Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen
Ammuniumsulfat Merck KgaA, Darmstadt
HCI Merck KgaA, Darmstadt
Aceton Fluka Chemie GmbH, Deisenhofen
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a) Fallung mit TCA

Zur Falung von Proteinen mit Hilfe von Trichloressigséaure (TCA) wurde wie folgt vor-
gegangen:

Die aufgereinigten und gegen Aqua bidest. dialysierten Proben wurden im Volumenverhéltnis
von 1:2 mit 30%iger (w/v) TCA-LOsung gemischt. Nach 30minitiger Zentrifugation bel
14.000 x g wurde der Uberstand quantitativ abgenommen und das Pellet einmal mit 1 ml kal-
tem Aceton resuspendiert und nochmal zentrifugiert. Danach wurde Aceton dekantiert und der

Rest bei RT verdunstet. Das gefédllte Protein wurde bel 4° C gelagert.

b) Ealung mit Ammuniumsulfat

Dafur wurde zu 1 ml Protein-Ldsung 0,516 g Ammuniumsulfat bel 4° C zugegeben. Diese
80%ige Ammuniumsulfatlésung wurde fir 2 h bei 4° C auf einem Schiittler inkubiert und
anschlieRend bei 14.000 x g und 4° C fir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekan-

tiert und das Pellet bei 4° C aufgehoben.

¢) Eallung mit Aceton-HCI

Der 1 ml Proteinlésung wurde eine Lésung von 9 ml -20° C kaltem Aceton und 20 pl 10 n
HCI eingereicht und bei -20° C Uber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz
far 30 min bei 14.000 x g und 4° C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit je 5 ml kalten

Aceton gewaschen und bei 4° C gelagert.
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2.2.22 SDSPAGE
Material
Elektrophorese-Probenpuffer 3,12 ml 1 M Tris-Puffer pH 6,8
(nach Lammli) 1,09 SDS
5,8 g Glycerol (87%)
50,0 mg Bromphenol blau

+/- 2,5 ml b-Mercaptoethanol

ad 12,5 ml Aqua bidest. (4x)
30%iges Acrylamid-Mix 29,0 g Acrylamid (29%)

1,0 g N,N-Bisacrylamid (1%)

ad 100 ml Aqua bidest.

SDS-Ldsung 10%ige (w/v) Stammldsung
Ammoniumpersulfat 10%ige (w/v) Stammldsung
Trenngel puffer (4 fach) 1,5M Tris-Puffer,

pH-Wert mit HCI auf 8,8 einstellen.

Sammel gel puffer (4 fach) 1,0 M Tris-Puffer,
pH-Wert mit HCI auf 6,8 einstellen.

Elektrodenpuffer (10 fach) 0,25 M Tris-L6sung (61 g Tris)
1,9 M Glycin (288 g)
1% SDS (20 g)
ad 2 | Aquabidest.

Blotpuffer 159 Tris
72,59 Glycinin 11 Methanol, ad 4 | Aquabidest.,
pH 8,5
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Proteine erhaten durch die Anlagerung des anionischen Detergens Sodiumdodecylsulfat
(SDS) an die hydrophobe Seitenkette ihrer Aminosauren negative Ladungen und trennen sich
daher im elekterischen Feld fast ausschliefdich nach ihrer relativen Molekilgréfie auf. Durch
Zugabe von reduzierenden Agentien wie b-Mercaptoethanol werden die Disulfidbriicken ge-
spaltet, und durch Zugabe von SDS die Untereinheiten der Proteine aufgetrennt.

Die Gelmatrix besteht aus Acrylamid als aktivierter Monomeren und Bis-Acrylamid als Ver-
netzer. Die Konzentration der aktivierten Monomere bestimmt die Porengrof3e des Gels.
Durch Zugabe des Starters TEMED und des Radikalbilders Ammoniumpersulfat (AP) wird
die Polymerisation gestartet. Die Polymerisation ist eine exotherme Reaktion, die unter

L uftausschluf? erfolgt.

Es wurden Mini- (8,0 cm x 8,6 cm x 0,12 cm) und Midi-Gele (16 cm x 14,5 cm x 0,15 cm)

nach Lammli und Midi-Gradientengel e gegossen.

a) Herstellung eines Gradientengels

Gradientengele eignen sich besonders fur die Auftrennung von nicht definierten Protein-
gemischen. In Abhangigkeit vom steigenden Vernetzungsgrad des Gels werden die Proteine
Uber einen weiteren Molekul argewichtsbereich aufgetrennt, im Gegensatz zu den Gelen nach
Lammli mit konstanter Polyacrylamidkonzentration.

Durch Zugabe von 10 ul TEMED und 3 mg AP per 10 ml entgaster Gellésung wurde die
Polymerisation gestartet. Sofort wurden die Losungen 1 und 2 in einen Gradientenmischer
geflllt und das Gel zwischen protein- und fettfrelen eingespannten Glasplatten der Gel-

kassette gegossen. Dabei entstand ein linearer Gradient, beginnend mit hther konzentrierter
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Gellosung am unteren Gel. Nach dem Einsetzen der Teflonkammer zum Formen der Gel-

taschen polymerisierte das Gel innerhalb von 1 h bei RT.

b) Herstellungder Gelenach LAMMLI

Zum Giessen der Gele nach LAMMLI wurden von den Lésungen 1 und 2 je 5,0 ml fir Mini-
Gele und je 20 ml fur Midi-Gele vorbereitet. Die Proben wurden mit entsprechenden Volu-
men Probenpuffer gemischt und 5 min bel 95° C gekocht.

Zur Bestimmung der Molekulargewichte der Proben wurden farbstoffmarkierte Eichproteine
mit definierten Molekulargewichten von 4 bis 250 kD oder biotinylierte Markerproteine in
einem Molekulargewichtsbereich von 14 bis 97 kD (ECL-Molekulargewichtsmarker) mit auf-
getrent. Das gesammte Probenauftragungsvolumen betrug bei Minigelen 40 Wl und bei Midi-

Gelen 80 .

c) Elektrophorese

Das |uftblasenfrei polymerisierte Gel wurde mit der Gelkassette in die Elektrophoresekammer
eingespannt und die Luftblasen an der Unterseite des Gels entfernt. Nach der Pipettierung der
Proben in die mit Elektrophoresepuffer gespiilten Geltaschen wurde die Elektrophorese mit
einer konstanten Spannung von 250 V durchgefihrt. Um eine gleichméfdige Auftrennung der
Proteine bei den Gelen nach LAMMLI zu gewéhrleisten, wanderten die Proben durch das Sa-
mmelgel bel schwécherer Stromstarke (12 mA/Mini-Gel und 18 mA/Midi-Gel) ein und wur-
den im Trenngel bei 20 bzw. 40 mA aufgetrennt (ca 1 mA/cm®). Die Bromphenolblau-
Banden aus dem Probenpuffer dienten al's Marker fir die Lauffront. Wenn diese Banden ca. 1

cm vor dem Ende des Gel lagen, wurde die Elektrophorese beendet.
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2.2.23 Proteintransfer mittels Elektroblotting

Material
Polyvinyl-Membran (PVDF) Immobilon P (45 pm Porengrofie)
Milipore GmbH, Eschborn
Blot-Zubehor Hoefer Scientific Instruments
San Francisco, USA
Filterpapier Whatman; Schleicher & Schiill, Dassel
Netzgerat Pharmacia, Freiburg
Blotpuffer 15,09 Tris, 72,5 g Glycin, 1| Methanol

Ad 41 Aquabidest., pH 8,5

Da die Proteine nach der Auftrennung durch SDS-PAGE immer noch stark negativ beladen
sind, kdnnen sie in einem elektrischen Feld aus dem Gel auf ein proteinbindendes Tréger-
material transferiert werden, welches anodenwérts vom Gel liegen mufl3 (modifiziert nach
TOWBIN, et a, 1979). So immobilisiert kdnnen die Proteine in einer immunochemischen
Reaktion sichtbar werden. Es gibt zusétzlich die Mdglichkeit, die Proteine bereits im Gel
anzufarben.

Dafir wurde das Gel fur 5 h bei RT in Farbelésung und anschlief?end Uber Nacht in Ent-
farberl6sung inkubiert.

Dazu wurde PVDF-Membran as Trégermaterial verwendet. Die Membran wurde der
GelgrofRe entsprechend zugeschnitten - in 100%igem Methanol fir eine Minute bei RT akti-
viet und in Blotpuffer equilibriert. Zum Blotten wurde eine Blotkassette (Abb. 11)

angefertigt. Alle Komponenten dieser Kassette wurden in einer Schale mit Blotpuffer uft-
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blasenfrei auf einander geschichtet. Der Proteintransfer erfolgte Gber Nacht bei 4° C und einer

Stromstarke von 1 mA/cm? Membran.

Kathode (-)

Kassettengitter

Schwamm

Filterpapier

Gel

PVDF-Membran

Filterpapier

Schwamm

Kassettengitter

Anode (+)

Abbildung 11: Schematischer Aufbau einer Blotkassette.

2.2.24 Anfarbung der Proteine

Material

Coomassie Blau Férbe-L6sung 0,2% (w/v) Coomassie Blau R 250

10% (v/v) Essigsaure + 40% (v/v) Methanol
Entférbel 6sung 20% (v/v) Essigsaure + 70% (v/v) Methanol
Aktivkohle
Amidoschwarz Féarbe-L 6sung 0,1% (w/v) Amidoschwarz

45% (v/v) Methanol

9% (v/v) Essigsaure
Amidoschwarz-Entférber vollentsalztes Wasser
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a) ImGd
Dafir wurde das Gel fir 5 h bel RT in Farbel6sung und anschlief3end Gber Nacht in Entférbe-

|6sung inkubiert.

b) Auf der Membran

Dafir wurde die Membran fir ca. 30 min in Coomassie Blau-Farbel 6sung und danach fir 2 h
in Entfarbel 6sung inkubiert. Die Entfarbel 6sung wurde tber Aktivkohle regeneriert.
Bei Amidoschwarz-Farbung wurde die Membran nur fir 1 min in Férbel6sung inkubiert. Die

Entfarbung erfolgte mit vollentsalztem (ve) Wasser innerhalb von 2 min.

2.2.25 Nachweis der Proteine mittels ECL “enhanced chemieluminiescence”

Material
Blockpuffer PBS +5 %Magermilchpulver (w/v) +
0,1 % Tween 20 (v/v) +
0,02 %Na-N3 (w/v)
Waschpuffer PBS mit 0,1 % Tween 20 (v/v)
Enzym-L6sung Streptavidin-Peroxidase-K omplex
Fa. Amersham, Braunschweig
Best. Nr.: RPN 1231
ECL-Detektionlsungen 1& 2 ECL-Detektionskit

Fa. Amersham, Braunschweig
Best. Nr.: RPN 2106
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Rontgenfilm Hyperfilm-ECL
Fa. Amersham, Braunschweig
Best. Nr.: RPN 2103

Frischhaltefolie

Das ECL-Westernblotting-Verfahren kann entweder direkt Uber einen Peroxidase-konju-
gierten Antikérper oder mit dem Biotin-Streptavidin System Uber ein Streptavidin-Meer-
retich-Peroxidase-Konjugat erfolgen. Des weiteren kann auch ein indirekter Nachweis tber
Peroxidase-konjugierten sek. Antikorper erfolgen. Wegen mehrerer Amplifikationsschritte
ermdglicht das ECL-Verfahren, die Proteine in duferst geringer Menge nachzuweisen, was
sonst nur durch radioaktive Detektion moglich ist. Die Detektion basiert auf der Meerretich-
Peroxidase/H,0,-katalysierten Oxidation von Luminol unter akalischen Bedingungen. Die
oxidierte Substanz emittiert Licht, das auf einem RoOntgenfilm aufgezeichnet wird. Die
Chemielumineszenzereaktion wird durch Agenzien wie Phenol um das 100fache verstérkt.
Nach der Immobilisierung der aufgetrennten Proteine wurden folgende Inkubationsschritte bel
RT unter sténdiger Bewegung auf einem Schiittler durchgefihrt.

Die Membran wurde zuerst fir 2 h in 100 ml Blockpuffer inkubiert und anschlief3end in
Waschpuffer geschwenkt, um die Uberschiissigen Blockpuffer zu entfernen.

Der Peroxidase-konjugierte Kaninchen anti-Maus Antikorper wurde in einer Verdiinnung von
1 : 500 in 40 ml Waschpuffer eingesetzt und die Membran damit fir weitere 2 h bei 37° C
inkubiert. Um unspezifische Signale zu minimieren, wurde die Membran anschlief3end be-
sonders grundlich gewaschen (dreimal fir 10 min mit 100 ml Waschpuffer und viermal je 2
min mit PBS).

Fur die Detektion wurden die ECL-Detektionsldsungen 1 und 2 zu gleichen Teilen in einer

separaten Schale gemischt (0,125 ml/cm? Membranflache). Die gut abgetropfte Membran
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wurde nun exakt fir 1 min darin inkubiert. Die Uberschiissige Detektionslésung wurde
abgetupft, die Membran luftblasenfrel in Frischhaltefolie verpackt und in die Filmkassette
gelegt. In einer Dunkelkammer wurde ein Film auf die proteintragende Seite der Membran
aufgelegt und fir 1 min belichtet. Nach der Entwicklung des Filmes wurden weitere Filme mit
kirzerer bzw. langerer Belichtungszeit exponiert. Der Film wurde nach der Entwicklung
fixiert, gewassert und getrocknet. Die Molekulargewichte der Probe wurden in Relation zum

Molekulargewichtsmarker ermittelt.

2.2.26 Unter suchung zur Kreuzreaktion von mAk Ing-1 und cat-mAk Doro-1

Zur Untersuchung der Kreuzreaktion der beiden Antikorper Ing-1 und Doro-1 wurde die
Reaktivitét der beiden Antikorper mit den folgenden Zellinien getestet: HL-60, THP-1, und
dariber hinaus mit frisch isolierten humanen Monozyten, humanen monozytéren

dendritischen Zellen sowie humanen Makrophagen.

2.2.26.1 Prapar ation der Monozyten

Material
PBS 1 Tablette/ 100 ml bidest. Wasser,
(ohne Magnesium und Calcium);
Fa. Flow Lab., Meckenheim, (D);
Katal. Nr.: 28-103-05
Ficoll-Losung Lymphoprep; Fa. Nycomed,

Odlo, (Nor) Ch. Nr.: 510441
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a) Isolierung mononukledrer L eukozyten des peripharen menschlichen Blutes

(PBMNL)

Die Trennung der mononukledren Leukozyten des peripheren humanen Blutes (PBMNL)
erfolgt durch Dichtegradienten-Zentrifugation (B@Y UM, 1964). Als Trennmedium dient Ly-
mphoprep, ein Gemisch aus hochpolymerer Methylzellulose (Ficoll) und Natrium-Metrizoat
mit einer Dichte von 1,077 g/ml bel 20° C. Die Methylzellulose fuhrt zur Agglutination der
Erythrozyten und unterstiitzt dadurch die Sedimentation der aggregierten Erythrozyten. Die
PBMNL wurden aus Buffy-Coat isoliert. Dieses wurde 1:2 (v/v) mit PBS (RT) verdinnt. Je
30 ml wurden pro 50 ml-Zentrifugenrohrchen auf 15 ml Trennmedium (RT) tberschichtet und
far 20 min mit 800 x g bei RT (ohne Bremse) zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden
sich die Granulozyten und die aggregierten Erythrozyten im Pellet, wahrend die MNL eine
diffuse, weil}e Bande bildeten, die aus den Rohrchen aufgehoben und in zwei 50 ml-
Zentrifugenrohrchen zusammengepoolt wurden. Die MNL wurden mit eis-kaltem PBS/EDTA
auf 50 ml aufgefllt und 10 min bei 500 x g und 4° C zentrifugiert. Dadurch wurden die
isolierten Zellen im Pellet aus dem Trennmedium, welches fir langerer Exposition ist,
getrennt. Danach wurden die MNL durch folgende Waschschritte von konta-miniernden
Thrombozyten frei gewaschen. Dazu wurden die Zellen in 50 ml eiskater PBS/EDTA
resuspendiert und fir 8 min bei 250 x g und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Pellet nochma gewaschen. Dieser Waschschritt wurde 4 bis 5 mal
wiederholt. Die Depletion der Thrombozyten wurde mikroskopisch kontrolliert. War die
Zellsuspension thrombozytenfrei, wurde die Zellzahl mittels einer Neubauer-Zahlkammer

bestimmt.
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b) I solierung der Monozyten von MNL durch Adharenz

Material
RPMI-1640 Fa. Biochrom KG, Berlin, (D):
Best. Nr.: T-121
Waschpuffer: 1:2 (v/iv) RPMI-1640-Medium mit PBS
Petriperm-Schalen Hydrophob-Qualitét,

Fa. In Vitro Systems, Osterode(D)

Die aktive Adhasionsfahigkeit der Monozyten an der Plastikoberflache wird benutzt, um sie
aus T- und B-Lymphozyten zu isolieren. Dieser aktive Prozef3 findet bei Anwesenheit von
Serum im Zellkulturmedium statt.

Dafir wurden 5x10° MNL mit einer Konzentration von 1x10’ Zellen/ml Adhérenz-
Kulturmedium in Petrischalen (10 cm) pipettiert und 45 min im Brutschrank inkubiert. Nach
der mikroskopischen Kontrolle wurden die nicht adhérenten T- und B-Lymphozyten durch
sanftes Waschen mit ca. 50 ml Waschmedium aus der Kultur entfernt. Die Kulturen wurden
nochmal mikroskopisch mittels eines Phasenkontrast-Mikroskopes kontrolliert. Waren noch
viele suspendierte Zellen in Kultur, wurde der Waschschritt wiederholt. Nach dem letzten
Waschvorgang wurden 2 Petrischalen (Monozytenkultur) mit 10 ml kalten PBS/EDTA fir ca.
1h auf Eis inkubiert. Dadurch lésten sich die adhérenten Monozyten von der Oberfléche ab.
Diese wurden aufgesammelt, in ein Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und fir 10 min bei 4° C

und 400 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde fir die FACS-Farbung (siehe 2.2.26) aufgehoben.
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c) Differenzierung der M onozyten zur dendritischen Zellen invitro

Material
CG-Medium ohne Antibiotika, mit BSA,
Transferrin und Lipiden
FaVitromex, Vilshofen, (D); Ch.-B.: 4090145
Zytokine: rh INF-g Fa. PBH, Hannover, (D);

Best. Nr.: IFN-g-50,

rh IL-4; Fa. Genzyme, Riselsheim, (D);
Best. Nr.: B 4996

rh GM-CSF; Fa. Genzyme, Ruselsheim, (D);
Best. Nr.: B 50408

RPMI-1640-Medium + 20% humanes Seruminat)

Zu den nach Methode (2.2.25.1 b) gewonnenen adhérenten Monozyten wurden je 10 ml CG-
Medium/Schale und folgende Zytokine gegeben: IFN-g 50 U/ml; IL-4 100 U/ml und GM-CSF
100 U/ml. Die Zytokinenmixtur (“Triple-Mix”) induziert bel Monozyten die Differen-zierung
Zu monozytéren dendritischen Zellen (PETERS, et al., 1992; KRAMER et al., 1993).

Die Zellen wurden fur 4 bzw. 5 Tage im Brutschrank inkubiert und morphologische Ande-

rungen téglich mikroskopisch beobachtet (Abb.4).

d) Differenzierung der Monozyten zu M akrophagen

Zur Differenzierung der Monozyten zu Makrophagen wurden die adhdrenten Monozyten mit
10 ml RPMI-1640 + 20 % HuS (jnaaiv) fur 10 Tage im Brutschrank inkubiert. In diesen Kul-

turen entwickelten sich die Monozyten zu Makrophagen.
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d) Kultivierung der humanen Per manentlinien

Die Zellen wurden in RPMI1-1640 mit 10% FCS unter normalen Bedingungen inkubiert.

2.2.27 Farbung membranstandiger Antigenefiir die dur chfluRzytometrische Analyse

Material
Kaninchenserum 10% in PBS mit 0,1% Na-N3 (w/v)
Verdinnungs- und Waschpuffer 1% BSA in PBS mit 0,01%
Na-N3 (w/v)
Fluorochrom (FITC)- markierter Fa. DAKO; Best.Nr.: F313
Kaninchen-anti-Maus Antikorper
Fixierungspuffer 1% Formalinin PBS (v/v)
| sotyp-Kontrolle-Antikorper TIB 8: (ATCC: TIB-8), Klon Nr. P3.6.2.8.1
anti HLA-DR mAK (ATCC), Klon Nr. B 8.12.2.
HL-60 ATCC CRL-1964 Klon 15-HL-60
(humane promyel ocytische Leukamie)
THP-1 ATCC TIB-202 (THP-1)

(humane monozytére Leukamie)

Um die Bindungsverhalten der mAk Ing-1 und Doro-1 mit anderen Antigenen und dadurch

ihre Kreuzreaktion zu untersuchen, wurde eine indirekte Markierung der Oberflachen-
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Antigene der Monozyten, monozytéaren dendritische Zellen, Makrophagen, HL-60, THP-1 und
mit jeweils einem der mAKk vorgenommen (ZOLA et al., 1984).

Dafiir wurden 2 - 5x 10° Z/Ak isoliert. Es wurde eine indirekte Isotyp-Kontrolle (nur fiir Ing-
1) und eine positiv-Kontrolle mitgefuhrt. Die Isolierung von monozytaren dendritischen
Zellen und Makrophagen erfolgte durch 1 h Inkubation der Schale mit 10 ml kaltem
PBS/EDTA auf Eis. Dieisolierten Zellen wurden in N&apfen einer 96-Napf Rundboden-Platte
verteilt und mit 100 pl 10%igen Kaninchenserum + 1% NaN3 fur 20 min auf Eis inkubiert.
Das Kaninchenserum blockiert Fc-Rezeptoren und dadurch die Bindung der Ak mit ihren Fc-
Tell an Fc-Rezeptoren, wahrend das NaN3; Cytochromoxidasen in den Mitochondrien inhibiert
und so die Atmungskette blockiert. Dadurch sind die Zellen nicht mehr fahig, die Ak zu
internalisieren oder ihre Antigene abzustof3en. Desweiteren bleibt die Membranstruktur
wahrend der Farbung erhalten. Nach der Inkubation wurde die Platte bei 320 x g und RT fir 2
min in einer Plattenzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-
pellet im Restvolumen resuspendiert. Anschlief3end wurden die Zellen mit 200 Wl Wasch-
puffer/Napf gewaschen. Einem Ansatz, als indirekte Isotypkontrolle nur fir Ing-1, wurde Tib-
8 zugesetzt. Den weiteren Napfen wurden jeweils 100 pl Ing-1 oder Doro-1-Kulturiberstand
zugegeben und fir 45 min auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen (siehe oben)
wurden 50 pl 1 : 50 verdinnter, FITC-konjugierter Kaninchen-anti-Maus Ak zugesetzt und 30
min lichtgeschitzt auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden danach zweimal gewaschen (siehe
oben) und mit 200 Wl/Napf einer 1%igen Formalin/PBS-Losung fixiert. Trotz der Lagerung
bei 4° C sollen fixierte Zellen innerhalb einer Woche in Durchfluf3zytometer gemessen

werden.
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2.2.28 Epitop-Char akterisierung und Kreuzreaktion des mAk Ing-1

M aterial

Dunnschichtchromatographische Platte

Nachwei santikorper Peroxidase konjugierter Kaninchen anti-Maus Ak
Dako; Best. Nr.: P161

Substrat 4-Chloro-1-naphtol und 50 pl 30%ige H,0,

Zur ndheren Charakterisierung des Epitops des a-Tocopherol-Molekils und der Bestimmung
der Kreuzreaktion des mAks Ing-1 mit Molektlen unterschiedlicher Polaritét sollte ein Test-
und Nachweisverfahren entwickelt werden. Dafur sollten zunéchst zu testende unterschied-
lich konfigurierte Molekile auf eine optimale Oberflache immobilisiert werden.
Bei diesem Epitop-Bestimmungstest wurden folgende Substanzen auf einer Dunnschicht
chromatographischen Platte aufgetragen:

Substrate 1-3: Derivate des Chromangeristes von Vit. E,

Substanz 4: Phytol, die Seitenkette des Vit. E,

Substanz 5: das Vit. E,

und schliefdlich Substanz 6 - Biotin, welches ein Doppelring-System darstellt und gleich-

zeitig in anderen Experimenten mit Vit. E verestert worden ist.

Die Substanzen wurden in gleichen Volumina und Konzentrationen auf die Platte aufgeb-

racht. Danach wurde in eéinem Sandwich-Verfahren der Vit. E-spezifische mAK Ing-1 fur 1 h

bei 37° Cinkubiert. Der Nachweis der gebundenen Ak erfolgte durch die Bindung des
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Peroxidase-konjugierten Kaninchen anti-Maus Antikérpers und durch die dunkle Ausfélung

des Substrates 4-Chloro-1-naphtol und H,O,.

2.2.29 Berechnunq der Dissoziationskonstanten (K p) des mAks|Ing-1

Die Dissoziationskonstante (Kp) wird nach der Gleichung 1 gerechnet:

Gleichung1) —— = Ka= A9 _ [AgAK]
Ko [AQ][AK] [Ag]([Ag]o- [AgAK])

Wobei

[AK] = frei Antikorperkonzentration,

[Ag] = frel Antigenkonzentration,

[AK]o = gesamte Antikorperkonzentration,

[Ag]o = gesamte Antigenkonzentration.

Kp = die Dissoziationskonstante und

K, = die Assoziationskonstante

darstellen.

Wenn:

A = Absorbanz des Antigen-Antikodrper-Komplexes durch Peroxidase gekoppelten Sekundar-
antikorper,

Ao = Absorbanz des inkubierten Antikorpers Ing-1 durch Peroxidase-gekoppelten Sekundar-

antikorper,
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b = [AgAK] gebundene Antikdrperkonzentration von Ing-1,

f = [AK] frele Antikorperkonzentration (Konzentration der nicht gebundenen und wieder re-
suspendierten Ak) von Ing-1, und

[Ag] = frei Antigenkonzentration

darstellen, dann gilt die Gleichung 2:

b _A
[AKlo Ao

U b:Q[Ak]o Gleichung 2

Diese Gleichung 2 zeigt, dal3 die Konzentration von gebundenen Antikorper Ing-1 (b) so wie
die Gesamtmenge des Antikorpers Ing-1 ([Ab]g) mit ihren gemessenen Absorbazwerten (Ag)
proportional korrespondieren.

Wird die [AgAK] durch den Ausdruck b substituiert, dann wird die Assoziationskonstante nach
der Gleichung 3 errechnet:

Gleichung 3 zur Berechnung der Assoziationskonstante:

b 0 ? = Ka[ Ag]o- Kab Gleichung 3

Ka=———M
f([Ag]o- b)

Wenn die Werte in der Gleichung 3 durch die in der Gleichung 1 substituiert werden, dann

gilt die Gleichung 4 bzw., nach der Vereinfachung, die Gleichung 5

A[Ak]o A[Ak]o
b Ka=- i A0 i Ao n Gleichung 4
i (il (i
AkJo - AkJoyi[ Ag]o- Ak]o AkJo - Ak]o
{[Ao-  [Aogl[Aglo-  [AKey (Ao~ 1A
0 Ko Aglo- Ka&o[AKJo? Gleichung 5
eAo a
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Wird die Gleichung 5 kalkuliert, dann

_ [AK]o
Ka =
Ao 2 A
K[AK]O[AQ]O- [ Ak]o[ Ag]o +[ Ak]o +%[AK]O[A9]0

-1 .
Ka = UL Aglo- [Aglo+[ Ao+~ [Aglo? é

Trégt man b/f aus der Gleichung 3, so erhdlt man die Steigung —K,. Da Kp dem reziproken
Wert von K, entspricht, erhdlt man so den Wert der Dissoziationskonstanten.

Die Lineare Regresion wird wie folgt berechnet:

Vi = A+myg
A=y- mx
N 5 2
a (a- x)(yi- y) a (v - (A+Bx)
m=-— b st=\-1 5
a (x- x)°
K1
[AdI+AK] +———> [AGAK
-1

Die Dissoziationskonstante Kp wurde aus der Steigung des Scatchard-Plots (Abb. 31b)

errechnet.
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[l Erqgebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten monoklonaler Ak mit katalytischen Aktivitéten zur enantio-
selektiven Synthesen von Vit. E und monoklonaler Ak, die gegen natirliches Vit. E gerichtet
sind, hergestellt und charakterisiert werden.

Die in dieser Arbeit verwendeten chemischen Verbindungen sind von Herren Dr. J.
GORLITZER und Dr. J. SEIBEL am Institut fir Organische Chemie der Universitét

Goattingen synthetisiert, aufgereinigt und charakterisiert worden (SEIBEL, 2000).

3.1 Immunisier ung, Fusion und Screening

Die Immunisierung wurde wie in 2.2.1. beschrieben, sowohl mit KLH-Hapten-Komplex und
TiterMax, as auch mit Hapten allein unter Zusatz von P3CSK4 als Adjuvans, durchgefihrt.
Die Milzzellen der erfolgreich immunisierten Mause wurden mit Mylomzellen zur Fusion
gebracht.

Es wurden 9/10 der Fusionate kryokonserviert und 1/10 mit einer plating efficiency von 3 10
% ausplattiert. Zur Selektion der relevanten Hybridome wurden 1074 vereinzelte Klone einem
Spezifitatstest unterzogen. Um Ak gegen das in der Immunisierung als Carrier benutzte KLH
auszuschlief3en, wurde im Test Hapten-BSA-Konjugat eingesetzt (Abb. 12). Im Spezifitatstest
(siehe Screening), basierend auf ELISA (Abb.13), zeigten 235 Klone Affinitat zum Hapten

(Tab. 5).
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C KLH-Maemid

ot

Hapten-KLH-Komplex

Abbildung 12: Die Konjugation des Haptens mit vor aktiviertem KLH-Maleimid.

H202 + ABTS

H202 + 1/2 O2 + ABTS 460-495
% \4— Peroxidase konjugierter Kaninchen anti Maus Ig AK

<« Monoklonaler Maus anti Hapten AK

I Hapten
/ \

BSA

Abbildung 13: EL|SA-Spezifitatstest. Selektiert wurden die Ak, die gegen das Hapten

gerichtet waren.
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Tabelleb: Die Ausbeute von Klonen nach der Immunisierung
Immunisierung mit Immunisierung mit
Hapten-KLH-Komplex und | Hapten (ohne Tréager-Protein)
TiterMax-Adjuvans und Lipopeptid-Adjuvans
P3CSK4
Zahl der Tiere & 4 2 2"
% desMaterials 25 10 5 5
weiter ver ar beitet
Zahl der isolierten 642 300 90 32
Klone
Zahl der Hapten- 123 87 27 8
spezifischen Klone
% Hapten 19 29 30 25
spezifischer Klone
Zahl der Klone mit 7 nb nb nb
katalytischen Ak

*) Zwei Tieren starben wahrend der Immunisierung. **) Die Fusionierung erfolgte kurz vor dem Tod.

nb) Nicht bearbeitet.

32CAT-ELISA

Um die katalytische Aktivitét der Ak, die affin zum Hapten sind, testen zu kénnen, wurde ein

neuer Test auf katalytische Aktivitét in Anlehnung an das Verfahren des ELISA, ein sog. cat-

ELISA, entwickelt (Abb. 14).

L ——

Substrat

katalytlscher
Antlkor er

Produkt

/jo

Kaninchen anti Maus

Antikorper

Abbildung 14: Aufbau einescat-ELISA.
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Es wurden 118 Klone (M2 & M8) auf katalytische Aktivitét getestet. Davon zeigten 7 Ak
starke Signale, die auf eine eindeutige katalytische Aktivitét zurickzufthren sind, wahrend 19
weitere Klone ein sehr schwaches Signal vermittelten. Mittels Dnnschichtchromato-graphie
(Abb. 15) und HPLC (Abb. 16 a & b) wurde die Transformation der Verbindung 1 zur

Verbindung 2 (Abb. 10 & 17) zuerst getestet und dann analysiert (Tab. 6).

Abbildung 15: Die dunschichtchromatographische Auftragung nach der Katalyse.

1) & 4) Die Probe aus der katalytischen Reaktion mit dem mAk M2-47 (Doro-1),
2) & 7) Das enantiomerenreine Zyklisierungsprodukt,

3) Die Prabe aus der Reaktion mit dem mAk M2-46,

5) Die Prabe aus der Reaktion mit dem mAk M2-90,

6) Die Probe aus der Reaktion mit dem mAk M2-47 (Doro-1),

8) Die Probe aus der Reaktion mit dem mAk M8-153 (Ing-1),

9) Die Probe aus der Reaktion mit dem mAk M2-92.

Die Bande a ist das Oxidationsprodukt, b das zyklisierte Produkt und ¢ das nicht
transformierte Edukt.

Aus 6 getesteten Ak flhrte Ak (M2-47) zu einer Umsatzrate von 5% und einer Enantiomeren-
reinheit von 42% ee. Dieser Ak und das Hybridom, das ihn produziert, wurden als Doro-1 be-

zeichnet.
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Abbildung 16: HPL C-Spektrum der Transformation von 1 zu 2 katalysiert
durch cat mAKk Doro-1.
a) Das Spektrum der Probereaktion mit catmAk Doro-1 und

b) die Referenz des racemischen Produktes.

Me
Doro-1, MeOH, 50 °C, 3d M€

OH X 5 %, 42% ee

1 OH

Abbildung 17: Das eingesetzte Substrat 1 im cat EL|SA sowie das Produkt 2 nach der

Transfor mation.
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Tabelle6: HPL C-bezogene Profilanalyse der Transformation mit mAk Doro-1

Peak Nr*. Ret. Zeit (min) Rel. Ar. (%)
Substrat 5 21.93:5 95
3 X
> 8
>~ 5 (R) 2 7 41.12:7 29
U o
Q 5
|C')—\ 3 92 8 47.22:8 71
- (R) 2 2 41.60:2 50
3
Q 92 3 47.40:3 50
N

*) Die nicht relevanten Peaks, wie Nr. 6 in Reaktionsmessung mit einer Ret. Zeit um 33.57:6, nicht
beriicksichtigt.

3.3 Vitamin E-bindender mAk Ing-1

Nach der Uberprifung der katalytischen Aktivitat wurden die Ak, die keine Aktivitat auf-
wiesen, jedoch im Spezifitdtstest gegen das Hapten gerichtet waren, wegen des gleichen
Chromangerusts (Abb. 18) auf Affinitdt zum natirlichen Vitamin E getestet (Abb. 19).

2R4'R,8'R-(a)-Tocopherol

/\S/\/OV\SH

Hapten

Abbildung 18: Das homologe Chromanger tist in Vit. E und Hapten.
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Hierfir wurde ein Verfahren entwickelt (Abb.19), das in der Lage ist, erstmals Vit. E mit
immunologischer Methodik nachzuweisen (Abb. 24). Der anti Vit. E-Ak (M8-153) wurde zur
Optimierung des qualitativen und quantitativen Nachweises vom Vitamin E eingesetzt; der

M8-153 Ak und der Klon, aus dem er stammte, wurde als Ing-1 bezeichnet.

O @ Farbreaktion mit ABTS

I
Peroxidase konjugierter
Kaninchen anti Maus
Antikorper
Antikorper Ing-1
i
Unbekannte Substanz Adsorptionsmaterial
(BSA, Kan. Serum,
MMP oder UHU)
2 Vitamin E

Ve
S )

P

Abbildung 19: Schematische Dar stellung zum Nachweis von immobilisiertem Vit.E.

3.4 Antikorper produktion der Hybridome

Nach der zweimaligen Reklonierung und Adaption der Hybridome Doro-1 und Ing-1 auf
»hormale’ Kulturbedingungen (siehe 2.2.9) wurden von beiden Klonen Kulturlberstande
gewonnen. Hybridome, die in Zellkulturflaschen oder Petrischalen kultiviert werden, produ-
zieren 10 - 50 pg Immunglobuline pro ml Kulturiberstand (PETERS & BAUMGARTEN,
1990). Die auf Petrischalen ( hydrophob) adaptierten Doro-1 und Ing-1 Hybridome zeigten
eine Produktivitdt zwischen 20 - 40 pg/ml (Tab.7).
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Tabelle 7: Die Antikor perkonzentration aus stationaren Kulturen und Minibioreaktoren

Klon Doro-1 Ing-1 M2-46 M2-92

Antikorperkonzentration
in KU aus hydrophoben 30** 50** 10* 40*
Petrischalen (ug/ml)

Antikodrperkonzentration
in KU aus 400 500 | - | -
Minibioreaktoren (ug/ml)

*[**) Mittelwert von 4 / 9Messungen aus unterschiedlichen Kulturiiberstanden.
KU = Kulturiiberstand

Da die Hybridome in grof3en Petrischalen stationar kultiviert wurden, wurden ausreichende
Mengen an Immunglobulinen gewonnen.

Unter Verwendung eines Minibioreaktors (siehe 2.2.11.1) wurde die Ak-Produktion bzw. Ak-
Konzentration bis auf ca. 500 pg/ml erhoht (Tab.7).

3.5 Mykoplasmentest

Durch den Mykoplasmentest der Hybridome Doro-1 und Ing-1 wurde festgestellt, dal3 die
Kulturen beider Hybridome mykoplasmenfrel waren. Dieses Testergebnis wurde von der
»Deutschen Sammlung von Zellen und Mikroorganismen® (DSZM) im Rahmen des Patent-
verfahrens bestétigt.

3.6 I sotyp-Bestimmung

Die Bestimmung der Klasse und Subklasse eines Antikorpers dient der Auswahl der
Aufreinigungsmethode sowie der Optimierung des Testsverfahrens. Der Isotyp der Ak Doro-1
und Ing-1 wurde mit den Kulturtibersténden beider Klone durchgefihrt. Der kat-mAk Doro-1
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konnte dem Isotyp IgA und Ing-1 dem Isotyp 1gG2a zugeordnet werden. Die leichten Ketten

beider Ak wurden ask identifiziert.

3.7 Antikor per-Aufreinigung

Der mAK Ing-1 (1gG2a) wurde Uber Protein A- und Protein G-Affinitdtschromatographie
aufgereinigt (Abb.20 a & b). Aus ca. 300 ml serumhaltigem Kulturlberstand wurden tber 9

mg Ak aufgereinigt. Dies entsprach 75% der Gesamtimmunglobulinmenge.

a) b)

| cL
] J\\
JH

Abbildung 20: Das Spektrum bei der Elution der Ak Uber Affinitatschromatographie aus
a) Protein A-und b) Protein G-Saule.
A) Zugabe von Waschpuffer; B) Zugabe von Elutionspuffer und C) Zugabe von

Waschpuffer. Die BC-Fraktion wurde weiter bearbeitet.

Die Reinheit des mAks Ing-1 wurde nach der Umpufferung mittels SDS-PAGE bestimmt.
Abbildung 21 zeigt die elektrophoretische Auftrennung des mAks Ing-1. Die Auftrennung
erfolgte unter reduzierenden und nichtreduzierenden Bedingungen und zeigte, dal3 die Auf-
reinigung des mAKks Ing-1 Uber Protein A- und Protein G-Affinitdtschromatographie erfolg-

reich und ohne verunreinigende Proteine abgeschl ossen werden konnte.
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— P 205KD
1
94
—» 67

—» 45

.| —» 20

Abbildung 21: Auftrennung der gereinigten mAk durch SDS-PAGE
a) Nicht-reduzierende-Bedingung; 1 = Protein Marker, 2, 3, 4, 5und 6 = 1gG
b) Reduzierende Bedingung; 1, 2, 3 und 4 = 1gG unterschiedlicher Konzentrationen,

5 = Protein-Marker.

3.7.1 Antikor peraufreinigung mittels Sephacryl 300 HR

Der cat-mAk Doro-1 wurde mittels Saulenchromatographie mit Sephacryl-300 HR aufge-
reinigt. Aus 30 ml serumhaltigem Kulturtiberstand wurden nach der Ankonzentrierung ca. 5
ml zur Aufreinigung gewonnen. Die Antikorperkonzentration des Eluates wurde photomet-
risch bestimmt (Abb.22). Die IgA-haltigen Fraktionen wurden vereinigt und wieder ankon-
zentriert. Es wurden insgesamt 1,2 mg IgA gewonnen; dies entsprach einer Ausbeute von ca.
70%.

0,6 A

A

[

03 /o

0 /A

o1 e \

0 '\“O/'/Y S W—N_H

1 2 3 456 7 8 91011121314 151617 1819 2021 22 23 24

Fraktion
Abbildung 22: Der 1gA-Gehalt der Fraktionen von der Sephacryl 300 HR-Saule.

OD 285 nm
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3.8 Untersuchung der katalytischen Aktivitat des monoklonalen Antikorpers Doro-1 zur
Bildung von Vit. E aus 3,5.6-Trimethyl-2-Phytylhydrochinon

Nach der Entwicklung des cat-ELISA wurde die katalytische Aktivitaét des monoklonalen
Antikorpers Doro-1 an 3,5,6-Trimethyl-2-Phytylhydrochinon untersucht (PhytylTMH) (Abb.
23). Diese Substanz gilt as unmittelbare Vorstufe von Vit. E. Da diese Substanz sehr leicht
oxidiert wird, wurde die Reaktion unter Sauerstoff- bzw. Luftausschluf® von Herrn Dr. J.

SEIBEL am Institut fir Organische Chemie der Universitét Gottingen durchgefihrt.

HO

3,5,6-Trimethyl-2-Phytylhydrochinon

Doro-1, 1.15%
MeOH, RT

Abbildung 23: Die Synthese des Vit. E aus 3,5,6-Trimethyl-2-phytylhydr ochinon, eine
unmittelbare Vit. E-Vorstufe, durch katalytische Aktivitat des cat mAks
Doro-1.

Als Negativ-Kontrolle wurde in einem Parallelansatz der cat-mAk Doro-1 durch den Vit. E-

bindenden Antikorper Ing-1 ersetzt, um die spontane Reaktion durch die Wirkung eines irre-

levanten Maus-Antikorpers zu analysieren (Tab. 8).
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Tabelle8: Umsetzung von Phytyl TMH mit den mAK Doro-1 und Ing-1
Umsatz [%]
T[h,’] cat-mAk Doro-1 mAK Ing-1
27 0,1 0
2,43 0,7 0
4,25 0,8 0
18,52 11 0
23 1,2 0

Die Reaktion erfolgte bel RT.

3.9 Untersuchung des optimierten Vit. E-EL I SA

Dieser Antikorper wurde benutzt, um ein Testsystem zum qualitativen und quantitativen

Nachweis von Vitamin E zu entwickeln. Zu diesem Zweck wurden BSA, Kaninchenserum

und Magermilchpulver als blockierende Substanzen getestet, um dadurch die Messgenauig-

keit zu erhdhen. Das Vit. E wurde in zwel verschiedenen Konzentrationen verwendet. Zum

parallelen Einsatz wurde versucht, das Vit. E auf der festen Oberflache physikalisch zu

immobilisieren. Der Test basiert auf ELISA-Technik und konnte daher in einem Platten-

EL1SA-Reader ausgewertet werden.

Unter den getesteten Substanzen, die gewdhnlich zur Blockierung verwendet werden, hat

BSA eine optimale Wirkung gezeigt, wodurch die Empfindlichkeit der Messung wesentlich

verbessert wurde (Abb. 24a). Das Verfahren wurde in weiteren Tests so verfeinert, dal? das

Vit. E schon in einer Konzentzration von 1 pg/ml (= 250 p mol) nachgewiesen wurde (Abb.

24b).
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Abbildung 24: Optimierung des Nachweissystems zur quantitativen M essung von

Vit. E (Abb. 19).

82




ERGEBNISSE

Der Vergleich zwischen den Substanzen, die in bestimmten Konzentrationen

a) asBlockpufferim ELISA verwendet werden.

b) Die Optimierung des Vit. E-ELISA durch unterschiedliche Beschichtungen.

*) Als Nachweis-Ak wurde ein Peroxidase-konjugierter Kaninchen anti Maus-
Antikorper verwendet.

Neg. K. = Negativkontrolle

3.10 Nachweis von Vitamin E im Biotin-Streptavidin-System

Um die Bindung von mAKk Ing-1 an Vitamin E analysieren zu konnen, wurde ein neues
Nachweisverfahren entwickelt. Es wurde versucht, durch Biotinylierung von Vit. E das Bio-
tin-Streptavidin-System zu verwenden. Dazu wurde der Vit. E-Biotin-Ester (Abb. 25) syn-
thetisiert. Die Synthese dieses Makromolekiils, das aus den zwei Vitaminen E und H besteht,
wurde von Herrn Dr. J. SEIBEL am Institut fir Organische Chemie der Universitét Gottingen

durchgefihrt.

o  Biotin i a-Tocopherol

Abbildung 25: Biotin-Vit. E-Ester, ein neuartiges Molekul aus zwei Vitaminen.

Diese neu hergestellte Verbindung ermoglicht, den Vit. E-Biotin-Komplex auf einer mit
Streptavidin beschichtete Oberflache zu immobilisieren (Abb.26) und dadurch die Affinitét

des mAks Ing-1 zu untersuchen.
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Farbreaktion mit ABTS
O @

&
Peroxidase konjugierter

Kaninchen anti Maus
Antikorper

Antikorper Ing-1
unbekannte Substanz
Biotin
/Vltamln E /

<
X X

Abbildung 26: Durch biotinyliertes Vit. E wurde es méglich, das Biotin-Streptavidin-

System zu benutzen, um das Vit. E quantitativ zu erfassen. Auf3erdem wurde
die Wasserlodlichkeit des Biotin-Vit. E Esters nach der Bindung an

Streptavidin wesentlich erhoht.

Der Vit. E-Biotin-Ester wurde in diesem Nachweisverfahren, welches auf der ELISA-Technik

basiert, bis zu einer Konzentration von 2 ng/ml (= 304 fmol) detektiert.

3.11 Kristallogr aphische Strukturanalyse des Substrates, des Biotin-Vit. E-Esters

und des antigenbindnder s Fragment (Fab) von Ing-1

Die rontgenkristallographische Analyse des Vit. E-Biotin-Esters (Abb. 27a) und des
Substrates (Abb. 27b) sollte die genaue Molekularstruktur dieser Verbindungen ent-
schlisseln.

Abbildung 27: a) Berechnete Struktur desBiotin-Vit. E-Esters.
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b) Diekristallographische Strukturanalyse des Substr ates.

Diese Daten vervollstandigen die **C- und *H-NMR-Analysen. Dariiber hinaus sollen diese
Daten in Kombinationen mit Ak und Ak-Fragmenten von Ing-1 und Doro-1 dazu beitragen,
die funktionellen Aminosduren hypervariabler Regionen der antigenbindenden Fragmente
determinieren zu konnen.

Die Messung der Fab-Kristalle vom mAK Ing-1 (Abb.28 a, b &c) und vom cat mAk Doro-1
sowie des Vit. E-Biotin-Esters sind noch nicht abgeschlossen. Die Messung und Réntgen-
analyse erfolgt durch Herrn P. MULLER in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G. M.
SHELDRICK am Institut fir Anorganische Chemie der Univ. Gottingen.

Abbildung 28: a) Die Fab-Kristalle bel polarisiertem Licht. Die einheitlich dunklen oder
hellen Strukturen sind die Einzellkristalle (

=1mm).
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b) Diekristallisierenden Fab vom mAKk Ing-1innerhalb von 5 Minuten
( ——— =1mm). (Digitale Zeitaufnahme mit 50 s Zeitinterval in Phasenkontrast-
Mikroskop).
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¢) Dietypischen Kristalle von aufgereinigtem Fab desmAksing-1in
Phasenkontrast- Mikroskop ( =0,25 mm).

3.12 L okalisation des Epitops vom mAk Ing-1 innerhalb des Vit. E-Moleklils

Zur Epitopbestimmung des mAks Ing-1 innerhalb des Vit. E-Molekils wurden Derivate von
Vit. E bzw. Vit. E-Anaoga getestet (Abb. 29a). Der Test wurde durch Immunostaining auf
einer dinnschichtchromatographischen Platte durchgefihrt (Siehe 2.2.27). Die Verbindungen
1, 2 und 3 bestehen hauptséchlich aus Chromanringsystemen und unterscheiden sich ledig-lich
durch ihre Seitenkette. Die Substanz 4 ist das enantiomerenreine Phytol (die Seitenkette von
Vit. E), wéhrend die Substanz 5 das natUrliche Vit. E darstellt. Als eine irrelevante Ver-
bindung mit einem Doppelringsystem wurde das Biotin (Substanz 6) mitgetestet. Diese Ver-
bindung ist gleichzeitig eine Negativkontrolle fir das Vit. E-Biotin-Nach-weisverfahren.

Der Test zeigt, dal’3 das Chromangeriist des Vit. E die Bindungsstelle des mAks Ing-1 ist und
jede kleine Anderung der Schutzgruppe bzw. Seitenkette die Bindung des Antikorpers
beeintréchtigt (Abb.29b).
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Abbildung 29: Epitop-Bestimmung zur Char akterisierung des mAksIng-1.
a) Die Strukturformeln von Vit. E-Analoga (1 - 3), Phytol (4),
natirlisches Vit. E (5) und Biotin (6).
b) Die Ausfélung des Substrates 4-Chloro-1-naphthaol auf der Diinschicht-
Platte nach der Reaktion mit Peroxidase-konjugierten Kaninchen anti

Maus-Ak (Matherialien und Methoden).

3.13 Nachweis von natiirlichem a-T ocopherol mittels einer hydr ophoben Oberflache

Zur Verbesserung des Vit. E-Nachweisverfahrens wurde ein neues Detektionssystem

entwickelt, um das Vit. E auf einer hydrophoben Oberflache so nachzuweisen, wie esin der
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Natur vorkommt. Zum Lokalisieren des Vit. E sollte daher einer Art Oberflache konstruieren
werden, die so dhnlich wie eine Membran aus hydrophoben Molekilen besteht. Hierflr wurde
die Glasoberflache eines Objekttragers zundchst mit Saure (10 % H,SO4 in Aqua bidest. (v/v)
Uber Nacht) und danach mit Dodecyltrichlorsilan behandelt. Durch das Séurebad entstehen
viele OH-Gruppen, an die das Silanderivat bindet (Abb.30a).

e
. N R A A
PHPH HEHPHPH PHPHPH LoPooP PP PP
unbeschichtete Glasplatte silanvsierte Gasplatte

Abbildung 30: a) Die mit Sure behandelte Glasober flache prasentiert OH-Gruppen, die mit
Dodecyltrichlorsilan reagieren und eine hydrophobe Ober flache

entwickeln.

Durch diese Reaktion entsteht eine hydrophobe Glasoberflache und das Vit. E lokalisiert sich
mit seiner langen ebenso hydrophoben Seitenkette so zwischen den Kohlenwasserstoffen, wie

siein einer biologischen Membran ausgerichtet sind (Abb.30Db).
H

N\

S

AN
RPP70?2 909290 ¢

3L 54 AN

b) Die Lokalisation des Vit. E so, wie esin der Natur in der Membran vorkommt
(Abb. 3a).
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Zur Optimierung dieser Technik wurde in Anlehnung an des ELISA das Glas durch eine
ELISA-Platte ersetzt. Dadurch konnte die Bindung des mAks Ing-1 an Vit. E in einem Plat-
tenphotometer quantitativ erfalst werden. Das Vit. E wurde durch Inkubation von mAk Ing-1
bis zu einer Konzentration von 10 pg/ml ( = 23 uM) nachgewiesen. Nach dem Test wurde das
Vit. E auf der Oberflache der Mikrotiterplatte mittels massenspektrometrischer Unter-

suchungen nachgewiesen.

3.14 Berechnung der Dissoziationskonstante des mAks Ing-1 mittel EL1SA

Durch die Silanisierung der ELISA-Platte wurde die Effizienz der Messungen so optimiert,
dal? diese Methode zur Bestimmung der Dissoziationskonstante (Kp) der Bindung zwischen
Ag (Vit. E) und dem Ak Ing-1 verwendet wurde. Die zur Bestimmung der Kp bendtigte
Berechnung wurde von Herrn Dr. J. SEIBEL entwickelt (Siehe 2.2.27). Durch die 4malige
Wiederholung der Doppel-Ansdtze wurde eine Eichkurve zur Kp-Bestimmung errechnet

(Abb. 31 a).

1,4 4

1,2 1 b

0,2

0 50 I l(I)O I 1I50 I 2(I)0 I ZéO I 3(IJO I 3I50
Antikérper Ing-1 [nM]

Abbildung 31: a) Titration der Antikorperkonzentration Ing-1 zur Bestimmung der
Affinitatskonstante an Vit.E. Diese M ef3wer ten wurden aus den M efdungen
abgeleitet, diein Abb. 32 dargestellt sind. Die Standar dkurve wurde vom
Programm ,, Soft Pro* errechnet. Das Programm ist das Standar dsoftwear

des EL | SA- Readers.
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Fur die Berechnung der Dissoziationskonstante (Kp) wurde eine Konzentration des aufgerei-
nigten mAK Ing-1 von 10 uM zugrunde gelegt (durchschnittlich MW eines 1gG: 1 M = 1,5 x
10° g/l). Die Assoziationskonstante (K ) wird nach der Gleichung 1 errechnet:

[KAz b/f:KAxf:b] o)

Wobei: b fur die Konzentration der gebunden mAk Ing-1 und f fir die Konzentration der
frelen mAKk Ing-1 stehen. Die Konzentration der freien mAK Ing-1 besteht aus [Ak]o (die
Konzentration der nicht gebunden mAk Ing-1) und der Konzentration der resuspendierten
mAK Ing-1 (Materil und Methoden 2.2.28 die Gleichung 3).

Aus der Auftragung der Werte b/f gegen die spezifische Bindung (Ak-Konzentration) im
Scatchard Plot erhielten die Punkte durch lineare Regression (Abb. 31 b) folgende Graden-

funktion:

>

(m = Gradensteigung; b = Schnittszelle mit der Ordinate).

Der absolute Steigungswert entspricht der Assoziationskonstanten (Ka):

0

Die Dissoziationskonstante Kp leitet sich von der K, ab:

Aus (3) und (4) wird (5) abgeleitet:

[{-m =1/Kpoderm= KD'l}] ()

Aus den acht verschiedenen Messungen wurde als Mittelwert eine Dissoziationskonstante
(Kp) von 6,72 + 2,10 x 10° M berechnet.

91



ERGEBNISSE

bound/free
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b) Dielineare Funktion (errechnet im Programm , Origin 5.0“) der gemessene

Werte. Die Steigung wird nach der Gleichung (2) kalkuliert (Abb. 31c).
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c) Die semi-Log Auftragung der Standardkurve, errechnet in ,, Soft Pro*

Programm.
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3.15 Untersuchung zur Kreuzreaktion der mAk Doro-1 und Ing-1

Um die mAk Doro-1 und Ing-1 weiter zu charakterisieren, wurden die Untersuchungen zur
Bestimmung der Kreuzreaktion mit irrelevanten Strukturen mittels durchfluf3zytometrischer
Anayse und zytochemischen Farbungen an humanen Zellen: Monozyten und monozytaren
Dendritischen Zellen sowie akute monozytaren Leukdmie-Zellen THP-1 und HL-60 durch-
gefuhrt. Sowohl die FACS-Messungen als auch die zytochemischen Farbungen zeigten
keinerlel Aktivitét von mAKk Doro-1 und Ing-1 an untersuchten Zellen (nicht gezeigt).
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IV  Diskusson

4.1 Das Hapten und seine Eigenschaften

Zur Generierung der monoklonaden Antikérper mit kataytischer Aktivitéd werden in der Re-
gd die Vebindungen as Haptene zur Immuniserung verwendet, die dem Ubergangszustand
der gewilnschten Transformation entsprechen(BLACKBORN et a., 1989; LERNER, BEN-
KOVIC & SCHULTZ, 1991; TINGYU ¢ d., 1994). Diese Verbindungen bzw. ihre Analog-
en reprasentieren das energetische Niveau des Ubergangzustandes TS (Abb. 32 a &b), wo-

durch der Ablauf der Reaktion zur Herstellung des Produktes positiv beainfluf wird.

TS= Ubergangszustand

TSeat

mAk + P mAk*P mAKk + P
Abbildung 32: Die Energiezustande eines Substrates wahrend einer

Reaktion mit und ohne katalytischen Ak. Auf der Ordinateist mit G die
Gibbs-Energie und auf der Abszisse der Reaktionsverlauf aufgetragen.

(Modifiziert nach Burton, 1989)
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a) DieEnergiezustande eines Substratesin einer nicht katalytischen
Reakton; Die Aktivierungsener gie(DG* ) zur Entstehung des
Uber gangzustandes eines Substratesim Verlauf einer Reaktion mit
katalytische Ak und

b) der Verlauf desEnergieniveausdes Enzym-Produkt-K omplexesund der

Freilassung des gebildeten Produktes (DG*.).

Kk, k, (K cat) schnell
MAK +S ——=~mAK* S —— mAk* P

k-1

mAk + Produkte

c) Der Ablauf einer enzymatischen Reaktion mit cat mAK.
(modifiziert nach LERNER, 1991).

S) Substrat; P) Produkt; mAKk) monoklonaer Antikorper; TS) Ubergangzustand;
cat) katalytisch; uncat) nicht katalytisch; ES) Enzym-Subgirat; G) Gibbs-Energie

Da das Ubergangszustandsanalogon des in diessr Arbeit verwendeten Substrates nicht stabil
war (GORLITZER, 1997), wurden enige dternative Verbindungen zum Ubergangszustands-
andogon synthetisgert (Abb.33). Damit konnte ein Enzym an der re- bzw. s-Saite (links oder
rechts zum C2 pogtioniert) ein Doppelbindungssubstrat protonieren und so die Zykliserung

selektiv zu einem 2R bzw. 2S-Produkt durchfiihren (Abb.33).

Me

Abbildung 33: Zwei mégliche Isomere, die als 2R und 2S-Produkt entstehen kénnen.
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1

2)

3)

4)

5)

H3C
H3C\O
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6)
H
o)
HsC~
HsC N "~
o OH
HCI
H
2
H
o)
HsC™
HsC "
~ > >N
0 | OH
u o

Abbildung 34: Die synthetisierten Haptene.

4.1.1 Design des Haptens

Seben gynthetiserte Haptene danden zur Auswahl. Alle diese Haptene haben drel gemein-
same Strukturmerkmale:

1. Ein Chromangerlg, ein Dopperingsystem, jedoch unterschiedlich derivatisert,

2. enen Linker, der an der Saitenkette des Chromangeriistes kovaent gebunden ist, und

3. dneBindungsstdle, durch die das Hapten an das Trégerprotein gebunden wird.

Da die Immuniserung nur mit enem Hapten efolgen <ollte, wurden die Kriterien zur
Auswahl enes Haptens wie folgt angesetzt:
1. Die Menge des Haptens. Das Hapten sollte in ausreichender Menge zur Immuni-

serung von 12 Tieren und zum Screening der Klone vorhanden sain.
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2. Renheit des Heptens Da die Haptene synthetisch hergestelt waren und solche syn-
thetiserten Moleklle sdbst nach der Aufreinigung mit Nebenprodukten verunreinigt
sind, war die Reinheit des Haptens von entscheldender Bedeutung.

3. Die Lange des Linkers sowie die Bindungsstelle Da das Hapten an ein Trégerprotein
gekoppelt werden sollte, wurde ein Hapten ausgesucht, welches einen reaiv langen
Linker (groler C6) besald. Dadurch sollte verhindert werden, dal3 das Hapten in der
Fdtung des Trégerproteins fir Antikdrper unerreichbar bleibt. Die resktive Bindungs-
ddle sollte eine optimae kovaente Bindung an aktiviertes Trégerprotein (Maemid)

ermdglichen.

Aus den oben angefiihrten Griinden wurde aus sSeben Haptenen das Hapten Nr. 1 (Abb. 34)

Zur Immuniserung ausgewahit.

4.2 Auswahl der Tiere

Die zur Immuniserung ausgewdhlten autoimmunkranken St&mme ollten in der Lage sain,
mehr katadytische Antikérper zu produzieren as Ubliche Versuchgiere (TAWFIK et d.,
1995).

Die Ausheute kadytisch aktiver Ak mit eénem Antell von cat mAk (ca 5%, (Tab.h)), is
vergleichbar mit den Ergebnissen von TOWHK et d. (4%), der dieses Ergebnis an mehreren
Tierdgdmmen ezidte (TAWFIK e d. 1195). Der Immuniserungskdender in dieser Arbeit
entspricht fast dem Langzeitprotokoll von TOWHK et d., bis auf kleine Unterschiede wie z.
B. Injektionsort bem Priming. Weder ene Kurzzatimmuniserung noch die Immuniserung

die Tiere anderer Stémme wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgeftihrt, so dal? keine
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Moglichkeit besteht, die Wichtigkelt der Immuniserungsdauer o wie die Bedeutung der

St&mme im Zusammenhang mit der Produktion katalytischer Ak andysieren zu kénnen.

4.3 Auswahl der Adjuvantien

Da Adjuvantien die Immunantwort unter anderem durch bessere Présentation des Antigens
von APC (PETERS und BAUMGARTEN, 1992) und die Aktivierung der CD4'-T-Zdlen
(JANEWAY and TRAVERS, 1996) postiv beeinflussen, wurden se auch in dieser Arbeit
verwendet.

Obwohl die beiden benutzten Adjuvantien unter absolut identischen und mit enander
vergleichbaren Bedingungen engesstzt worden waren, konnten ihre Auswirkung nicht
datigisch vollstandig efast werden. Der Prozentsatz bearbeiteter Fusionate (ca. 10%) it zu
niedrig, um Uber die Wirkung der Adjuvantien Aussagen treffen zu konnen. Jedoch ist der
Rest (ca 90%) der Fudonate kryokonserviert und kann nach dem Auftauen in etablierten
Testsysemen nachbearbeitet werden. Durch die grole Zahl der immuniserten Tiere (12) liegt
genug Maerid vor, interessanten Fragen wie z. B. die Auswirkung des Adjuvans P3CSK4
(Abb. 93 auf den Ak-Isotyp im Verglech zu konventiondlem Adjuvans TiterMax

beantworten zu kdnnen.

4.4 Auswahl des Haptens

Die ldee, Ak zu generieren, die die Eigenschaften eines Enzyms aufwesen, exidiet sat Mitte
der 80er Jahre. Von den ersten katdytischen Antikorpern berichteten 1986 zwel unabhéngige

Arbeitsgruppen (LERNER, et d. & SCHULZ et d.; 1986).
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Trotz vider optimierter Protokolle, wie z. B. die Strukturmerkmae des Haptens, sdlt die
Hergdlung von cat mAKk enen schwierigen Prozef3 dar. Der limitierende Faktor in der
Entwicklung von ca mAk ig das Tedsytem, in dem die kadytische Aktivitd der Ak
untersucht wird. Daher wurden Systeme entwickelt, in denen vide Ak gegen vide Subgtanzen
getestet werden konnen (SCHULZ et d., 1992).

Die Zahl der Derivaiserunganoglichketen und die Vaiation der Satenketten eines Sub-
drates weis darauf hin, da3 vide cat mAk nicht subdtratspezifisch, sondern resktions-

typspezifisch snd (LERNER & BENKOVIC & SCHULZ; 1992).

Das Zid dieser Arbat war die Harstdlung eines ca mAk mit definierter Funktion, namlich
die sereosdektive Synthese von Vit. E. So snd die Subdtrate, die in dieser Arbet verwendet
werden konnen, durch das gewiinschte Produkt definiert, d. h. solche Substrate wurden ein-
gesetzt, die Vit. E ds Produkt ermdglichen. Die Retrosynthese zeigte, dal3 andog der Biosyn-

these vornehmlich drel Verbindungen (Abb.35), ds Substrate geeignet sind.

a-Tocopherol 1

H Retrosynthese

Abbildung 35: Schema der Retrosynthese, bel der ausa-Tocopherol die Substrate A, B, C

synthetisiert wurden.
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Das zwete wichtige Merkmd diessr Arbat besteht darin, dal3 vergleichbare Enzyme noch
kaum beschrieben worden sind. Das einzige Enzym, das aus Cyanobakteria Anabaena variab-
lis (grin-blaue Alge) isoliert und as Tocopherol-Zyklase bezeichnet wurde, zeigte zwar eine
streng substratspezifische Aktivitét, war jedoch nicht stabil (Stocker et d., 1996).

1998 haben ARANGO und HEISE aus der Chromoplastmembran der gelben Peprika
(Capsicum anuum L.) Homogenisate hergestelt, die die Synthese von g-Tocopherol postiv
beeinflussen, konnten aber das Enzym nicht isolieren (ARGANO & HEISE, 1998).

Die cat mAk sollen in der Lage sain, die Umsetzung eines Subdtrates um Faktoren zwischen
10% und 10° zu beschleunigen. Fiir vide Reektionen, die durch cat mAk katalysiert worden
sand, gibt es bekannte Kataysatoren sowohl chemischer ds auch biologischer Herkunft, wie
z. B. éne bestimmte Oxidationsregktion, die dlerdings durch Zugabe von H,O, und Meso-
porphyrin-Fe (I11) ohne cat mAk auch datfindet (LERNER, BENKOVIC & SCHULZ;
1991).

Obwohl die Funktion (Abb.3a & 4) und die biologische Synthese (Abb.36) von Vit. E waeit-
gehend bekannt sind, gab es bisher dennoch kein Konzept, wonach das enantiomerenreine

Vit. E produziert wird.
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R1=H, R2=Me: g-Tocopherol 3

Abbildung 36: Die Biosynthese von Vit. E (nach THREFALL 1971).

Die in dieser Arbeit beschriebenen Resktionen snd Bespide fir die Entwicklung der cat
mAK mit definieten Funktionen in einer Resktionen, fir die kaum natlrliche Enzyme verflg
bar snd. Anders ds bem Einsatz natlrlicher Enzyme konnen cat mAKk wegen des Variations-
rechtums des immunologischen Repertoires in  Vaianten ,mageschnedet” werden

(LERNER & BEKOVIC & SCHULTZ; 1991).

4.5 Aufbau des cat-EL | SA

Be der Entwicklung katadytischer monoklonder Ak spidt das Selektionssysem die wich
tigde Ralle da in diessm Sysem ene Unzahl von Ak auf ihrer katdytischer Aktivité unter-

sucht werden sollen. Da die kataytischen Ak geringere Umsatzrate a's chemische oder biolo-
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gische Enzyme aufweisen, ig die Effizienz des Sdektionssysems sein wichtigdes Kriterium.
Das bedeutet, dass ein Sdlektionssystemn so aufgebaut werden mul3, dass die Aktivitét vieer
Ak am Subsraten moglichst prézis untersuchen lasst. Aus diesen Grinden <olite zum
Nachweis die sereosdektive Synthese von Vit. E aus den Vordufen diesr Verbindung en
neuer cat-ELISA kongtruiert werden.

Das Sdektionssysten, welches von TAWFIK et d. (TAWFIK et d., 1995) herausgearbeitet
wurde, eflllt die Ansprichen der Seektion eines Antikorpers mit stereosdektive Synthese,
die Zidreaktion dieser Arbet, nicht. In dem System von TAWFIK et d., wird das Subdrat,
gekoppet an einem Tragerprotein, auf der Oberfléche ener Patte immobilisert. Auf das
Substrat- Tragerprotein-Konjugat werden Probe Ak (cat mAK) gegeben, die aus Mausen stam:
men. Nach der Inkubation der erden Ak efolgt die Inkubation einer zweiten Ak, ebenfdls
muriner Herkunft, der spezifisch am Produkt bindet. Durch Zugabe von enem enzym-
konjugierten anti Maus-Ak sollen nur die Antiprodukt-Ak nachgewiesen werden. Das Prob-
lem be diesem Sysem liegt darin, dass der anti Maus Nachweis-Ak nicht nur am Anti-
produkt-Ak, sondern genauso gut auch am cat mAk binden kann, da die beiden Ak muriner
Herkunft sind (Abb. 37).

Um das Problem zu I6sen, missen die ca-mAk und Antiprodukt-Ak Unterschiede aufweisen
und et dann durch diese Unterschiede kann die Bindung des Nachwesantikorpers nur an

den produktbindenden Ak geklart werden.
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Abbildung 37: Schematische Dar stellung desvon TAWFIK et al. verwendeten cat-EL1SA.
(modifiziert nach TAWFIK et a., 1995); I-1V: Die Inkubationsschritte.

Der Aufbau des in dieser Arbeit entwickelten cat-ELISA ist umgekehrter Reihenfolge zu dem

von TAWFIK et al. Zuerst wird ein Kaninchen anti Maus-Ak auf der Oberfl&che einer

ELI1SA-Platte immobilisiert. Diese binden an den Probe-Ak (cat mAk). Durch mehrmaliges

Waschen nach jedem Inkubationsschritt werden die nicht oder unspezifisch gebundenen Ak

aus den Ngpfen entfernt. Danach erfolgt die Substratzugabe und somit wird die Reaktion

gestartet. Der Nachweis der Produktbildung erfolgt mit nicht immunol ogischen Nachwelsver-
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fahren, wie dinnschichtchromatographische Auftrennung. Gibt es Hinwelse auf synthetiser-

tes Produkt, wird die Resktion mittels HPL C gemessen und anadysiert.

Die Vortele dieses ELISA wird wie folgt zusammengefasst:

1. Die Bindung von Proben-Ak (cat-mAk) an Kaninchen anti Maus-Ak it eine hoch
spezifische Aufreinigung des Proben Aks

2. Die Immobiliserung des ProbentAks (cat-mAk) ermdglicht, dass das Substrat ohne
Kopplung an anderen Molekllen der Reaktion gegeben wird.

3. Der Nachweis efolgt durch prézise Messtechniken, namlich HPLC, und unabhangig
von Amplifikationen, die im TAWHK & d.-Sysem durch enzymatische Farbresktion
des Nachwelis- Aks zustande kommt und dann cholorometrisch (OD) gemessen wird.

4. Da die Bindung des Nachweis-Aks am anti Produkt-Ak auf unterschiedliche 1sotypen

der beiden cat-mAk und anti Produkt-Ak erfolgt, werden die ProbentAk, die das selbe
Isotyp wie anti Produkt-Ak besitzen, aus dem Test ausgeschlossen, da der Nachwels

nur eines Aks aus den selben Spezies mit den selben Isotyp unméglich ist.

Von TAWFIK et d. vorgestdlter ELISA kann wahrscheinlich unter besimmten Umstnden

und Voraussstzungen ene ungenaue Angabe Uber die katadytische Aktivité enes Aks

vermitteln, er ist jedoch keineswegs ein etabliertes Protokoll zum Nachweis von cat-mAK.

4.6 Nachweisder katalytischen Aktivitat des mAks Doro-1

Zum Nachweis der katalytischen Aktivitdt der Ak wurde en neuer ELISA entwicket. Da

sowohl das Substrat d's auch das Produkt hydrophob waren, sollte die Reaktion in einem or-
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ganischen Losungamittd  erfolgen. Zwischen den organischen Ldsungamitteln i Methandl
das kleinge Molekll und deshdb polarer ds andere Alkohole. Das erleichtert die Pro-
tonierung des 2. C-Atoms und dadurch die Auflésung der Doppellbindung. Deshdb wurde
das Subgrat in renem Methanol gdést und zu immobiliserten Probe-Ak gegeben (Siehe
2.2.7). Die Resktion wurde in Methanol bel 50° C gestartet und dauerte 72 h (Siehe 3.2).

Da die HPLC-Andyse und dinnschichchromatographische Auftrennung keine schweren
Molekile, wie Peptide, zeigten, kann davon ausgegangen werden, dald3 die Ak unter den

Resktiongbedingung nicht fragmentiert worden sind.

4.6.1 Die niedrige Umsatzr ate von Doro-1

Die dunnschichtchromatographische  Auftrennung  sowie die HPLC-unterdtiitzte Andyse
zeigten, dal? mAk Doro-1, ein muriner 1gA, die gewtinschte Resktion (Abb.17) katalysert und
die Subdrae zum Vitamin E-Vorlaufer transformiert. Die HPLC-Andyse ha inggesamt ene
Umsatzrate von 5% fedgedtdlt sowie rdativ hohe ee-Werte um 42%. Die Grinde dafir
konnen im verwendeten Sdektionssystem (Sehe 2.25) liegen. Da die Selektion der Klone
zuerst Uber die Affinitét ihrer Ak zum Hapten, dessen Konfiguration dem Produkt zu dhnlich
war, efolgte, wurden AntikOrper mit Affinitd zum Produkt ausgewdhlt. Deshab kann davon
ausgegangen werden, dal3 das Produkt an die Bindungsstellen des Aks bindet und dadurch
sein aktives Zentrum blockiert. Die Versuche zur Optimierung des ca-ELISA wie z. B. die
Vewendung anderer Losungsmittel fuhrte dazu, dald die Resktion stark beeintréchtigt wurde
(nicht gezeigt). Trotz dieser niedrigen Umsatzrate kann die Resktion ds efolgreich betrachtet
werden angesichts der Tatsache, dald eine enantiomerenreine chemische Synthese bis heute

kaum maglich ist (ARANGO und HEISE, 1998; GORLITZER, 1997; SEIBEL, 1997).

106



DISKUSSION

4.7 Der Vit. E bindende Ak Ing-1

Ausgehend vom Spezifitdstest wurden Ak gefunden, die an Vit. E binden (T&b.5). Einer
diessr Ak, Ing-1, wurde zur Entwicklung und Optimierung quditativer und quantitativer
Tedsyseme benutzt. Das Problem be der Entwicklung diesser Systeme bestand in fehlenden
Referenzen, da zum esen Md das Vit. E durch Anwendung immunologischer Methoden
nachgewiesen werden sollte.

Es sollte ein System kongtruiert werden, in dem das nicht wasserlédiche Vit. E mit immuno-
logischen Methoden, die auf wéssigen Puffersysemen baseren, quditativ und quantitativ
efdd werden. Die Experimente zur Bestimmung unterschiedlicher Oberflachenbeschich
tungen (Abb. 24) zeigten dgnifikante Unterschiede zwischen untersuchten Parametern (unter-
schiedliche Proteine und unterschiedliche Ripettierungsrethenfolge) innerhdb ener Messung,
de korrdierten jedoch nicht mit den Anderungen. Die Versuche, Vit. E zu modifizieren, um
dadurch dessen Wassarlédichkeit zu andern, waren in Form des synthetiserten Biotin-Vit. E-

Esters (Abb. 25) erfolgreich, der an Streptavidin gekoppelt werden konnte.

Um die Konzentration von Vit. E besimmen zu konnen, ohne es zu modifizieren, wurde en
neuer ELISA entwickdt. Da das Vit. E stark hydrophob ist, wurde zuerst durch Silaniserung
mit Dodecyltrichlorslan versucht, eine Obeflache zu kondruieren, die ene optimde, hydro-
phobe Grundlage fur Vit. E vorbereitet (Sehe 3. 13). Das Dodecyltrichlorslan wurde auf der
Glasoberflache (Abb. 30 a &b) durch seine hydrophobe Eigenschaft nachgewiesen (Abperlen
von Wassertropfen), wéhrend die Ergebnisse der Silanbehandlung der Plagtikoberflache
(ELISA-Patte) nicht kontrolliert werden konnte. Es wurde angenommen, dal3 das Silanderivat
auf der Obefléche der Mikrotiterplatte prasent war, da das Dodecyltrichlorglan in Pentan

gelost wurde und nach dem Abdampfen des L ésungamittdlls schtbar war. Gleichzeitig diente
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die Slan ds Block, der ungpezifische Bindungen der Ak an die Obeflache verminderte.
Diese Methode lieferte so kongtante Ergebnisse, dald se zur Bedimmung der Dissoziations-

kongtante des mAks Ing-1 an Vit. E diente.

4.7.1 Epitopbestimmung durch Biotin-Vit. E-Ester

Um das Epitop des mAks Ing-1 innerhdb der a-Tocopherol-Verbindung zu besimmen,
wurde das Vit. E bictinyliert (Abb. 25) und an immobilisertes Streptavidin  gekoppelt.
Dadurch blieb das Vit. E nur von ene Sate zugdnglich fur den mAKk Ing-1 (Abb. 26). Die
ersten Ergebnisse zeigten, dald das Epitop des mAks Ing-1 durch die Veresterung des Vit. E
mit Biotin nicht blockiert wird. Durch weitere Versuche wurden die Einzdtele dieses Esters
as potentielles Epitop fur den mAK Ing-1 untersucht (Sehe 3.12 und Abb. 29). Es wurde fest-
gestdlt, dal? das Chromangeriist des a - Tocopherols den wichtigsten Tell des Epitops darstellt.

Der Biotin-Vit. E-Ester gt eine neue Form von Vit. E-Derivaten dar. Da jedes Teillmolekl
aus einem Vitamin besteht, kann davon ausgegangen werden, dald diese Verbindung biologi-
sche Aktivitdt bestzt. Dieser Aspekt konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter bearbeitet

werden.

4.7.2 Die Reaktion der mAk Ing-1 und Doro-1 mit ver schiedenen humanen Zdllen

Zur Charakteriserung beider mAk Doro-1 und Ing-1 wurde die Affinitdt dieser Ak gegen
Strukturen auf der Zdloberfliche untersucht. Die Experimente fir jeden mAKk wurden

getremt durchgefihrt. Die durchflul3zytometrische (FACS)- Anadyse und zytochemische Fér-
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bungen ergaben jedoch entgegen der Erwartungen keine nachwesbare Bindung an die

untersuchten Zdloberfléchen (nicht gezeigt).

4.7.3 Praxishezogene Anwendung von | ng-1

Da der mAk Ing-1 natlrliches VitE erkennt, ist davon auszugehen, dal3 diessr Ak ene
praxisoezogene Anwendung zur Besimmung des Vit. E-Gehdtes natrlicher und synthe-
tischer Produkte findet. Das in dieser Arbeit vorgestdlte Nachweissysem konnte be der

Gegtatung praxisbezogener Anwendungen eine entscheidende Rolle spiden.
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V  Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten ein monoklonaler Antikorper mit katalytischer Aktivitat zur
enantioselektiven Synthese von Vit. E und ein monoklonaler Antikérper, der gegen Vit. E
gerichtet ist, generiert werden.

Aus der direkten Vorstufe des Vit. E wird industriell durch chemische Synthese ein Gemisch
aus acht Isomeren produziert. Deshalb wurde versucht, mit Hilfe des genetischen Repertoires
des Immunsystems ein biologisches Enzym zu entwickeln, welches die Synthese des Vit. E
katalysiert.

Dazu wurden zwei autoimmun erkrankte Mausstamme, MRL e und SIL/Hsp, ausgewadhlt,
und mit einem an das Trégerprotein KLH gekoppelten, enantiomerenreinen Hapten immuni-
siert. Nach der Fusionierung wurde die Spezifitét der Klone an Hapten-BSA-Komplex ge-
testet und die Klone, die affin zum Hapten waren, positiv selektiert. Die Selektion der kataly-
tisch aktiven Ak erfolgte in einem dafir entwickelten cat-ELISA. Aus 123 Hapten spezi-
fischen Klonen wurden sieben katalytische Antikorper identifiziert, die die gewiinschte Reak-
tion katalysieren, alerdings mit unterschiedlichen Umsatzraten. Durch HPLC-Analyse wurde
festgestellt, dal’ unter sieben cat-mAk der Ak M2-47 (Doro-1), ein muriner IgA mit k leichter
Kette, mit 5% Umsatzrate und einem ee-Wert von 42%, der aktivste ist.

Dem Ziel dieser Arbeit entsprechend wurde ein zweiter Ak generiert, der gegen Vit. E ge-
richtet ist. Um das Vit. E qualitativ und quantitativ nachzuweisen, wurden verschiedene

Nach-weisverfahren in Anlehnung an die ELISA-Technik mit Hilfe dieses Aks entwickelt.
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Die Genauigkeit dieser Systeme wurde unter Anwendung einer hydrophoben Oberflache
soweit optimiert, dald bis zu 23 uyM Vit. E nachgewiesen werden konnte. Die Genauigkeit
dieses Systems ermoglichte die Berechnung der Dissoziationskonstanten (Kp) des Aks Ing-1
an seinem Antigen (Vit. E).

Das Epitop dieses Aks wurde durch die Synthese einer neuen Verbindung, die aus Vit. H
und Vit. E (Biotin-Vit. E-Ester) besteht, am Chromangerust lokalisiert. Durch die protein-
biochemischen Versuche sollten die cat-mAk Doro-1 (IgA), mAk Ing-1 (1gG2a) und Fab-
Fragment des mAks Ing-1 aufgereinigt und fur die rontgenkristallographische Anayse

vorbereitet werden. Diese Versuche sind zum grofdten Teil abgeschl ossen.

Damit wurden die Ziele dieser Arbeit, die Generierung eines cat-mAKs zur stereoselektiven

Synthese von Vit. E und eines anti Vit. E-AKS, erreicht.

Weitere Aspekte

Da sich diese Arbeit mit der Generierung eines katalytisch aktiven und eines gegen Vit. E
gerichteten Antikorpers befaldte, wurden dennoch viele beobachtete interessante Nebenbe-
funde nicht ausreichend bearbeitet. In vielen Abschnitten dieser Arbeit wurden die Experi-
mente so gestaltet, dal3 fur spétere Untersuchungen Materialien in umfangreicher Menge vor-

handen sind.
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Untersuchungen der Adjuvantien

Die zwei in dieser Arbeit verwendeten Adjuvantien wurden unter absolut vergleichbaren
Bedingungen zur Immunisierung von 12 Tieren angesetzt. Die Materialien aus den Fusionie-
rungsversuchen wurden in vollem Umfang kryokonserviert. Es gibt deshalb genug Materi-
alien, die zur statistischen Auswertung der Wirkung dieser Adjuvantien geeignet sind. Damit
konnen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Der Vergleich zweier Adjuvantien in bezug auf Fusionsausbeute.

2. Der Einfluf3 jedes Adjuvans auf Isotyp der Antikdrper und Klassen-Switch.

3. Die Effektivitdt des Adjuvans P3CSK4 auf die Immunantwort in Abwesenheit des

Tragerproteins.

Selektion eines cat-mAks durch direkte Unter suchung mit dem cat-EL | SA

Nach der Entwicklung des cat-ELISAs in dieser Arbeit ist es nun mdglich, die Ak direkt auf
ihre katalytische Aktivitat hin zu testen, ohne den Spezifitatstest durchfihren zu missen. Da-

bei kann der cat-mAk Doro-1 als Referenz betrachtet werden.

Pr axis bezogene Anwendungen von Ing-1

Dader mAKk Ing-1 an natirrliches Vit. E bindet, ist es moglich, das Vit. E-Nachweissystem so
zu optimieren, dal3 die Vit. E-Konzentration noch einfacher bestimmt werden kann. Erstre-
benswert ist es alerdings, ein System zu entwickeln, in dem das Vit. E quantitativ in pflanz-

lichem Gewebe nachgewiesen werden kann.
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