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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Antikorper

1.1.1 Struktur von Antikorpern

Antikorper sind eines der Hauptbestandteile desdralen Abwehrsystems unseres Korpers.
Strukturell bestehen Immunglobuline aus zwei idmtten schweren Ketten, deheavy
chaing (H) und zwei leichten Ketten, deright chaing (L) vom k- oderA-Typ. Es lassen
sich die funf Hauptvariantep p, o, 6 unde der schweren Kette unterscheiden, welche die
Immunglobulinklassen IgG, IgM, IgA, IgD und IgE d&éren (Porter, 1973).

Wahrend das IgM meist als Pentamer vorkommt undallem fiir die primare Immunantwort
verantwortlich ist, findet man das IgA als Dimerwaegend in seromukdsen Korpersekreten
und Schleimh&uten, wo es als Barriere fur eingegirna Krankheitserreger dient. Die beiden
Antikorperfraktionen vom Typ D und Typ E treten &fnomere auf der Oberflache von
Immunzellen, wie den B-Lymphozyten, basophilen @lanyten und Mastzellen auf. Das
IgG, das die Hauptmenge der Immunglobuline bilded wiederum in weitere Subtypen
unterteilt werden kann, stellt das wichtigste Resier fur die Reaktion auf
Sekundarinfektionen dar (Janeway, 2005).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick tber die Struktugsdvorkommen und die wichtigsten

Funktionen der finf Immunglobulinklassen.
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Tabelle 1: Uberblick tiber die fiinf Immunglobulinklassen
(nach Janeway, 2007; Abbas, 2007)

Anti-
Haufig-
koérper- Keit g Strukturschema Vorkommen Hauptaufgaben
Klasse
Vorwiegend in Lymphe und| Reaktion auf
Interzellularflissigkeit; Sekundarinfektionen,
Transplazentarer Ubertritt in Aktivierung des
IgG 70-75 % P . g
den fetalen Blutkreislauf; Komplementystems,
in gebundener Form auf Opsonierung,
Makrophagen Neonatale Immunitét
Intravaskuléar und auf Primare Immunantwort,
IgM 10 % zirkulierenden B-Zellen Aktivierung des
(membrangebundene Form) Komplementsystems
Schleimhéaute der Abwehr von
e Atemwege, Augen, Krankheitserregern in
IgA 15-20 % Magen-Darm -Trakt, Schleimhéauten,
Urogenitaltrakt; passive neonatale
Muttermilch, Kérpersekrete| Immunitét
Membranstandig auf reifen, .
. A Naiver B-Zell —
naiven B-Zellen; .
IgD <1% . . . Rezeptor, Funktion
in geringen Mengen in Blut .
weitgehend unbekannt
und Lymphe
Meist membranstandig auf | Allergische Reaktionen,
IgE <1% Mastzellen und basophilen | Mastzelldegranulation,
Granulozyten Parasitenabwehr
Legende:

S AvtigerbindendeFinheit

- mit CDR-Regionen

= Konstante Region

Bindungsstelle fiar
Komplementfaktoren

(o}
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Die L-Ketten mit einem Molekulargewicht von je 2B& bestehen aus zwei Doménen ,(V
C.Y), wahrend die beiden H-Ketten aus je vier Domamafigebaut sind (¥, Ca*, C%, C°)
und ein Molekulargewicht von 55 bis 77 kDa besitzere Verknipfung der Ketten erfolgt
uber Disulfidbricken. Am Amino-Terminus sowohl deichten, als auch der schweren Kette
befinden sich die variablen Doméanen_(vzw. ), die die CDR-Regionercémplementarity
determining regions beinhalten und so die Antikdrperspezifitat beemg(Abb.1). Der
konstante Teil des Antikorpers (C-Region) bestindah Isotyp des Immunglobulins und
dient als Effektorregion der Makrophagen- und Koenp¢éntbindung (Janeway, 2007).

Abbildung 1: Aufbau eines IgG-Molekiils

A) Schematischer Aufbau (nach Berg, 2003)

Jedes Antikérpermolekil besteht aus zwei leichtgnuid zwei schweren (H) Ketten. Die L-Ketten béste
aus den beiden Doménen Mnd G* und sind an ihrem Carboxyl-Terminus (CQ@ber eine Disulfidbriicke
(-S-S-) mit der H-Kette verkniipft. Die H-Ketten bef®en aus vier Doménen VG, G C4°). Am Amino-
Terminus (NH") der beiden Ketten befinden sich die antigenbideenvariablen Domanen Mind V.

B) Molekularstruktur (nach Clark, 1997)

Die V.- und Vy-Domanen verfugen Uber hypervariable CDR-Peptidregi (rot). In der Gelenkregiohifge
region) sind die schweren Ketten Uber Disulfidbriickeneiiander verbunden. Die Bindungsstelle fur die Fc-

Rezeptoren und das Komplement C1q befindet sideirkonstanten Region,&und G;® des Antikérpers.
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Das korpereigene Repertoire an Immunglobulinen ghatit es dem Organismus nahezu
jede erdenkliche koérperfremde Struktur zu erkenme mit einer antigenspezifischen
Immunantwort darauf zu reagieren. Uber die Immulnglin-Rezeptoren der B-Lymphozyten
und die T-Zell-Rezeptoren der T-Lymphozyten werdemei verschiedene Subsysteme
wirksam, die auf eingedrungene Antigene entwedeginme einer zellularen, oder aber einer
humoralen Immunantwort reagieren kénnen.

Die zellulare Immunantwort wird dabei vor allem clueine Aktivierung der T-Lymphozyten
vermittelt, die mit Hilfe ihrer cytotoxischen T-Zeh befallene Kérperzellen aus dem
Organismus eliminieren.

In der humoralen Immunantwort werden die in der tighin und Lymphflissigkeit
zirkulierenden Krankheitserreger abgewehrt. Nach Bmdung eines Antigens an den
Immunglobulin-Rezeptor einer B-Zelle wird dieseiakirt und differenziert sich weiter zu
einer Plasmazelle, die daraufhin antigenspezifigattékdrper produziert (Abbas et al., 2007).
Die Vielfalt der verschiedenen Antikorper ergibtlsidabei sowohl durch die somatische
Rekombination eines breiten Keimbahnrepertoiresaath durch die Mutation verschiedener
Genabschnitte in den CDR-Regionen (Xu und Davie02Mie konstante Antikdrperdoméane
bleibt dagegen in ihrer Sequenz nahezu stabil umht dals Angriffspunkt fur die
Komplement- und Rezeptorbindung.

1.1.2 Funktionen und Aufgaben von Antikdrpern

Paul Ehrlich, einer der Pioniere in der Immunolopidete mit seiner Seitenkettentheorie die
Grundlage zur Entstehung einer spezifischen Immaehh Die Theorie begriindete sich in
der Annahme, dass jede Zelle eiweil3haltige Substanmd eine Serie von Seitenketten
(Rezeptoren) besitzt, welche Nahrstoffe und giftfystanzen aufnehmen kénnen (Ehrlich
und Morgenroth, 1904). Diese Seitenketten passendem chemischen Gruppen der
eingedrungenen Toxine, die dann vermehrt als Seksgirodukte der Zellen in das Blut
abgegeben werden, wo sie wie Schlissel und Schlsgmtitoxin wirken (Ehrlich, 1901). In
weiteren Forschungen fand Ehrlich im Gegensatzemes urspringlichen Annahme heraus,
dass nicht alle Korperzellen, sondern nur die B-pliozyten dazu fahig sind, Antikdrper zu
bilden (Abb.2).

Fur diese Theorie, die die Grundlage der modernmenunologie schuf, erhielt Paul Ehrlich
1908 den Nobelpreis fur Medizin.
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Abbildung 2: Aussehen und Wirkungsweise von Immungibulinen.

(nach Ehrlich und Morgenroth, 1904)

Die aus einer frihen Publikation der Wissenschaftammende Grafik zeigt die selektive Anheftung vo

Seitenketten an schadliche Strukturen und gibtitsezgen Hinweis auf die Spezifitat dieser Bindung

Nach heutiger Erkenntnis sind Immunglobuline Pragei die als Antwort auf eine
Fremdsubstanz, den sogenannten Antigenen, vom Ilsysatam gebildet werden. Diese
Antigene kénnen sowohl Proteine, als auch Polysaabfd oder Nukleinsduren sein. Sie
werden entweder mittels membranstandiger Antikovoer Lymphozyten gebunden und auf
deren Oberflache prasentiert, oder aber im Sinngereihumoralen Immunantwort
antikorpervermittelt bekdmpft. Die von den B-Lymplkten abstammenden Plasmazellen
sezernieren dazu spezifische Antikorper, die nmeehohen Affinitat an die korperfremden
Strukturen binden und sie damit aus dem Korperielaren (Janeway, 2005). Neben der
Neutralisierung eingedrungener Krankheitserregenat Antikdrper auch der Opsonierung
von Pathogenen. Das bedeutet, dass die Oberflamh&rdmdzelle durch Immunglobuline
umhdllt wird und so fur die Phagozytose markiett isber den Fc-Bereich der Antikdrper
kénnen dann die endozytierenden Zellen mit ihrdegachenden Rezeptoren binden und die
Antigen-Antikorper-Komplexe aus dem Organismus glieren.

Eine zusatzliche, Uber den Fc-Bereich der Immunginb vermittelte Effektorfunktion der
Antikorper ist die Aktivierung des KomplementsystenDabei handelt es sich um eine
komplexe Gruppe von Serumproteinen, die weitererttungsreaktionen vermittelt. Uber

die Bindung des Komplementfaktors C1q an die Ampkd wird eine Reaktionskaskade
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aktiviert, die zu einer der wichtigsten Komponentis naturlichen Abwehrsystems zahlt
(Janeway, 2007).

Derjenige Bereich des Immunogens, an den das Imioomign bindet, wird als Epitop, die
entsprechende Bindungsstelle des Antikorpers alat®a bezeichnet (Abbas et al., 2007).
Aufgrund der Tatsache, dass ein Antigen meist ealfile unterschiedliche Epitope tragt,
werden in vivo nach einem Antigenkontakt eine Vadlzan B-Lymphozyten aktiviert, die
alle unterschiedliche, epitopspezifische Antikoérpeoduzieren. Durch diese Rekrutierung
mehrerer Zelllinien entsteht eine polyklonale Abtierantwort, die eine ganz gezielte und

aul3erst effektive Abwehr krankheitserregender Qsgaen ermoglicht.

1.1.3 Herstellung monoklonaler Antikdrper

Monoklonale Antikdrper (mAK) sind Antikérper, dieom einer auf einen einzigen B-
Lymphozyten zurickgehenden Zelllinie, dem Zellkloproduziert werden. Diese
hochspezifischen Antikdrper sind in der Lage anesizelnes Epitop des Antigens zu binden
und haben somit sowohl auf dem Gebiet der Forschalsgauch in der medizinischen
Diagnostik und Therapie ein breites Einsatzgel#ibbés et al., 2007).

Der Beginn der Entwicklung der Hybridomatechnik Bl@rstellung monoklonaler Antikorper
geht auf Milstein und Kohler zurick, denen es eassmim Jahre 1975 gelang,
immunkompetente B-Lymphozyten mit Zellen eines i@li-Tumors, den Myelomazellen zu
fusionieren. Die resultierenden Hybridomazellen rken im Gegensatz zu den
ursprunglichen B-Lymphozyten lber sehr lange Zeitikiert werden, da sie in der Lage
waren, sich in regelmafigen Abstanden selbst zmef@ren. Aul3erdem zeigte sich, dass jeder
Klon dieser Hybridomazelllinie einen ganz spezlise Antikorper sezernierte. Damit war
die Menge an Antikorpern, die aus einer Immunigigrgewonnen werden konnte, nicht
mehr begrenzt. Die Immunglobuline mussten fortaohinimehr aus dem Serum eines
immunisierten Tieres isoliert werden, sondern kenntaus dem Kulturiiberstand der
wachsenden Klone dauerhaft gewonnen werden. Zigatavar eine Selektion der
gewinschten Antikorper aus dem Gesamtbestand rhogeaworden (Kohler und Milstein,
1975; Cruse und Lewis, 2006). Die Forscher ermelie ihre Entwicklung der Technik zur
Gewinnung monoklonaler Antikorper im Jahre 1984 Nebelpreis fur Medizin.

Dieses Verfahren findet auch heute noch breite Awlnag um je nach Fragestellung
monoklonale Antikérper mit malfigeschneiderten Eigeafien herzustellen. Die
therapeutische Applikation muriner Antikérper beuenschen ist jedoch durch die Induktion

von Humane-Maus-Antikdrpern (HAMA) limitiert. Da diese zu aligischen Reaktionen bis
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hin zum anaphylaktischen Schock fiihren konnen, evdid Technik zur Herstellung mAK in
den letzen Jahrzehnten stetig weiterentwickeltstében heutzutage auch das Verfahren der
Phagen-Display-Technik (Winter et al., 1994) uné dferwendung transgener Tiere zur
Verfigung (Ganten und Ruckpaul, 2008). Durch digltsirung von chimaren, humanisierten
und humanen Antikérpern wurde schrittweise der Ameduslicher Proteine verringert
(Abb.3). Dadurch konnte nicht nur die Immunogenatés Antikorpers deutlich herabgesetzt,
sondern auch dessen Kinetik durch eine verlangdti@bwertszeit und bessere
Bindungsfahigkeit deutlich verbessert werden (Atbte2009).

Muriner Chimarer Humanisierter | Humaner
mMAK mAK MAK mAK
Relativer Anteil an
o 100 ca. 25 5-10 0
Mausprotein in %
Suffix -omab -ximab -zumab -umab

Abbildung 3: Uberblick tiber die verschiedenen rekorbinanten Antikorper.

(nach Brekke und Sandlie, 2003) (gelb: mauslichéxotein, blau: humanes Protein)

a) Der murine Antikdrper besteht zu 100 % aus Meatein b) Der chimare Antikdrper enthélt nur im
variablen Teil der antigenbindenden Einheit Mautgny der konstante Teil des Immunglobulins bestals
humanen Peptidsequenzen c¢) Beim humanisierten @&mpik ist nur die Aminosauresequenz der
complementarity determing regiofCDR) murinen Ursprungs d) Der humane Antikdrpethélt keine
Fremdpeptide.

1.1.4 Anwendung monoklonaler Antikérper

Durch die grol3e Spezifitat in der Erkennung von t&@n und ihren selektiven
Bindungseigenschaften spielen monoklonale Antikbgoevohl in der Forschung, als auch in
der Industrie eine wichtige Rolle. Als ein wichtsgenolekulares Werkzeug biochemischer

Fragestellungen kénnen mAK der Aufklarung von Slgbartragungsmechanismen oder
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auch der Lokalisation, Quantifizierung und Charakiterung von Proteinen dienen (Caponi,
1999; Janeway, 2007).

Eines der Hauptanwendungsgebiete der mAK liegtgedm der Medizin, in der mAK
sowohl zur Krankheitsprophylaxe, als auch zur Damgik und Therapie verschiedener
Erkrankungen eingesetzt werden. Prinzip der passinenunisierung ist es, mit Hilfe der
Impfseren eine hohe Konzentration an monoklonaletikArpern zu verabreichen, die gegen
den betreffenden Krankheitserreger oder dessennTggrichtet sind. Beispiele solcher
Immunseren werden zur Neutralisation des TetanUisilwut- oder Diphtherie-Toxins
eingesetzt oder dienen der Eliminierung von Krartkkeregern wie dem Hepatitis-, Masern-,
Mumps- oder Roteln- VirusP@ul Ehrlich Institu}. Auch die Schwangerschaftskomplikation
einer Rhesusunvertraglichkeit, bei der in den mlitteen Kreislauf tGbergetretene kindliche
rhesuspositiver Erythrozyten eine Immunreaktionléaen, die zur Bildung miutterliche
Antikorper gegen die kindlichen Erythrozyten fulkk&nn durch die Gabe neutralisierender
D-Immunglobuline unmittelbar nach der Geburt vedeirt werden. Die Immunisierung der
rhesusnegativen Mutter durch das Rhesus-AntigerKaetes wird damit verhindert. In der
Immundiagnostik kdnnen mAK fur den Nachweis zalher infektioser und systemischer
Erkrankungen eingesetzt werden. Durch die groR#alfiemmunologischer Verfahren wie
dem ELISA Enzyme-linked Immunosorbent-Assalgr Immunprazipitation (Ausfallung von
Antigenen durch mAK), der Immunkomplexbildung (Rilty von grof3en Aggregaten aus
mAK und Antigenen) und der Agglutination (Verklummmsreaktion von
antigenbeschichteten Partikeln mit mAK) konnenith& Substanzen im Blut oder anderen
Kdrperflussigkeiten nachgewiesen werden.

Einen besonderen Stellenwert nimmt hier die Diagka®n Tumorerkrankungen ein, in der
mAK als molekulare Marker sowohl quantitativ, alsch qualitativ immunphé&notypische
Oberflachenproteine verschiedener Zelllinien erleenrMittels spezifischer, gegen die CD-
Epitope (Cluster of Differentiation auf Lymphozyten gerichteter Antikdrper werden
heutzutage leukédmische Erkrankung diagnostizied kiassifiziert. Zusatzlich besteht die
Moglichkeit, gegen bestimmte CD-Epitope gerichteteAK in der Immun- oder
Krebstherapie einzusetzen. So war der gegen dasMilekil gerichtete mAKMuromonab
im Jahre 1986 der erste therapeutisch eingesetzAK, nder zur Therapie akuter
TransplantatabstofRungen zugelassen wurde (Joh280R). Ein weiterer, zur Therapie von
Non-Hodgkin-Lymphomen eingesetzter mAK ist der ciienmAKRituximab,der spezifisch
gegen das CD-20-Oberflachenmolekil der Lymphozggnichtet ist und deren Proliferation
hemmt (Hainsworth et al., 2002; Janeway, 2007).
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Derzeit sind in Deutschland insgesamt 29 monokAaltikorper als Arzneimittel verfigbar
(Paul Ehrlich Instituj, die neben der Krebstherapie auch zur Immunsgpme nach

Organtransplantationen und zur Behandlung zahkeiglutoimmunerkrankungen eingesetzt
werden (Albrecht et al., 2009). Zahlreiche mAK bhd&n sich derzeit noch in der

préklinischen und klinischen Erprobung.

1.2 Tumor Nekrose Faktor

Der Begriff des ,Tumor Nekrose Faktors® leitet sighs dessen Erstbeschreibung im Jahre
1975 ab, bei der in Versuchen mit LipopolysacchétiéS) stimulierten Mausen eine TNF-
induzierte Tumornekrose beobachtet wurde (Carswellal.,, 1975). Ein bereits zuvor
entdecktes Molekil, das in Lymphozyten produziedrde und ebenfalls zytotoxische
Aktivitat besal3, wurde aufgrund seiner Herkunftlaimphotoxin (LTa) bezeichnet. Weitere
Erforschungen und Sequenzanalysen der beiden Melekigten eine Homologie von 30 %,
sowie das Vorhandensein gemeinsamer Rezeptoren funkitioneller Eigenschaften
(Aggarwal et al., 1985; Hehlgans und Pfeffer, 20059mit waren zwei der wichtigsten
Zytokine der groRen Familie der TNF-Proteine geamdJUnabhangig davon wurde ein als
Kachektin bezeichnetes Protein identifiziert, welches bei igm&n Erkrankungen und
chronischen Entzindungen zu den haufig auftretendeszehrungserscheinungen der
Patienten fiihrte. Dieses entsprach dem bereitsnbéla TNF (Beutler und Cerami, 1985).
Weitere Vertreter der bis heute bekannten 19 Mitigr der TNF-Proteine sind unter anderem
der CD28-, der CD40-, der TRAILTNF-related apoptosis inducing ligapdler Fas- sowie
dar RANK-Ligand. Zusammen mit ihren 29 spezifischiRezeptoren bilden sie die TNF-
Rezeptor Superfamilie (TNFR-SF) (Aggarwal, 2003;hidans und Pfeffer, 2005). Als
gemeinsames Merkmal dieser Zytokinfamilie gilt déwfbau aus drei identischen
Proteinketten und die Trimerisierung ihrer Rezegonach Ligandenbindung (Idriss und
Naismith, 2000; Janeway, 2007). Die FunktionenriiMéglieder sind zwar vielfaltig, liegen
aber vor allem in der Immunabwehr, der Regulatioan vDifferenzierungs- und
Aktivierungsprozessen und der Entwicklung und Acffiterhaltung von lymphatischem
Gewebe (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Locksley e2801).

TNF, eines der wichtigsten Vertreter der TNF-Prtei kommt sowohl als
membranassoziiertes 26 kDa schweres, als auch rier dbslichen Form mit einem
Molekulargewicht von 17 kDa vor. Uber die Aktivitétner Serin-Metalloproteinas@NF-

converting enzymeTACE) wird das membrangebundene TNF in den Exthalaetaum
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freigesetzt (Idriss und Naismith 2000; MacEwan, 20MDieses losliche TNF ist jedoch erst
nach stattgehabter Trimersierung dazu befahigfT Nie-Rezeptoren effektiv zu aktivieren
TNF wird als Reaktion auf infektiose und immunokaie Stimuli vor allem durch aktivierte
Makrophagen und Monozyten, aber auch von Lymphogzytelastzellen, NK-Zellen,
neutrophilen Granulozyten, Endothelzellen und Flasten gebildet und vermittelt so seine
zahlreichen biologischen Funktionen auf nahezwnaérperzellen (Locksley et al., 2001).
Durch seine proinflammatorischen, wachstums- urigrénzierungsfordernden Effekte gilt
TNF als Hauptmediator akuter Entziindungsreaktiamehspielt in der Abwehr bakterieller,
viraler und parasitarer Infektionen eine ganz zdatRolle. Aufgrund seiner zytotoxischen
Eigenschaften ist es auch fur die Tumorabwehr vossgr Bedeutung (Aggarwal et al., 2002;
Hehlgans und Pfeffer, 2005). Uber eine Stimulierudgr Sekretion weiterer pro-
inflammatorischer Zytokine wie dem IL-1 und IL-6jrd/ die Immunantwort ausgedehnt und
kann so im Falle einer UberschieRenden Immunantaoch zur Entstehung zahlreicher
akuter und chronischer Krankheitsbilder beitragéme inadéaquat hohe Freisetzung und
chronische Uberproduktion an TNF gilt daher alshpphysiologische Ursache zahlreicher
Entziindungs- und Autoimmunerkrankungen wie z.B. déonbus Crohn, der Rheumatoiden
Arthritis, der Psoriasis-Arthritis oder der Multgnl Sklerose (Kwon et al., 2003; Wajant et al.,
2003). Auch das Auftreten von Diabetes mellitusteAosklerose, Herzinfarkten, Allergien
und zahlreichen weiteren Erkrankungen ist mit einerhohten Serumspiegel an TNF
vergesellschaftet (Aggarwal et al.,, 2002; Locksttyal., 2001). Bei der Entstehung des
septischen  Schocks, sowie dem Auftreten akuter oRostgsreaktionen nach
Organtransplantationen konnte dem Zytokin eine wtisbhe Beteiligung nachgewiesen
werden (Aggarwal et al., 2002; Beutler und Cerarh@85; Hehlgans und Pfeffer, 2005;
Mannel und Echtenacher, 2000).

1.2.1 Die TNF —Rezeptoren

TNF ist ein Zytokin, das seine grof3e Anzahl bicdober Funktionen Uber die Aktivierung
zweier Rezeptoren, dem TNFR1 (Tumornekrose-FakemeRtor Typ 1, CD120a, p55/60)
und dem TNFR2 (Tumornekrose-Faktor Rezeptor TYP2120b, p75/80) vermittelt.

Sowohl bei Patienten mit chronisch entzindlicherrnizakrankungen (Holtmann et al.,
2002b), als auch bei den Krankheitsbildern der Riaaiden Arthritis (Gattorno et al., 1996;
Kruglov, 2008), dem Systemischen Lupus erythematof{kderka et al., 1993), der
Glomerulonephritis (Vielhauer, 2005), sowie bei t&ku AbstoRungsreaktionen nach

Nierentransplantationen (Al-Lamki et al., 2001, fiodnn et al., 2009) wurde eine erhdhte
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Expression an TNF-Rezeptoren registriert. Der Zusanhang der Rezeptorkonzentration
und der Pathogenese dieser und zahlreicher wekgeatkheitsbilder zeigt, dass den TNF-
Rezeptoren in der Vermittlung sowohl immunologis¢chals auch inflammatorischer
Signalkaskaden eine aullerst bedeutende regul&®@riBolle zukommt (Aderka, 1996;
Aggarwal et al., 2003).

Der TNFR1 und der TNFR2 gelten dabei als klassis®legtreter der TNF-Rezeptor
Superfamilie, die inzwischen 29 Rezeptoren umfédsthigans und Pfeffer, 2005). Dabei
handelt es sich um Typ-I-Membranproteine, die a&mgnsames Merkmal mehrere
cysteinreiche Doméanen im extrazellularen Bereicitben (ldriss und Naismith, 2000).
Zwischen den verschiedenen TNF-Rezeptoren gibllessliags auch einige Unterschiede. Im
Gegensatz zum TNFR1, der aulRer auf Erythrozytedeu®berflache aller Zellen konstitutiv
vorhanden ist, ist die Expression des TNFR2 stresguliert und auf die Zellen des
Immunsystems, sowie Endothelien und die ZellenMEmwensystems beschrankt (Aggarwal,
2003). Ein weiterer Unterschied besteht in der it der Rezeptoren zum I6slichen bzw.
membrangebundenen TNF. Wahrend der TNFR1 durcle b@dmen aktiviert werden kann,
gilt der TNFR2 vor allem fir die membrangebundeRerm des TNFRals Zielstruktur (Grell

et al., 1995; Grell et al., 1998b). Weitere expemtelle Untersuchungen zeigten, dass der
Maus-TNFR1 (mTNFR1) sowohl humanes (hTNF), als aM&us-TNF (mTNF) bindet,
wahrend der Maus-TNFR2 (mMTNFR2) nur von mTNF aktitvivird, daneben aber auch mit
LTa als Liganden interagiert (Ameloot et al., 2001wise et al., 1991). Ein gemeinsames
Merkmal aller TNF-Rezeptoren ist die Trimerisierutgs Rezeptors nach der Bindung des
Liganden (Chan et al., 2000), die eine notwendigaaussetzung fur den Ablauf der
jeweiligen rezeptorspezifischen SignalkaskadeAibb(4).

Ein Grolteil der TNF- Rezeptoren, darunter auch @MeFR1 und der TNFR2, kommen
neben der membrangebundenen Form (mem.TNFR) auemen I6slichen Form (STNFR)
vor. Die léslichen Rezeptoren werden dabei entwgdeteolytisch von der Zelloberflache
abgespalten, oder aber direkt in den Extrazellalsr sezerniert. Sie kbénnen dann die
Funktion des TNF antagonisieren und fungieren soatst natlrliche TNF-Inhibitoren
(Engelmann et al., 1989; Gatanaga et al., 1990jgdak und Mannel, 2002; Hehlgans und
Pfeffer, 2005). Dabei konkurrieren sie mit den stélhdigen Rezeptoren um den gleichen
Liganden und Ubernehmen so die extrazellulare Ragulg der lokalen und systemischen

TNF-Konzentration.
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Abbildung 4: Uberblick tiber die Signalkaskaden de§’NFR1 und TNFR2

(modifiziert nach Kruglov et al., 2008)

Der TNFR1 rekrutiert nach Trimerisierung weitereapptermolekile wie das RlPeCeptor-interacting protein)l
und TRAF2 TNFR-associated factor)2die Uber eine Aktivierung des N&B (nuclear factorxB), c-Jun N-
terminale Kinasgund p38, zur Expression proinflammatorischer antd-apoptotischer Gene fithren. Uber die
zytoplasmatische Todesdomanedth domainDPD) des TNFR1 werden die Proteine TRADDNF receptor-
associated death domgjriFADD (Fas-associated death domaund RIP angelagert, was Uber eine Aktivierung
weiterer Effektorcaspasen zur Zellapoptose fiihie. Signalkaskade des TNFR2 fiihrt ebenfalls (ibeNdfiaB-

Signalkaskade zur Hochregulation proinflammatomssamd anti-apoptotischer Proteine.

1.2.1.1 Die Signaltransduktion des TNFR1
Die Tatsache, dass der TNFR1 auf nahezu allenrzdds menschlichen Korpers vorkommt,
zeigt seine zentrale Stellung in der Vermittlundple@icher fir den Organismus essentieller

Aufgaben (Aggarwal et al., 2003; Kruglov et al.08)
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Zu der Gruppe der Apoptose-induzierenden RezeptdeenTNFR-SF gehdren neben dem
TNFR1 auch der Fas (CD95) und der TRAIL-LigantNF-related apoptosis inducing
ligand), die als gemeinsames Merkmal eine intrazelluldodesdoméanedgath domainDD)
besitzen, die als Bindestelle fir weitere Adaptdekigle dient. So kénnen sich nach der
Ablésung des inhibitorischen Proteins SOdilencer of death domainjon der Innenseite
der Membran weitere Proteine wie das TRARFRAIFR-associated factor)2RIP (eceptor-
interacting protein-1 und FADD (as-associated death domaian die frei gewordene
TRADD (TNF receptor-associated death domjaamlagern. Durch die Rekrutierung weiterer
Signalproteine wie der Caspase 8 entsteht der aogédeath inducing signaling complex
(DISC), der uber die Caspase 3 zu einer Fragmengeder DNA und zur Apoptose fuhrt
(Abbas, 2007; Baker und Reddy, 1998; MacEwan, 2002)

Die ebenfalls Uber den TNFR1 vermittelte anti-aptipthe und proinflammatorische
Signalkaskade verlauft Gber die Proteinkinasen Rivd TRAF2, die eine Schlisselrolle bei
der Aktivierung des NkeB besitzen (Kelliher et al., 1998). Durch Phospheryng der
Inhibitorproteine IkB (inhibitory kB) wird NF«B im Zytoplasma aktiviert und gelangt in den
Zellkern, wo es als Transkriptionsfaktor die Exgiens diverser Gene steuert (Devin et al.,
2000). Zusatzlich kann tber die Rekrutierung vorAFR2 und RIP-1 auch eine Aktivierung
von MAP-Kinasen rhitogen-activated proteinr wie JNK €-Jun N-terminal kinase)nd p38
erfolgen, was ebenfalls zu einer vermehrten Prodoktproinflammatorischer, anti-

apoptotischer und proliferativer Proteine fuhrt (dve et al., 2003).

1.2.1.2 Die Signaltransduktion des TNFR2

Der TNFR2 wird, anders als der TNFR1, nicht koastit auf nahezu allen Zellen, sondern
erst nach Stimulierung proinflammatorischer Zytekibakterieller Proteine oder Noxen auf
den Zellen des Immunsystems exprimiert (Aggarwdp3). Obwohl noch nicht alle
strukturellen und funktionellen Eigenschaften dédR2 hinreichend geklart sind, wird ihm
eine grol3e Bedeutung in der Regulation und Modwianahlreicher Entziindungsprozesse,
sowie in der Steuerung der Zellproliferation und lld&erenzierung zugeschrieben
(MacEwan, 2002). Uber eine direkte Bindung von Adggroteinen wie dem TRAF2, wird
der anti-apoptotische Transkriptionsfaktor KiB-aktiviert (Wajant et al., 2003; Mac Ewan,
2002).

Neben der NKB-Signalkaskade kdonnen die TRAFs auch die c-Juerihinalen Kinasen
(JNK) aktivieren und so die Transkription zahlr@&ckveiterer Proteine initiieren. Der TNFR2

besitzt zwar selbst keine intrazellulare Todesdan&ann aber Uber die Anlagerung des
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TRAF2 an die DD-haltige Proteinkinase RIP die Casglidaskade aktivieren und so die uber
den TNFR1 vermittelte Apoptose induzieren (Grell at, 1993; Haridas et al., 1998;
Pimentel-Muinos und Seed, 1999; MacEwan, 2002).

Da der TNFR2 seinen Liganden mit sehr hoher Affiniiindet, entstand die Hypothese des
Jligand passing“. Demnach fangt der TNFR2 das TNFumd erh6ht damit die lokale
Konzentration des Zytokins, was dann wiederum alielBindung an den TNFR1 erleichtert
(Tartaglia et al., 1993b). Neben dieser Rolle algn&verstarker der tUber den TNFR1-
vermittelten Signalkaskaden, liegt eine der phygjgchen Hauptfunktionen des TNFR2 in
der Steuerung der Thymozytenproliferation (Grelbket 1998a; Tartaglia et al., 1993a) und
der Co-Stimulation von T-Zellen (Aspalter et al003; Chen et al., 2007; Kim et al., 2006).
Eine pathophysiologische Bedeutung besitzt der TAIRR der Entstehung zahlreicher
immunologischer Krankheitsprozesse. Bei Patientka, an chronisch-entziindlichen oder
autoimmunbedingten Erkrankungen wie z.B. dem MorBushn (Holtmann et al., 2002a)
oder der Glomerulonephritis (Vielhauer et al., 20@den, wurde eine Hochregulation des
TNFR2 auf den Korperzellen nachgewiesen. Auch dasftréten von akuten
AbstoRRungsreaktionen nach Organtransplantationemitsder vermehrten Expression des
TNFR2 vergesellschaftet (Brown et al., 2002; Hoffimat al., 2009).

1.2.2 Therapeutische Moglichkeiten im TNF/TNFR-System

1.2.2.1 TNF-Therapie

Aufgrund der Beobachtungen friiherer Studien, inedenNF eine nekrotisierende Wirkung
auf Tumorgewebe zeigte, erschien das Zytokin alsirgeressantes und vielversprechendes
Mittel in der Behandlung von Krebserkrankungenklimischen Studien zeigte sich jedoch,
dass mit der Applikation des Zytokins zahlreicheb&mvirkungen wie Fieber, Ubelkeit,
Appetitverlust, Herzrhythmusstérungen, Leukopeniad uNeuro- sowie Lebertoxizitat
auftraten European Medicines Agenc3009; Heim et al. 1990). Die zum Teil sehr sclemer
Begleiterscheinungen einer TNF-Therapie machen rdalne &uflerst strenge
Indikationsstellung und genaue Therapieliberwachurtgvendig. In Deutschland befindet
sich derzeit nur das Arzneimittel Tasonermin (Hdsm@me Beromun®) in der klinischen
Anwendung. Dabei handelt es sich um das rekombihangestellte TNF, das bei nicht
resezierbaren Weichteilsarkomen der Extremitaten \&z&rmeidung oder Herauszdgerung
einer Amputation und zur palliativen Behandlunggesetzt wird. Da die notwendige Dosis
fur eine systemische Anwendungpaust toxisch ist, muss die Applikation Uber eirdieste
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Extremitaten-Perfusion unter Vollnarkose und Hyjpemnie erfolgen (Eggermont et al., 1997,
Eggermont und Hagen, 2001; Lejeune et al., 2008ha&d et al., 2007).

Der Wirkmechanismus von TNF besteht darin, dassliesProliferation der Tumorzellen
hemmt und die Apoptose der Endothelien induziegdudch wird das Tumorgefal3system
geschadigt und die Permeabilitat des Tumorgewebiesdds co-applizierte Zytostatikum
Melphalan (Handelsname Alkeran®) deutlich erhohigégy et al., 2006; Lejeune und Rlegg,
2006). Da die systemische Toxizitat den Einsatz VNifr in der Klinik stark einschrénkt, ist
die Erforschung neuerer Mdoglichkeiten einer TNF+HEpee von grol3er Bedeutung. Erste
Erfolge zeigten sich bereits durch die Entwicklwiges neuen Derivats des TNF-Liganden,
das aus 3 monomeren Einzelketten besteht und Ud@rdRinker verbunden ist. Hierbeli
konnte eine gegenuber dem trimeren TNF deutlicheggte Stabilitat, sowie eine erhéhte
anti-tumorale Aktivitat bei einer deutlich vermimten Toxizitat nachgewiesen werden
(Krippner-Heidenreich et al., 2008).

Dies lasst auf eine entscheidende Weiterentwicklumgl einen Fortschritt in der

Krebstherapie hoffen.

1.2.2.2 Anti-TNF-Therapie

Da bekannt ist, dass ein pathologisch erhohter BMRiMmspiegel im Organismus mit der
Entstehung zahlreicher entziindlicher und auto-inwtagischer Erkrankungen einhergeht, ist
diese Molekul seit jeher Zielstruktur in der immiogischen Forschung und bei der
Entwicklung neuer therapeutischer Strategien.

Durch die Antagonisierung des TNF kann seine bistdwe Aktivitat direkt gehemmt werden
und zugleich auch die Ausschittung weiterer prammatorischer Zytokine, wie dem IL-1,
dem IL-6 und dem IFN+ unterbunden werden (Charles et al., 1999). Dalmamtidie Anti-
TNF-Therapie in der Behandlung zahlreicher Autoimerkrankungen, wie der
Rheumatoiden Arthritis (Moreland, 1997; Olsen urteirs, 2004), der Psoriasis-Arthritis
(Mease et al., 2000), der Ankylosierenden SpondyiElewaut und Matucci-Cerinic, 2009),
der Colitits Ulcerosa und dem Morbus Crohn (Deventi®©99; Reimund et al., 2007;
Wiedmann et al., 2009) eine bedeutende Rolle ein.

Da mit einer Anti-TNF-Therapie auch die physiolafie Funktion des Zytokins unterbunden
wird, ergeben sich im Rahmen der Therapie haufigblPme und zum Teil schwerwiegende
Nebenwirkungen (Weinberg und Buchholz, 2006). DaFTéin wichtiger Mediator in der
Abwehr intrazellularer Infektionserreger, wie devtycobacterium tuberculosisder dem

BakteriumListeria monocytogeneist, sind das Auftreten dieser schweren Infektioe@e
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haufige Begleiterscheinung in der anti-TNF-Thergi@8fman et al., 2003). Ein signifikant
erhohtes Risiko von Reaktivierungen latenter Tubledeinfektionen konnte bereits in
mehreren Studien belegt werden (Long und Gardar@3;2Gardam et al., 2003; GOmez-
Reino et al., 2003). Aber auch zahlreiche weiteaktdrielle und virale Infektionen, sowie
opportunistische Pilzinfektionen kdnnen im Rahmesr dnti-Zytokin-Therapie auftreten
(Berg, 2004; Lee et al., 2007; Slifman et al., 2003

Da ein Teil der eingesetzten Medikamente mausli€hesein enthalt, kann es im Serum der
Patienten zur Antikdrperbildung gegen die chimaaah-TNF-Antikorper kommen (HACA:
human anti-chimeric antibodigsDadurch ist nicht nur die Halbwertszeit und lielogische
Wirksamkeit des Medikaments herabgesetzt, sondech das Risiko fur lokale allergische
Reaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schocklidewgrhoht (Baert et al., 2003). Daraus
ergibt sich fur die anti-TNF-Therapie eine aul3estenge Indikationsstellung und die
Notwendigkeit einer engmaschigen Therapieiberwaghum den therapeutischen Benefit
mit den einhergehenden Nebenwirkungen fur jedereitan individuell abzuwégen.

In Deutschland befinden sich derzeit finf anti-TNkerapeutika in der Kklinischen
Anwendung und ein Weiteres in der klinischen Erprap(Abb.5).

Infliximab (Handelsname Remicade®), ein bereitsA 89gelassener chimarer monoklonaler
Antikorper wird zur Behandlung der RheumatoidenhAtts, dem Morbus Crohn, der Colitis
Ulcerosa, der Ankylosierenden Spondylitis und deorRsis-Arthritis eingesetztPéul
Ehrlich Institu). Der konstante Teil besteht aus einem humanenxlg@d wurde mit der
variablen Region eines MaushTNF-Antikdrpers fusioniert. Infliximab neutralesit sowohl
|6sliches, als auch membrangebundenes TNF (Scatlah, 1995, Scallon et al., 2002) und
verhindert damit die Ausschittung weiterer prodnfimatorischer Zytokine und die
Expression von Adhasionsmolekilen, was die Einwamdgvon Leukozyten in das Gewebe
unterbindet (Charles et al., 1999; Taylor et &0®.

Um die Immunogenitat und die Kinetik dieses monaklen Antikoérpers zu verbessern,
wurde mittels Phage-Display-Technologie der volidi§ humanisierte anti-TNF-Antikorper
Adalimumab (Handelsname Humira®) hergestellt. Das irkjgvofii und das
Anwendungsgebiet des seit 2003 zugelassenen maorad&io Antikdrpers entsprechen
demjenigen des Infliximab. Seit 2009 steht der humaAntikdrper Golimumab
(Handelsname Simponi®) zur Verfiigung, der zur Tpieraler Rheumatoiden Arthritis, der
Ankylosierenden Spondylitis und der Psoriasis Atitheingesetzt wird. Im Gegensatz zum
Adalimumab erfolgt hier die subkutane Injektion mehr einmal im Monat (Boyce et al.,
2010).
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Ein weiterer, seit dem Jahre 2000 fur die anti-TNferapie zugelassener Arzneistoff ist das
Etanercept (Handelsname Enbrel®). Dabei handeltsieh um ein gentechnologisch
hergestelltes, dimeres Fusionsprotein, das ausegigazellularen Bindungsdoméne des
humanen TNFR2 und dem konstanten Anteil eines hamagG-Antikdrpers besteht
(Peppel et al., 1991). Dieses besitzt eine deutliendngerte Halbwertszeit und eine
gesteigerte Affinitat fr TNF, wobei eine zusathkcBindungsfahigkeit fur Ld besteht. Das
Wirkspektrum entspricht jedoch im Wesentlichen dargen der bereits beschriebenen anti-
TNF-Antikorper.

Das neueste, seit 2009 auch in Europa zugelassdéi¢F-Therapeutikum ist das zur
Behandlung des Morbus Crohn und der Rheumatoidéimrifds zugelassene Certolizumab-
Pegol (Handelsname Cimzia®). Bei dem unter dem iBeGDP-870 entwickelten TNF-
Blocker handelt es sich um ein Fab-Fragment einglsornbinanten, humanisierten
monoklonalen Antikorpers, der an Polyethylenglykohjugiert wurde. In zwei doppelblind-
angelegten, Placebo- kontrollierten Studi®@RECISE lund PRECISE 2 mit tber 660
Patienten, die an mittelschwererem und schweremb®orCrohn litten, konnte die
Wirksamkeit des Medikaments anhand eines in 23 %r d&llle sinkenden
Entzindungsparameters CRP (C-reaktives Proteingmgdupr 16 % in der Placebogruppe
nachgewiesen werden (Sandborn et al., 2007, Sehretbal., 2007). Durch weitere Studien
konnte die Effektivitdt einer Certolizumab-Thera@ach fur Patienten mit Rheumatoider

Arthritis belegt werden (Fleischmann et al., 20Q8ystone et al., 2008; Smolen et al., 2009).
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Y5

Infliximab Adalimumab, Etanercept Certolizumab
Golimumab
¢ Fc- Region eines humanen IgG ) hTNFR2- (ECD)
@ Murine variable Region <@ Polyethylenglykol-
@ Rekombinante humane variable Region Molekl

Abbildung 5: Schematische Darstellung bisher erhalicher TNF-Antagonisten.

(nach Fleischmann und Shealy, 2003)

Strukturell enthalten Infliximab und Adalimumab dienstante Fc-Region eines humanen IgG.

Etanercept ist ein Fusionsprotein aus der extndzedin Domane (ECD) des hTNFR2 und dem konstanten
Anteil eines humanen Immunglobulins. Certolizumathélt das Fab-Fragment eines humanen IgG, dafman e

Polyethylenglykol-Molekil gekoppelt ist.

Da flr viele Patienten nach Versagen konventiondlleerapiemalinahmen eine anti-TNF-
Therapie oft die einzige therapeutische Moglichkestbleibt, ist die Entwicklung neuer
Medikamente, die ganz spezifisch in das komplex&/TNFR-System eingreifen, dringend
notwendig. Eine Blockierung der Krankheits-veruhsawen Signalkaskaden unter
Beibehaltung protektiver und lebenswichtiger Funmkéin des Zytokins ist Gegenstand der
derzeitigen pharmakologischen Forschung. Das HEmeieines maximalen Therapieerfolgs
unter Minimierung unerwinschter Nebenwirkungen sotérstes Ziel in der Weiter- und

Neuentwicklung von anti-TNF-Therapeutika.
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1.3 Zielstellung der Arbeit
Da eine fehlgesteuerte TNF-Produktion in der Pdilgsiplogie zahlreicher

Autoimmunerkrankungen und einer Vielzahl akuter unchronisch-entzundlicher
Krankheitsbilder (z.B. Rheumatoide Arthritis, ModbGrohn, Psoriasis-Arthritis) mafigeblich
beteiligt ist, ist die Erforschung der genauen Bwbchanismen von grundlegender
Bedeutung. Die derzeit erhéltlichen anti-TNF-Thexjka weisen multiple und héaufig sehr
schwerwiegende Begleiterscheinungen auf, wie ea die/ erhbhte Infektionsgefahr und die
maogliche Reaktivierung latenter Tuberkulose-Infekén sind. Fir die Weiterentwicklung
der anti-Zytokin-Therapie ist daher ein gezieltendsff in die jeweilige TNF-vermittelte
Signalkaskade notwendig. Mit der Entwicklung Reaejselektiver Medikamente ergabe sich
die Mdglichkeit, den Therapieerfolg zu erh6hen undjleich die Nebenwirkungen einer
systemischen-TNF-Therapie zu minimieren.

Um die Wirkungen TNFR2-vermittelter Signalkaskad@sser aufklaren zu kénnen, ware es
wichtig, einen spezifischen, gegen den mTNFR2 p&ten Antikdrper zur Verfigung zu
haben, der durch seine blockierenden oder aktivieme Eigenschaften eine genaue
Erforschung des Rezeptors ermdglicht. Ein solcimeder Maus hergestellter monoklonaler
Antikdrper mit agonistischer oder antagonistischktivitat auf seinen Zielrezeptor wéare ein
geeignetes Instrument, die Auswirkungen der Ligaridezeptor-Interaktion auch in vivo
grundlegend zu erforschen. In einem weiteren Sckiihnten dann neue therapeutische
Ansatzpunkte entwickelt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, mitifedider Hybridomatechnik einen
neuartigen, gegen den TNFR2 der Maus gerichtetemokbonalen Antikdrper mit
aktivierenden oder blockierenden Eigenschaften uséelen. Der gewonnene Antikorper
sollte dann auf seine Bindungsspezifitat im ELISAn, Dot Blot- und im Western Blot-
Verfahren, sowie in der Durchflusszytometrie Ub@éfijpwerden.

Zur weiteren funktionellen Charakterisierung wurdker Antikdrper auf mdgliche
kreuzreaktive Eigenschaften gegeniuber dem mTNFRIN# induzierten Zytotoxizitatstest
hin untersucht. Zur Analyse agonistischer oder gorisstischer Eigenschaften des
Antikorpers auf den mTNFR2 wurde dieser in weiteBgrassays mit der cytotoxischen CT-6

Zelllinie eingesetzt.
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Tabelle 2: Liste derzeit erhaltlicher TNFR2-Antikorper

bePzreoi((j::’J]ﬁtL-lng Klon Aggg)r;' Konjugationsart Funktion Hersteller
fl\l/lTaI\Lljlgg-Z 80M2 | monoklonal L?J]?(grr]msj/lljlgr(tert antagonistisch{ Cell Sciences
rl\l/ITaI\LljlggZ 80M2 | monoklonal l:II:’TEC Intel\fr?aljt;onal
I‘I\l/lTaI\LIJEg-Z MR2-1 { monoklonal L?rlfl)(tcl)mglr(tert agonistisch Cell Sciences
rl\l/ITal\LljlggZ polyklonal agonistisch Cell Sciences
E?hnTirlllcl?lgg_ polyklonal agonistisch Cell Sciences
Hg;”ﬁﬁg TR{;SS- monoklonal éII:E Serotec
Biotin
Hrs_?li;eéeé' polyklonal agonistisch Cell Sciences
n??lt\ltle:gz HM102 | monoklonal ut?.ggwg retrt agonistisch Cell Sciences
ﬁ?ﬁi‘gz HM102 | monoklonal FIIDTEC Cell Sciences
Kaninchen- polyklonal agonistisch Cell Sciences

a-MTNFR2
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 3: Ubersicht Geréate

Gerat Hersteller
ARIA Durchflusszytometer Becton Dickinson, Heidelpe
Blotanlage Biometra

Begasungsbrutschrank-Cell safe

Integra Bioscierg&a;,, Schweiz

ELISA Reader

MWG Biotech, Ebersberg

Eppendorf Thermoblock

Eppendorf, Hamburg

FACScan Flow Cytometer

Becton-Dickinson, Heidelberg

Geltrockner Slab Dryer Model 483

BioRad, Miinchen

Gelelektrophorese-Apparaturen

BioRad, Minchen

Hypercassette

Amersham, Little Chalfont, GB

Inkubatoren

Heraeus, Hanau

Laminair Flow HB 2448- Sterilbank

Heraeus, Hanau

Mikroskop (Zellkultur)

Olympus, Hamburg

Neubauer Zahlkammer

Brand, GielRen

Optimax X-RAY Film Processor

MS Laborgerate Heidelberg

Vortexer MS2 Minishaker

IKA Works, Wilmington, NCJ/SA

Waagen:

Sartorius R160P

Sartorius, Goéttingen

Sartorius L2200S

Sartorius, Gottingen

Zentrifugen:

Beckmann J2-21 M/E Zentrifuge

Beckmann, Minchen

Beckmann L-70 Ultrazentrifuge

Beckmann, Miinchen

Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg

Thermoblock BIO TDB-100

Hartenstein, Wirzburg
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2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Tabelle 4: Ubersicht Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

6-, 24-, 48-, 96-Lochplatten Falcon, Heidelberg

Bottle Top Sterilfilter 75 mm Nalgene

ELISA 96-Loch Platten Falcon, Heidelberg
Eppendorf Cups Eppendorf, Hamburg

FACS R6hrchen Labor Schubert, Schwandorf

FUJI Medical X-Ray FILM 100 NIF 18x 24  FUJIFILM Cooration, Tokyo

HiTrap Protein G HP Sepharose-Saule 1ml GE Heaithéaeiburg

Mikrotiterplatten Falcon, Heidelberg
Pipetten, steril Sarstedt, Numbrecht
PVDF-Millipore Membran (Pore size Bio Rad Laboratories
0,45 um) fur Dot Blot

PVDF-Millipore Membran (Pore size Millipore

0,45 um) fur Western Blot

Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg
Sterilfilter Minisart 0,80 um Sartorius, Gottingen
Whatman Filterpapier Laborcenter, Nurnberg
Zellkulturflaschen (70, 250, 750 ml) Falcon, Helul
Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml) Falcon, Heidelberg
Zellsieb 40 um Falcon, Heidelberg

Zellkulturschale, 10 cm Falcon, Heidelberg
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2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Ubersicht Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/ Reagenz

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich, Deisenhofen

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Actinomycin D

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Agarose, electrophoresis grade

GIBCO/Invitrogen]dfahe

Ampicillin

Roche Diagnostics, Mannheim

AP Tabletten

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma Aldrich, Deiseféro

CFSE

Invitrogen, Karlsruhe

Coomassie Brilliant Blue R250

Fluka, Buchs, Schweiz

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

DMEM-Fertigmedium

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Entwicklerflissigkeit NOWA Solution A, B
250 ml

MIBITEC GmbH, Goéttingen

Dulbecco’s PBS steril (1x)

PAA Laboratories, Aigstr

Ethanol Merck, Darmstadt
Fotales Kalberserum (FCS) PAN Biotech, Aidenbach
Gentamycin ICN, Meckenheim

G-418 (Geneticin) Solution 50 mg/ml

Roche DiagnmsstMannheim

HEPES

Sigma Aldrich, Deisenhofen

L-Glutamin PAN Biotech
Natriumdodecylsulfat (SDS) Sigma Aldrich, Deiserdrof
Penicillin-Streptomycin-L6sung PAN Biotech
Polyethylenglycol Roche Diagnostics, Mannheim
Protein Standard All Blue Bio Rad

Ratiphorese Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth GmbH, KaHsru

Rec IL 2 (16 U/ml)

Sigma Aldrich, Deisenhofen

RPMI 1640

Sigma Aldrich, Deisenhofen

TNF human, rekombinant

BASF, Ludwigshafen

TNF murin, rekombinant

Peprotech, London

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Trypanblau

Sigma Aldrich, Deisenhofen

Trypsin-EDTA-LOsung

PAN Biotech

Tween® 20

Fluka, Buchs, Schweiz
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2.1.4 Losungen, Puffer und Medien

Tabelle 6: Ubersicht Lésungen, Puffer und Medien

Losung/ Puffer/ Medium

Attribute

Blockierlosung fur
ELISA, Dot Blot, Western Blot

10 % (w/v) Magermilchpulver in TBS

Coomassie-Blau Farbeldsung

10 % HCI
40 % Ethanol
0,2 % Coomassie Brilliant Blue
50 % dem. HO

Coomassie-Entfarbeldésung

40 % Ethanol
10 % Essigsaure

50 % dem. HO
Einfriermedium fir Zellen (2x) 20 % DMSO

80 % FCS
ELISA-Substratpuffer (AP) fur Sigma 9,8 % (v/v) Diethanolamin
Tabletten 24 mM MgCb

in dem. HO (pH 8,9)

ELISA-Waschl6sung (TBS-Tween®)

0,05 % (v/v) TweeR®in TBS

Erythrocyten-Lysepuffer

0,17 M Nyl

FACS-Waschpuffer

10 % (v/v) FCS in PBS

HAT-Medium

500 ml RPMI 1640

0,02 % (v/v) HAT-L6sung

10 % (v/v) FCS

1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung
50 uM Mercaptoethanol

HT-Medium

500 ml RPMI 1640

0,02 % (v/v) HT-L6sung

10 % (v/v) FCS

1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung
50 uM Mercaptoethanol

Lammli-Elektroden Puffer (5x)

120 mM Tris Base
0,95 M Glycin
0,5 % SDS

Lammli-Probenpuffer (4x)

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
4 % SDS
40 % Glycin
20 % Mercaptoethanol
0, 16 % Bromphenolblau
mit konz. HCI auf pH 6,8 einstellen
4 ml Mercaptoethanol
auf 100 ml mit HO auffillen

Milchpulverlésung zur
Antikorperverdiinnung

0,5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS

PBS (pH 7,3)

137 mM NacCl
6,5 mM NaEHPO4x HZO

1,5 mM KH,PO,
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2,7 mM KCI
in dem. BO

PBS-T

500 pul Tween® 20 in 1 Liter PBS

Sammelgel-Trispuffer (pH 6,8)

0,5 M Tris-HCI

SDS-Probenpuffer

20 % Glycerin
125 mM Tris (pH 6,8)
2 % SDS
0,02 % Bromphenolblau
2 % [3-Mercaptoethanol

Standardkulturmedium

500 ml RPMI 1640
10 % FCS
1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung
50 uM Mercaptoethanol

TBS-Puffer (pH 7,4) 140 mM NacCl

3 mM KCI

16 mM Tris

in dem. HO
TBS-T-Puffer 500 pl Tween® in 1 Liter TBS
Trenngel-Trispuffer (pH 8,8) 1,5 M Tris-HCI

Triton X-100 Lésung 0,1 %

0,1 % Triton X-100 in derO

Trypanblau-L6ésung

0,15 % Trypanblau
150 mM NacCl
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 7: Ubersicht Antikorper

Antikorper Konzentration Einsatzgebiet Hersteller
Goata-mouse-lgG ] . .
(v-chain specific)-AP 1:5000 ELISA Sigma Aldrich
a-mouse-lgG-HRP 1:5000 Western Blot BD Pharmingen
Goate-mouse-1gG . . :
(whole molecule)-POX 1:5000 Western Blot Sigma Aldrich
mouses-Penta-His-1IgG 1:5000 Western Blot Quiagen
Donkey#-Human-IgG- . Jackson Immuno
HRP/F(ab’}-Fragment 1:5000 Western Blot Research (Dianova)
. T-Zell I
a-mouse-CD3 (Klon 2C11) 1:5000 Stimulierung Becton-Dickinson
a-mouse-CD28 (Klon 35.71) 1:5000 ;izn?lljllierung Becton-Dickinson
a-mouse-CD120b-AF 647 1:20 FACS Serotec
a-mouse-CD8a-PE 1:200 FACS BD Pharmingen
a-mouse-CD4-PaBlue 1:200 FACS BD Pharmingen
a-mouse-Fg -receptor 11/111 . .
(Klon 2.4G2, 1,84 mg/ml) 1:150 FACS Eigene Herstellung
a-mouse-IgG-FITC 1:100 FACS Dako-Cytomation
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2.1.6 Zelllinien

Tabelle 8: Ubersicht Zelllinien

Splitfrequenz/

Zelllinie Kulturmedium Wachstum . ety
Splitverhaltnis
CHO tg RPMI 1640
(Chinesische 10 % (v/v) FCS adharent 2x pro Woche
Hamsterovarialzellinie, 1 % Pen/Strep-Ldsung 1:20
transgen) 0,1 % G-418(Neomycin)
CHO wt
. . RPMI 1640
(Chinesische 10 % (v/v) FCS adharent  2X Pro Woche
Hamsterovarialzellinie, 1 % Pen/Strep-Losun 1:20
Wildtyp) 0 P 9
RPMI 1640
10 % (v/v) FCS
1 % Pen/Strep-Ldsung
?I\;Iraﬁs-T-Zelllinie) 3 mM L-Glutamine, Suspension ?zpro Woche
1 mM Sodium Pyruvate, '
50 uMp-Mercaptoethanol,
100 U/ml rec IL2
L.629 RPM 1640
10 % (v/v) FCS, . 3x pro Woche
(Maus- N adharent i
Fibrosarkomzelllinie) 1 % Pen/Strep-Losung 1:20
0,1 % Gentamycin
Sp2/0-Agl4 RPMI 1640
(Maus-Myelomazelllinie) 10 % (v/v) FCS Suspension 2X.Pro Woche

1 % Pen/Strep-Ldsung

1:5
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2.1.7 Rekombinante Rezeptorproteine

FUr die Immunisierung der Mause wurde das von ddyeisgruppe von Frau Prof. Dr.
Daniela Mannel rekombinant hergestellte RezepttepronTNFR2-(ECD)-V5-His (Abb.6)
verwendet. Dieses Protein wurde mit Hilfe eines NDEA Vektors (pMTBip/V5-His,
Invitrogen) in Drosophila-Schneider 2-Zellen (DSeXprimiert und kloniert.

Es enthédlt die extrazellulare Domane (ECD) des MAMBR2 (mTNFR2), an dessen
Carboxylende ein V5-Epitop und ein Polyhistidiag gekoppelt sind.

Im Folgenden wird das Protein mit der BezeichnomigNFR2-V5-Hisangegeben.

MTNFR2-(ECD)-V5-HIS

mTNFR2- (ECD) | V5-HIS

~30 kDa

Abbildung 6: Schematische Darstellung und Molekulagewicht des zur Immunisierung verwendeten
Proteins MTNFR2-(ECD)-V5-His.

Das in DS-2 Zellen exprimierte und klonierte Proteesteht aus der extrazellularen Doméne (ECDMiass-
TNF-Rezeptors Typ2 (mMTNFR2). Daran wurde ein V5t&pimit einem Polyhistidinag (V5-HIS) gekoppelt.
Das molekulare Gesamtgewicht liegt bei etwa 30 kDa.

Der Nachweis spezifischer Antikbrper im ELISA-, D8lot- und Western- Blot- Verfahren
erfolgte mit dem rekombinanten mTNFR2-(ECD)-IgGydPeotein (Abb.7). Dieses wurde
ebenfalls mittels DesMTA-Vektor (pMTBip/V5-His, litvtogen) in den DS-2-Zellen
hergestellt. Es enthalt die ECD des mTNFR2, anetlie Fc-Doméane eines humanen IgG
gekoppelt ist. Das Protein erhalt im weiteren Ta&gtBezeichnunghnTNFR2-1gG
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mTNFR2- (ECD)- higG- (Fc)

mTNFR2(ECD) higG-(Fc)

~53,5 kDa

Abbildung 7: Schematische Darstellung und Molekulagewicht des zum Nachweis spezifischer Antikorper
verwendeten Proteins mMTNFR2-(ECD)-lgG-(Fc).

Das in DS-2 Zellen hergestellte Protein bestehtdamusextrazellularen Doméane (ECD) des mTNFR2, undre
Fc-Domane eines humanen IgG (higG-Fc). Das Gesavitigedes Rezeptorkonstrukts liegt bei etwa 53,akD

Die bei -80°C tiefgefrorenen Proteine wurden beid&€é aufgetaut und von der

Ausgangskonzentration 1mg/ml auf die gewiinschtezKptration verdinnt.

2.1.8 Tiere

Tabelle 9: Tiere

Tier Herkunft

C57BL/6J TNFRZ Eigenzucht Universitat Regensburg
C57BL/6J Wildtyp Jenvier, Le Genest, France
NMRI-M&use Charles River, Sulzfeld

2.2 Methoden

Alle Experimente fanden, wenn nicht anders besbbnge bei Raumtemperatur (RT) und
unter Verwendung steriler Reagenzien und Gefalte sta

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Die zellbiologischen Arbeiten wurden unter einegriibank (Laminar Flow HERAsafe® KS)
durchgefuhrt. Die verwendeten Zelllinien und Prikudturen wurden mit den angegebenen
Medien (Tab.8) bei 37 °C, 5% GO Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit in einem
Begasungsbrutschrank (Cell safe) kultiviert.
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2.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Herstellung eines Zellstocks wurden die Zellmnéchst bei 300 g pelletiert und

anschlieBend in Einfriermedium (10 % DMSO, 4w FCS, 50 % RPMI) resuspendiert.

Es wurden 1 ml Aliquots mit 1-10 x 1@ellen in Kryordhrchen gefiillt und zunéchst bei -
80 °C in einer Styroporbox eingefroren. Nach einigeagen wurde diese zur langfristigen
Lagerung in fliissigen Stickstoff auf -196 °C tbértu

Zur erneuten Inkulturnahme tiefgefrorener Zellenrden diese in einem 37 °C Wasserbad
aufgetaut, in 15 ml Medium gewaschen und anschié®ei 300 g fur 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpelldtisthem Kulturmedium aufgenommen.

2.2.1.3 Kultivierung adharenter Zellen

Die verwendeten adharent wachsenden Zelllinien eurd 75 ml Zellkulturflaschen in 20 ml
Medium kultiviert und in regelméRigen Abstanden dem in Tabelle 8 angegebenen
Verhaltnis gesplittet. Zur Passage der Zellen wudde konfluente Zellrasen mit 15 ml
sterilem PBS gespiilt und anschlieBend mit eiheypsin-EDTA-L6sung fiir einige
Sekunden inkubiert. Nach Lockerung der interzeteddBindungen (Optische Kontrolle im
Mikroskop) wurde die Trypsin-EDTA-LOsung abgesaugtd 10 ml frisches Medium
zugegeben. Leichtes Beklopfen der Kulturflascheacie die Zellen in Suspension, sodass
1 ml entnommen und in eine neue Zellkulturflascheertiihrt werden konnte. Das

Gesamtvolumen wurde durch die Zugabe von frischeedivin erreicht.

2.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl

Sollten die Zellen mit einer definierten Anzahl gesat werden, wurde mit Hilfe des
Trypanblau-Ausschlusstests die Vitalzellzahl in ddeubauer-Zahlkammer unter dem
Lichtmikroskop bestimmt. Dazu wurden zunéchst 1@l Zellsuspension mit dem Farbstoff
Trypanblau versetzt, der nur von toten Zellen andgemen wird und diese dunkelblau
anfarbt. Die Lebendzellzahl pro ml ergab sich asisAhzahl der ungefarbten Zellen in den
16 Quadraten der Zahlkammer x Verdiinnungsfaktd¥x 1

2.2.1.5 Préaparation von Zellsuspensionen aus Milzgewebe

Die Mause wurden durch Genickzug getttet, dasrilAlkohol (70 %) befeuchtet und von
der entsprechenden Korperregion abpréapariert. Diéz Murde unter der Sterilbank

entnommen und in zusatzfreies, eiskaltes RPMI-Madituberfihrt. In einer sterilen
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Petrischale wurde anhaftendes Bindegewebe entfandt die Zellen mit einer Pinzette
vorsichtig aus der Organhtille gestrichen. Danatidiidadie Zugabe von 100 pl Kollagenase
D und Inkubation der Zellen bei 37 °C fur 15 MinuteDurch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren der Zellaggregate, sowie das Filgurch ein Zellsieb (Maschenweite 40 pm)
wurden die Zellen in Suspension gebracht. Nachneiv@aschschritt in 50 ml Medium
(RPMI 1640, 10%v/v] FCS, 1% Penicillin-Strptomycin-L6sung, 50 pMektaptoethanol)
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet ml Medium resuspendiert. Um noch
enthaltene Erythrozyten zu entfernen, wurden 5 ndmblysepuffer (0,17 M NkCI)
zugegeben und die Reaktion nach 10 min mit 45 mtiie abgestoppt. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Zellsediment in 10 ml dhem Medium aufgenommen und die
Zellzahl nach dem in 2.2.1.4 beschriebenen Verfahsestimmit.

Zwischen allen Arbeitsschritten wurden sowohl dagaD, als auch die gewonnen Zellen

stets auf Eis gelagert.

2.2.1.6 Préaparation von Zellsuspensionen aus Thymusgewebe

Zur Gewinnung von Thymuszellen wurde der Thymus vbB Wochen alten Mausen
entnommen. Um das Organ nicht zu beschadigen, wutae Tiere durch Einschlafern mit
Diethylether getttet. Das Fell wurde nach Desinéekimit Alkohol (70 %) vom gesamten
Rumpf abgeldst. Der Brustkorb wurde aufgeschnittias, Organ enthommen und in eiskaltes
RPMI- Medium gegeben. Mit Hilfe eines sterilen $pghstempels wurde das Organ durch
ein Zellsieb (Maschenweite 40 um) gedrtickt undZaiksuspension nach dem in Kap. 2.2.1.5

beschriebenen Verfahren weiter aufbereitet.

2.2.1.7 Stimulation von T-Zellen

Da aus der Literatur bekannt ist, dass die Exprasdes mTNFR2 auf T-Lymphozyten mit
Hilfe von gegen die T-Zell-Rezeptoren gerichtetenikorpern stimuliert werden kann (Chen
et al.,, 2007; Kim und Teh, 2004), wurden die aus Mgz und dem Thymus gewonnenen
Zellen Gber 48 h stimuliert. Dazu wurde eine 24-Whkrotiterplatte pro Well mit 1 ml einer
a-CD3-Antikdrperlésung (2 pg/ml in 50 mM TRIS-PuffgH 8,8) beflllt und Gber Nacht im
Zellinkubator gelagert. Nach Absaugen der Lésungden die Zellen mit einer Dichte von
1x 10 Zellen pro Well auf die mit-CD3-Antikérper beschichtete Platte gegeben und in
jedem Well mit 1 ml des I6slichesMouse-CD28-Antikorpers (2 pg/ml in RPMI-Medium)

fur 48 h bei 37 °C stimuliert. Danach wurden didletevorsichtig mit einem Zellschaber in
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Suspension gebracht, mit einer Pipette in ein 15aidon Uberfuhrt und bei 300 g fir 10 min

zur weiteren Verwendung pelletiert.

2.2.2 Herstellung monoklonaler m-a-mTNFR2-Antikdrper

2.2.2.1 Uberblick tiber die Hybridomatechnik

Zur Herstellung der monoklonalen Antikdrper wurak@ TNFR2-defizienten Mause mit dem
Antigen (MTNFR2-V5-His) immunisiert. Im Zuge deragdiven Immunantwort, die zu einer
Antigen-induzierten Aktivierung und Expansion d@eszifischen antikdrperproduzierenden
B-Lymphozyten fihrt, kommt es zu einer Anreicheruligser Zellen in der Milz. Durch die

Isolierung der immunkompetenten B-Lymphozyten aas Milz und der Fusion mit den

Myelomazellen entstehen die Hybridomazellen, dee Eigenschaften ihrer Ursprungszellen
vereinen. Unbegrenztes Wachstum, sowie die stefigeuktion von Antikorpern. Die

Selektion und Expansion einer geeigneten Hybridatiade, die spezifische, gegen das
gewinschte Epitop gerichtete Antikérper produziest, dann der néachste Schritt in der
Herstellung des monoklonalen Antikorpers. Der Zshistand mit den entsprechenden
Antikorpern kann regelmafig geerntet, aufgereiaigt fur die weitere Charakterisierung des

Antikorpers in verschiedenen Verfahren eingeseeztien (Abb. 8).
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Immunisierung

l

Isolierung der Milzzellen Kultivierung der Myelomazellen

T~

Zellfusion

l

Selektion der Hybridomazellen
in HAT- Medium

|

Testung der Hybridomaubersténde
auf Antigenspezifitat

|

Subklonierung positiver Klone

|

Inkulturnahme und Expansion zur
Gewinnung monoklonaler AntikGrper

Abbildung 8: Uberblicksschema zur Herstellung monolonaler Antikérper nach der Hybridomatechnik.

Nach der Immunisierung der Maus mit dem Antigendwitie mit B-Lymphozyten angereicherte Milz
entnommen. Die Zellfusion erfolgt mit immortaligen Myelomazellen. Eine Selektion fusionierter
Hybridomazellen erfolgt in HAT-Medium. Nach Testurgr Hybridomauberstande auf ihre spezifische
Antikérperproduktion, werden die positiven Kloneitee subkloniert. Monoklonale Hybridomazellen wande
Kultur genommen und weiter expandiert. Aus den Stéaden konnen die monoklonalen Antikérper gewonnen

und aufgereinigt werden.
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2.2.2.2 Immunisierung der Mause

Zur Generierung der MausmTNFR2-Antikérper wurden drei acht Wochen alte bliehe
C57BL/6 Mause (FA-R, FA-L, FA-O) verwendet, die gumd einer genetischen
Manipulation fir den mTNFR2-Rezeptor (mTNFR2efizient sind.

Dazu wurde den Mausen jeweils 100 pg des Immunisgsproteins mTNFR2-V5-His
(100 pl der Konzentration 1 mg/ml) in 100 ul komda Freunds AdjuvansCpmplete
Freund’'s Adjuvant CFA) intraperitoneal (i.p.) injiziert (Injektiomslumen 200 ul total).
Durch die Zugabe des Adjuvans, das hitzeinaktigi&mreger (Mycobacterium tuberculosis)
enthalt, sollte die Immunreaktion verstarkt werden.

Der erste Boost fand an Tag 21 mit 100 pg des mTN¥RHis-Proteins in 100 pl
inkompletten Freunds Adjuvansi¢omplete Freund’s AdjuvanCFA) i.p. statt.

Am Tag 47 erfolgte der 2. Boost mit der gleichennigle an mTNFR2-V5-His, das jedoch
ohne Zugabe eines Adjuvans in 100 pl PBS aufgenamme i.p. appliziert wurde (Tab. 10).

Drei Tage nach dem letzten Boost erfolgte die Fudier Milzzellen mit den Myelomazellen.

Tabelle 10: Immunisierungsschema der mTNFR2 Mause.

Tag | Protein Adjuvans Applikationsart
Immunisierung | 0 100 pyg mTNFR2-V5-HIS 100 pl CFA Lp
1. Boost 21 | 100 pg mTNFR2-V5-HIS 100 pl ICFA i.p.
2. Boost 47 | 100 pg mTNFR2-V5-HIS 100 pl PBS I.p.
Milzentnahme 3 Tage nach dem letzten Boost

2.2.2.3 Gewinnung und Aufbereitung der Mauseseren zur Titebestimmung

Drei Tage nach dem ersten bzw. nach dem zweitestBoorde den immunisierten Mausen
mittels Punktion der Schwanzvene (1. Boost) odes dem retroorbitalen Venenplexus
(2.Boost) Vollblut enthommen. Dieses wurde flur e§tande bei RT und anschlie3end tber
Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert, um eindstahdige Blutgerinnung herbeizufihren.
Am Folgetag wurden die zellularen Bestandteile dufentrifugation bei 300 g vom Serum
getrennt, der Uberstand abgenommen und bei -20itCdie spatere Titerbestimmung

aufbewabhrt.

2.2.2.4 Kultivierung der Myelomazellen fur die Fusion

Die Zellfusion wurde mit der Maus- Myelomazelllie®2/0-Ag14 durchgefihrt.
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Da dieser Zelllinie das Enzym Hypoxanthin-Guanime$iyhoribosyltransferase (HGPRT
fehlt, wachsen unfusionierte Zellen @nem Hypoxanthin-, Aminopterin- und Thymidin-
haltigen Medium (HAT) nicht, was zur Selektion fusierter Hybridomazellen dient.

Die Zellen wurden in dem in Tabelle 8 aufgefihrtbtedien kultiviert und in der

angegebenen Frequenz regelmalig gesplittet.

2.2.2.5 Gewinnung von Peritonealexudatzellen (PEC)

Fur die Isolierung der PEC wurden weibliche NMRI idé& im Alter von 8-12 Wochen
verwendet. Die PEC dienten in der Kultur mit Hylonaazellen dazu, ein konditioniertes
Medium zu erzeugen und Zelldebris durch Phagozytadeeseitigen.

Am Abend vor der geplanten PEC-Isolierung wurdeejddaus 1 ml eines sterilen, eiskalten
PBS i.p. injiziert. 12-16 Stunden nach der Injektiwvurden die M&use durch Genickzug
getdtet und mit Ethanol (70 %) benetzt. Das Felldeuam Unterbauch eingeritzt und durch
gegenlaufiges Ziehen vom Rumpf abprapariert. ZuwviGeung der Peritonealmakrophagen
wurden 10 ml eines eiskalten Standardmediums méréfantle in die Bauchhothle gespritzt
und anschlieBend mdglichst vollstandig wieder abggs Nach Uberfiihrung in ein 50 ml
Falcon und Zentrifugation bei 300 g fur 7 min wurdier Uberstand abgesaugt. In einem
weiteren Waschschritt wurde das Pellet erneut irmbGrischem Medium suspendiert,
abzentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Die P&Grden mit einer Anzahl von 2 x 1@ro
Well in 100 pl Standardmedium auf die 96-Well Mikrerplatten ausgesat und am darauf

folgenden Tag auf Kontamination Uberprtift.

2.2.2.6 Isolierung der Milzzellen fiir die Zellfusion

Am 3. Tag nach dem zweiten Boost wurde die im ELl-N&&Xfahren (2.2.3.3) ermittelte
titerstarkste Maus durch Genickzug getotet. Die i@eung der Milzzellen erfolgte nach dem

in 2.2.1.5 beschriebenen Verfahren.

2.2.2.7 Zellfusion

Nach zweimaligem Waschen der Maus-Myelomazelll®i2/0-Ag14 in serumfreien RPMI-
Medium und Bestimmung der Lebendzellzahl fand disiéh mit den aufbereiteten B-Zellen
der Milz statt. Dazu wurden die Myelomazellen mendMilzzellen im Verhaltnis 1:3 in ein

50 ml Falcon gegeben und bei 300 g fur 5 Minutarirdegiert.



Material und Methoden 36

Der Uberstand wurde vollstandig abgesaugt und ddipellet fir 1 Minute bei 37 °C im
Wasserbad erwarmt. Anschlie3end wurde 1 ml deSAA€C angewarmten Polyethylenglycol
(PEG) zugegeben und fur eine weitere Minute unteehBn des Falconréhrchens im
Wasserbad belassen. Um das PEG auszuverdiinnergnvdatin tGber einen Zeitraum von
5 min tropfenweise insgesamt 10 ml eines vorterepen, serumfreien RPMI-Medium
zugegeben und das Zellpellet unter vorsichtigeml@pflen des Falconendes gelockert.

Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde dieerstand verworfen und die Zellen in
150 ml HAT-Medium resuspendiert. Die Ausbringung dellen erfolgte mit 100 ul pro Well
auf den mit PEC-beschichteten Mikrotiterplatten.

Als Sterbekontrolle wurden in einigen Wells unfuseste Myelomazellen ausgesat.

2.2.2.8 Kultivierung von Hybridomazellen und Subklonierung

Da den verwendeten Myelomazellen das Enzym Hypbxai@uanin-Phosphoribosyl-
Transferase fehlt (HGPRJT weisen diese einen Defekt im Reservestoffweahesgl der
Nukleinsduresynthese auf. Durch eine zusatzlicheckglde der Neusynthese der
Nukleinsduren durch das zugegebene Aminopterin IWT-NMedium kdnnen unfusionierte
Myelomazellen nicht Gberleben. Nur fusionierte &ellerhalten von den B-Zellen das
HGPRT-Enzym und damit auch die Fahigkeit zur Nulitdmosynthese Uber den
Reservestoffwechselweg. Damit Uberleben nur dieiofisrten Myelomazellen im
Selektionsmedium, die nun die Eigenschaft der urdrejen Teilungsfahigkeit besitzen und
dauerhatft kultiviert werden kdnnen.

Die Hybridomazellen wurden schrittweise von HAT-Med in HT-Medium und schliel3lich
in Standardmedium Uberfuhrt. Dies erfolgte, inderas dfir die Antikérpertestung
entnommene Medium zunachst mit HT-Medium wieder adés urspriingliche
Gesamtvolumen von 200 pl pro Well aufgefillt wur@amit wurde der Anteil an HAT-
Medium stetig reduziert. Nach dem vollstandigennsfar der Zellen in HT-Medium erfolgte
die Uberfiihrung in Standardmedium nach identisckenfiahren.

Das Wachstum der Zellkolonien, sowie deren Morpb@o wurden taglich
lichtmikroskopisch Uberprift. Eine Testung der Hgbmauberstande auf eine spezifische
Antikorperproduktion erfolgte erstmals 10 Tage ndeh Zellfusion und anschliessend alle
zwei Tage nach dem in Kap. 2.2.3.4 beschriebend8A=Nerfahren.

Diejenigen Wells, die als positiv getestet wurded aur eine Zellkolonie enthielten, wurden
als potentiell monoklonal gesondert markiert und @uaer neuen, mit PEC-beschichteten

Mikrotiterplatte nach dem Prinzip der limitiertereMinnung weiter subkloniert.
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Dazu wurde ein Teil der Zellen geerntet, gezaht umt einer statistischen Zelldichte von
einer Zelle pro Kavitat ausgesét. Die Antikorpeduktion der heranwachsenden Klone
wurde dann erneut im ELISA-Verfahren Uberprift. @haralle Wells der Subklonierung
positiv, wurde der Mutterklon als monoklonal erathtindernfalls schloss sich eine weitere
Subklonierung an.

Um das Wachstum der Zellklone zu sichern, wurdehtdoewachsene Wells im Verhaltnis
1:2 auf neue Mikrotiterplatten gesplittet. Ein Z&dick an positiv getesteten Hybridomazellen

wurde als Sicherheitsreserve in regelméaRigen Ablstéim flissigem Stickstoff tiefgefroren.

2.2.2.9 Herstellung der Hybridomauberstande

Zur Gewinnung groRerer Mengen an Antikorper-haitigeUberstand wurden die
Hybridomazellen auf mehrere 750 ml Zellkulturflasoh expandiert, die zuvor mit
Peritonealmakrophagen beimpft wurden. Dies war antig, da die Hybridomazellen nur in
Anwesenheit der PEC zu kultivieren waren und in Ab&nheit der sogenannten ,Feeder-
Zellen* nach wenigen Tagen abstarben. Die Hybriddmeastande wurden in regelméaiigen
Abstanden auf ihre Antikorperproduktion hin Ubefpri

Die Ernte des Zellmediums erfolgte an jedem zweileag durch Uberfihrung der
Zellsuspension in ein 50 ml Falcon und Zentrifugratbei 300 g fur 5 min. Nach Abnahme
des Uberstands mit einer sterilen Pipette wurde dAalipellet in frischem Medium
resuspendiert und in die Zellkulturflasche zuriielggpen. Der gewonnene Uberstand wurde
durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (30030 min) und der Sterilfiltration
(PorengroRe Filter 0,80 um) von noch enthaltenenidetais befreit. Die Lagerung des

Uberstands bis zur weiteren Verwendung erfolgtettses.

2.2.2.10Aufreinigung der Antikorper mittels Protein G Sepharose-Saule

Zur Isolierung der monoklonalen Antikorper aus déefikulturiiberstand wurde die HiTrap
Protein G HP- Saule (Bio Rad, GE Healthcare Gmb¢tjvendet. Dabei handelt es sich um
ein bakterielles Oberflachenprotein aus Streptokaké#ier Gruppe G, das eine hohe Affinitat
zur Fc-Region der Immunglobuline besitzt. Die Bingsaffinitat der verschiedenen
Immunglobulin-Subklassen ist pH-abh&ngig und figdaer zu einer reversiblen Interaktion
mit der Tragermatrix. Eine Antikdrperbindung an décrRezeptor der S&ule kann daher

durch eine pH-Anderung unter sauren Bedingungedeviaufgehoben werden.
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Zunéchst wurde die Protein G-Saule mit 10 ml PB&il#giert. Der Probenauftrag erfolgte

bei 4 °C mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,8, wobei stets darauf geachtet wurde,
dass keine Luft auf die Saule gepumpt wurde undSdiele nicht trocken lief. Die Saule

wurde dann an ein Photometer angeschlossen undgsolait PBS gewaschen, bis die
Absorption wieder den PBS-Wert erreichte. Der anMatrix gebundene Antikérper wurde

mit 0,1 M Glyzin-HCI-Puffer (pH 3,1) eluiert und ih ml Fraktionen portioniert. Um eine

Denaturierung der Immunglobuline zu verhindern, deur alle Aliquots sofort mit Tris Base

(1 M, pH11) auf pH 7 neutralisiert. Die eluiertémaktionen wurden Uber 24 Stunden
zweimal gegen PBS dialysiert, aliquotiert und zueiteren Verwendung bei 4 °C im

Kahischrank gelagert.

2.2.2.11Subklassentest des monoklonalen Antikdrpers

Die Subklasse des aufgereinigten Antikérpers wumntieé Hilfe des mouse monoclonal
antibody isotyping Test Kder Firma Serotec bestimmit.

Die Teststreifen enthalten gegen die verschiedehkl&ssen gerichtete immobilisierte
Banden am-Maus-Antikdrper, die dann an das entsprechendeuimgiobulin binden kdnnen.
Der Teststreifen wurde dazu in ein mit Hybridomagtsend geflilltes Rohrchen gehalten, bis
sich die Kontrollbande blau anfarbte. Eine Bindaieg zu testenden Immunglobulins an den
Teststreifen fihrte dann zum Auftauchen einer férkklasse und Subklasse des Antikdrpers

spezifischen Bandenfarbung.

2.2.3 Der ,Enzyme-linked Immunosorbent-Assay*

2.2.3.1 Uberblick tiber das ELISA-Verfahren

Der sogenannte Enzyme- Linked Immunosorbent-AssafELISA) bezeichnet ein
immunologisches Nachweisverfahren, das an eine nesitzgch katalysierte Farbreaktion
gekoppelt ist. Nach der Auftragung der Probe bindendie spezifischen Antikbrper an das
immobilisierte Antigen der Mikrotiterplatte. Durctlie Zugabe eines enzymgekoppelten
SekundarantikérperslétectionAntikdrper), der ebenfalls spezifisch an die nansteisenden
Antikorper bindet, wird nach Zugabe des enzymspetien Substrats eine Farbreaktion
katalysiert. Die Intensitdt dieser Farbreaktionigstelabei mit der an die ELISA-Platte
gebundenen Antikérpermenge und kann photometriadBLiIISA-Reader ermittelt werden.
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Maus- a- mTNFR2- Ak ’7 4 %

Enzym- gekoppelter

a- Maus- IgG
mTNFR2-IgG Ii U U \‘

Abbildung 9: Schematische Darstellung des ELISA-Vdahrens zum Nachweis von Maus=mTNFR2-
Antikérpern.

Das rekombinant hergestellte Protein mTNFR2-IgG deuals Antigen an die ELISA-Platte immobilisiert.
Daran gebundene wm-mTNFR2-Ak wurden durch einen Enzym-gekoppeltenMaus-1gG-Antikérper

nachgewiesen, der nach Zugabe eines Substratplet@metrisch messbhare Farbreaktion katalysiert.

2.2.3.2 Herstellung der mit dem mTNFR2-Protein beschichtete ELISA-Platten

Zur Bestimmung des Antikorpertiters immunisierterade und zur Testung der
Hybridomaluberstande wurde das mTNFR2-IgG Proteih che 96-Well ELISA-Platten
immobilisiert. Um Kreuzreaktivitaten der Antikdrpenit dem zur Immunsierung verwendeten
Protein auszuschlie3en, diente fir den Nachweizifsgsher Antikdrper ein mTNFR2-
Protein, das sich durch das Kg&j von dem Immunisierungsprotein unterscheidet.

Die Beschichtung der ELISA-Platten erfolgte durchufttagung von 100 pl/Well des
MTNFR2-IgG-Antigens (Konzentration 2 ug/ml in PBSyas einer Proteinmenge von
0,2 ug/Well entsprach. Nach Inkubation der ELISAttn bei 4 °C tber Nacht, wurden die
Platten dreimal mit TBS-Tween® (300 pl pro Wellwgschen und nach jedem Waschschritt
sorgfaltig trocken geklopft. Zur Blockierung unsgiszher Bindungsstellen wurden pro Well
300 pul einer Blockierlosung (10 % [w/v] Milchpuhtésung in TBS) aufgetragen. Nach einer
weiteren Inkubation Uber Nacht bei 4 °C und denadfiafolgenden Waschschritt (3x TBS-
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Tween®) wurden die Platten entweder in Frischhaliefgehdllt und bei -20 °C fir den
spateren Gebrauch eingefroren, oder unmittelbadi&iAntikbrpertestung verwendet.

Die Herstellung der ELISA-Platten zur Testung kreaktiver Eigenschaften erfolgte nach
identischem Verfahren, wobei 0,2 pg des mTNFR2-\’&-Proteins an die ELISA-Platten

immobilisiert wurden.

2.2.3.3 ELISA zur Bestimmung der Immunglobulintiter der M&u seseren

Zur Quantifizierung der Antikérperproduktion der nmnisierten Mause wurden die
gewonnenen Seren 1:200 in PBS vorverdinnt.

Die Auftragung erfolgte in Duplikaten mit 100 pl opiWell in einer logarithmischen
Verdiunnungsreihe. Als Positivkontrolle diente dasrugh einer aus einer friheren
Immunisierung stammenden und bereits als positiesgeten Maus (Serumkonzentration 1 x
10° in TBS). Zur Negativkontrolle wurde das Serum einebehandelten mTNFR2Maus
verwendet. Ferner wurde auf jeder ELISA-Plattelesarwert mitgefihrt, bei dem in ein Well
100 ul PBS aufgetragen wurde. Nach einer Inkubstzei von 2 h bei RT wurden die
Mikrotiterplatten nach derm bereits in 2.2.3.2 besmbenen Verfahren gewaschen. Dann
erfolgte die Zugabe des Detektionsantikbrpe¥ouse-lgG f-chain specifig -AP in der
Konzentration 1:5000 in einer 0,5 % (w/v) Milchpeidsung mit 100 pl/Well. Nicht
gebundene Antikdrper wurden nach einer Inkubatiemszon 2 Stunden bei RT durch
dreimaliges Waschen mit TBS-Tween® entfernt. Naciyabe des Substrats (100 ul eines
0,1 % [w/v] 4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz @Bubstratpuffer) konnte im Falle
gebundener Sekundarantikorper eine Farbreaktionbdottet werden. Nach einer
Entwicklungsdauer von 15 min bei RT und Dunkelveitrde die Reaktion mit 50 pl/Well
einer 3 M NaOH-L6sung abgestoppt und die Absorption ELISA-Reader bei einer
Wellenlange von 405 nm bestimmt.

Ein positiver Titer wurde definiert als diejenigeetddiinnung von Antikérpern, bei der die

Extinktion Gber dem doppelten Extinktionswert dexgdtivkontrolle lag.

2.2.3.4 ELISA zur Testung der Hybridomaiberstadnde auf einespezifische
Antikdrperproduktion
Zum Screening der Hybridomauberstdnde wurde im Whksleen das bereits in Kap. 2.2.3.3

beschriebene ELISA-Verfahren angewandt. AnstelleSggumproben wurden hierbei jedoch

100 pl der zu testenden Hybridomauberstande stasildem Well entnommen und direkt auf
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die ELISA-Testplatte gegeben. Als Positivkontrollarde 100 pl des positiven Mausserums
eingesetzt, als Negativkontrolle dienten 100 pksitiberstands, der von einer als negativ

geltenden Hybridomazelllinie stammte.

2.2.4 Proteinchemische Methoden

2.2.4.1 Dot-Blot-Verfahren und Proteindetektion

Um zu uberprifen, ob das rekombinant hergestettiéeem mMTNFR2-IgG zum Nachweis des
monoklonalen Antikdrpers im Western Blot geeignst, iwurden 1 pl des Proteins in
unterschiedlichen Konzentrationen sowohl in natias auch in denaturierter Form direkt
auf eine Nitrozellulosemembranen gegeben. Die eleating des Proteins erfolgte zuvor in
einem Eppendorfgefald durch die Zugabe eines 4 xniaRuffers und der Inkubation im
Thermoblock (5 min, 95 °C). Zur Positivkontrolle wle 1 pl des Serums einer titerpositiven
Maus direkt auf die Membran gegeben. Als Negatittadie diente 1 ul BSA (Konzentration
1 pg/ul in PBS). Nach dem Antrocknen der aufgetmageProteine wurden die Membranen
mit Blockierlosung tber Nacht bei 4 °C gelagert.cNareimaligem Waschen mit TBS-
Tween® wurden die Membranen einzeln mit dem zueteltn Hybridomatberstand
Ubergossen und fur weitere 24 Stunden bei 4 °Chiekts Nach einem weiteren Waschschritt
(3 x in TBS-Tween®) wurden an die Membran gebundemigkorper durch die Zugabe eines
Peroxidase (POX)-gekoppeltenMouse-lgG-Sekundarantikorpers (Konzentration 16060
0,5 % [w/v] Milchpulverlésung) detektiert. Nach eminkubationszeit von 2 Stunden bei RT
und einem erneuten Waschschritt erfolgte die Emtiwiy des Chemielumineszenzfarbstoffes
in einem abgedunkelten Raum. Dazu wurden die beiddwicklerlésungen nach Angaben
des Herstellers im Verhaltnis 1:1 gemischt und itherBlotmembranen gegeben. Nach ca.
1 Minute wurden die Membranen mit einer Pinzettigegriffen und fir wenige Sekunden
bis zu 5 min auf einen Rontgenfilm (FUJI MedicaR&y) in die Rontgenkassette gelegt. Das

Entwickeln des Films erfolgte im Optimax X-RAY FilRrocessor.

2.2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  konneroteine nach  ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dabei wandeie zu untersuchenden Molekile in
einem elektrischen Feld durch eine Gelmatrix, diecd Quervernetzung der Polyacrylamid-

Ketten gebildet wird. Bei Natriumdodecylsulfat (SDisandelt es sich um ein anionisches
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Tensid, das sich an die hydrophoben Regionen d#eiRe anlagert und diese denaturiert.
Die resultierenden Komplexe erhalten durch die &gtiippen eine gleichmallig verteilte
negative Ladung. Damit ist die Laufgeschwindigkaé#r Proteine im Gel allein von der
relativen Moleklilmasse abhangig.

Die Gele wurden gemald folgender Tabelle angesetdt zwischen zwei abgedichtete
Gelelektrophorese Apparaturen (Bio-Rad) gegossendutch einen Abstandhalter (1,5 mm)

voneinander getrennt waren.

Tabelle 11: Zusammensetzung eines SDS-Gels

LOsungen Trenngel 12,5 % Sammelgel 3 %
Acrylamid Stammlosung 6,25 ml 0,85 ml

Tris pH 6,8 0 ml 1,5 ml

Tris pH 8,8 3,75ml 0O ml

HZO bidest. 5ml 3,75 ml

10 % SDS 15@ 60 ul

TEMED ( Katalysator) 1@l 5ul

10 % APS (Radikalstarter) 1Q0 50l

Um eine glatte Gelgrenze zu erhalten und den Komtek Gels mit Sauerstoff zu vermeiden,
wurde das Trenngel mit Isopropanol Uberschichtas, jddoch nach der Polymerisationszeit
von 30 min wieder entfernt wurde. In einem weiteBehritt wurde dann das Sammelgel
dariber gegossen, wobei vor dessen PolymerisaiiorKemm zur Ausbildung von 10
Probentaschen eingesetzt wurde.

Die Beladung der Taschen erfolgte mit jeweils 1g5gm mMTNFR2-IgG bzw. mTNFR2-V5-
His-Protein. Beide rekombinanten Proteine wurdewozwlurch Zugabe von 4 x Lammli-
Puffer und Erhitzung im Thermoblock (5 min, 95 W&naturiert. In die erste Tasche des Gels
wurden 10 pl eines Molekulargewichtsstandard (Prdiandard All Blue, Bio Rad) gefullt.
Dieser enthalt Proteine bekannter Grol3e und erctoglamit ein Ablesen der Molekulgréfie
der aufgetrennten Proben. Die elektrophoretischitréanung erfolgte bei 0,2 V und einer
Stromstarke von 50 mA pro Gel bis die durch Bronmaiglau markierte Lauffront das
Gelende erreicht hatte.

2.2.4.3 Coomassie-Farbung

Die Farbung der SDS-Polyacrylamidgele erfolgte idacht bei RT in Coomassie-Brilliant-

Blue-Farbelésung. Die Hintergrundfarbung der Gelede durch mehrfaches Einlegen in
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Entfarbeldsung entfernt. Zum Trocknen der Gele wnrdiese auf Filterpapier gegeben und
im Geltrockner fur etwa 1 Stunde getrocknet.

2.2.4.4 Western Blot-Verfahren
Mittels des Western Blot-Verfahrens konnten diecduBDS-PAGE aufgetrennten und stark

negativ geladenen Proteine in einem elektrischend Feus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert werden. Dazu dear zunachst drei Lagen der mit
Transferpuffer beschichteten Filterpapiere in dietfassette eingelegt. Als nachste Lage
diente das vom Sammelgel befreite Trenngel. Darautle die PVDF-Membran gelegt, die
zuvor in Methanol, dann in aqua bidest. und schtbf3n Transferpuffer getaucht wurde. Die
Membran wurde mit drei weiteren Lagen des feuchiterpapiers luftblasenfrei bedeckt.
Das Semidry-Blotting erfolgte bei 0,2 V fur 70 nbei 0,8 mA/cm? Gelflache. Im Anschluss
daran wurden die Membranen Uber Nacht in Blockseni@ gegeben. Nach dreimaligem
Waschen der Membranen mit TBS-Tween® erfolgte digabe der Primarantikérper nach
dem in Tabelle 12 angegebenen Schema. Die Antikévpeden in der Konzentration 1:5000,
der Hybridomauberstand in der Konzentration 1:2 Of» % (w/v) Milchpulverlésung
eingesetzt.

Membran Nr.1 konnte aufgrund der direkt an den I&Krper gekoppelten
Meerrettichperoxidase (HRP) nach einer Inkubatietsmn 2 Stunden bei RT nach dem in
Kap. 2.2.4.1 beschriebenen Verfahren auf einemdeofitm entwickelt werden.

Die Membranen Nr.2 und Nr.3 wurden nach der Inkiobatiber Nacht bei 4°C und dem
dreimaligen Waschen in TBS-Tween® mit dem Sekundik@rper (Konzentration 1:5000 in
0,5 % [w/v] Milchpulverlésung) Ubergossen (Abb.1Rjach 2 Stunden Inkubation und einem
weiteren Waschschritt wurden die Membranen aufreiRéntgenfilm entwickelt.

Tabelle 12: Uberblick (iber die im Western Blot eingsetzten Antikorper.

Membran Primarantikorper Sekundarantikorper
1 Donkeye-human-lgG-HRP
2 a-Penta-His-1gG a-Mouse-1gG (hole moleculgPOX

Mausa-mTNFR2-Ak

3 (Hybridomaulberstand)

a-Mouse-IgG (hole moleculePOX
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2.2.5 TNF-Bioassays zur funktionellen Charakterisierung s me-mTNFR2-Ak

Bioassays dienen als zellbiologische Testsystemeajenen der Effekt biologisch aktiver
Zytokine auf den daflr sensiblen Zellen messbaragdinwird. Zur Durchfiihrung dieser
zytokinabh&ngigen Bioassays werden Zelllinien vewet, die ein Faktor-abhangiges
Zellwachstum zeigen oder auf die Zugabe einesrhbadin Zytokins hin eine zellspezifische

Reaktion zeigen.

2.2.5.1 Testung kreuzreaktiver Eigenschaften im TNF-induzieten Zytotoxizitatsassay

Im TNF-induzierten Zytotoxizitatsassay wurde die uddibrosarkomzelllinie L-929
verwendet, die auf ihrer Zelloberflache den TNFfedlpch nicht den TNFR2 besitzt. Im Falle
einer Aktivierung des TNFR1 werden apoptotischen8ligaskaden induziert, die zum
Absterben der Zellen fuhren.

Um die durch TNF-induzierte Sterblichkeitsrate de929-Zellpopulation besser beurteilen
zu koénnen, wurde in einem Vorversuch das rekomienaamane TNF (hTNF) bzw. das
Maus-TNF (mTNF) in verschiedenen Konzentrationewlen Zellen gegeben.

Ein konfluenter Zellrasen wurde erhalten, indem Well 2 x 1d der L-929-Zellen in 10
Kulturmedium auf einer 96-Loch-Platte ausgesat iimer Nacht bei 37 °C inkubiert wurden.
Am darauf folgenden Tag wurde das jeweilige TNFeiner log2-Verdinnungsreihe mit
100 pl pro Well auf die Zellen gegeben. Dafur wurletionomycin-D-haltiges Medium
verwendet (Endkonzentration Actinomycin im Wellug/ml), das durch Interkalation auf
Ebene der Transkription und Translation die weitBreteinbiosynthese hemmt. Fir die
Todkontrolle wurde eine absolut toxische TNF-Merge 2,5 ng/ml zu den Zellen gegeben.
Als Lebendkontrolle dienten einige Wells, die k@iNF enthielten. AuflRerdem wurde eine
Mediumkontrolle angelegt, die keine Zellen enthietit der jedoch nach gleichem Schema
verfahren wurde.

Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden konnée Stoffwechselaktivitat der Zellen im
MTT-Assay durch Zugabe von 10 pl einer MTT-Stammiis direkt sichtbar gemacht
werden. Da nur lebende Zellen den wasserloslictabskoff aufnehmen und in die blau-
violetten, wasserunléslichen Formazan-Kristalle @mdeln, ist der Anteil an Farbkristallen
direkt proportional zur Viabilitdt der Zellpopulati. Die Reaktion wurde nach 4 h durch die
Zugabe von 7@l einer 20 % (w/v) SDS- LOsung abgestoppt um digstélle erneut in
Loésung zu bringen. Nach einer weiteren Inkubatieitszon 24 h konnte die Absorption

mittels photometrischer Messung der optischen Ridigi einer Wellenlange von 540 nm



Material und Methoden 45

ermittelt werden. Die Viabilitat der Zellen konrdann mittels angegebener Formel (Formel 1)
berechnet werden. Zusatzlich fand stets auch epische Beurteilung der Zellvitalitat

anhand zellmorphologischer Kriterien unter dem trimkroskop statt.

Formel 1: Berechnung der Viabilitat im Zytotoxizitats-Test

Viabilitat im Loch y [%] = 100 % X (- Awediumkontrolld / (A100 %-werr Amediumkontrolig

Um zu untersuchen, ob der von den Hybridomazeltedyzierte ma-mTNFR2-Antikdrper
den mMTNFR1 der L-929 Zellen aktiviert oder blockiewurde in einem weiteren
Versuchsansatz pro Well 100 pl des Hybridomaubedstadirekt auf die Zellen gegeben
(Abb.10). Im Falle einer Aktivierung des mTNFR1 duiden Antikdrper wére eine vermehrte
TNF-Bindung an den Rezeptor denkbar, was zu eirigihéen Sterblichkeitsrate gegeniber
der Kontrollpopulation (identische TNF-Menge, ohdAagabe des Hybridomaulberstands)
fuhren wirde. Eine durch den Antikdrper gehemmtd=-Bihdung an den mTNFR1 wirde
dagegen mit einer verringerten Sterblichkeitsrate Vergleich zur Kontrollpopulation
einhergehen. Um den Einfluss von im Medium angbegien Stoffwechselprodukten auf die
Zellsterblichkeit beurteilen zu kénnen, wurden #igbridomatberstande in verschiedenen
Konzentrationenen eingesetzt und dazu mit frisciMadium verdinnt (Verdinnungsstufen
1:2, 1:4, 1:8, 1:16). Als Vergleichskontrolle dientin im ELISA als negativ getesteter
Hybridomauberstand, mit dem identisch verfahren deurNach der Vorinkubation der
Uberstande mit den Zellen (2h, 37°C) wurde jedéNell 100 ul an mTNF
(Endkonzentration im  Well 0,07 ng/ml) in Actiononmyd-haltigem Medium
(Endkonzentration im Well 2 ug/ml) zugegeben. ZuonKolle des Zellwachstums in
Abwesenheit des Antikorpers dienten Wells, deneim kéberstand, aber eine identische
Menge an mTNF zugegeben wurde (Kontrollpopulatidwi3erdem wurde das Zellwachstum
in Abwesenheit von TNF in einigen TNF-freien Wdllsobachtet. Die Mikrotiterplatte wurde
Uber Nacht bei 37 °C, 5 % G@elagert und am folgenden Tagch selbigen Verfahren im
MTT-Assay entwickelt.
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\I Maus- o- mTINFR2
e D

I mTNFR1

4| L-929-Zelle

Abbildung 10: Schematische Darstellung zur Testungreuzreaktiver Eigenschaften des me-mTNFR2-

AK mit dem mTNFR1 der L-929 Zelllinie.

Durch die Zugabe von m-mTNFR2-Ak zu den mit mTNF-inkubierten L-929-Zelleverden kreuzrekative
Eigenschaften des Antikérpers auf den mTNFRL1 UlbérpDie Uber den mTNFR1 vermittelte TNF-induzierte
Apoptoserate der Zellen wirde im Falle aktiviereandeler blockierender Eigenschaften des Antikorpers
beeinflusst werden.

2.2.5.2 Testung hemmender Eigenschaften im TNF-induzierteZytotoxizitatsassay

Durch eine Modifizierung des bereits in Kap. 2.2.6eschriebenen TNF-Bioassays sollten
die funktionellen Eigenschaften des monoklonaletikéinpers weiter charakterisiert werden.
In einem Vorversuch wurde durch die Zugabe desclish mTNFR2 untersucht, inwieweit
durch die Neutralisation des toxischen TNF ein &chuer L-929 Zellen vor dem Zytokin-
induzierten Zelltod erreicht werden kann.

Dazu wurden die beiden rekombinanten Rezeptorp@tsiTNFR2-V5-His und mTNFR2-
IgG mit einer maximalen Konzentration von 1000 ng/m einer logarithmischen
Verdunnungsreihe mit dem mTNF (EndkonzentrationVifell 0,07 ng/ml) in Actinomycin-
D-haltigem Medium (Endkonzentration im Well 2 pg/miorinkubiert (1 h, 37 °C). Nach
Absaugen des Mediums von den am Vortag ausgesagi9{Zellen wurde der Rezeptor-
TNF-Ansatz mit 100 pl/Well auf die Zellen Ubertragand fur weitere 24 h bei 37 °C
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gelagert. Die Auswertung des Versuchansatzes woedd dem bereits in Kap. 2.2.5.1
beschriebenen Verfahren im MTT-Assay ermittelt.

Um mogliche antagonistischer Eigenschaften deskarmgers auf den mTNFR2 zu erkennen,
wurde in einem weiteren Schritt der s TNFR2-AK gleichzeitig mit dem I6slichen

Rezeptor zu den mTNF-inkubierten Zellen gegebenb(Ald). Im Falle einer Antikorper-

induzierten Rezeptorblockade wirde dann die Faltighe TNF-Neutralisation durch den

l6slichen Rezeptor und damit ein Schutz der L-929led vor dem Zytokin-induzierten

Zelltod, aufgehoben werden.

mTNFR2 '7
Maus- a- mTNFR2

e |— ()
——l mTNFR1

4| L-929- Zelle

Abbildung 11: Schematische Darstellung zum Test btkierender Eigenschaften des me=mTNFR2-Ak auf
den zugegebenen mTNFR2 im TNF-induzierten Zytotoxitstest mit L-929-Zellen.

Durch eine Blockade des Idslichen mTNFR2 -IgG duien me-mTNFR2-Antikérper wirde die schitzende
Wirkung des Rezeptors der Zellen vor dem mTNF-iiehtien Zelltod aufgehoben werden.

Im Versuchsansatz wurde dazu sowohl der aufgeteidigtikorper (Eluat), als auch der von
der Arbeitsgruppe hergestellte Aszites, der einsobgers hohe Antikdrperkonzentration
enthalt, eingesetzt. Dazu wurden die Antikdrpewénschiedenen Verdinnungsstufen (1:20
und 1:40 in PBS) mit einer logarithmischen Verdimgsreihe des TNFR2-IgG (max.
Konzentration 500 ng/ml) vorinkubiert (2 h, 37 °CAnschlieBend wurden 100 pl des
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Rezeptor-Antikorper-Ansatzes auf die Zellen pigettiund weitere 100 pl des mTNF
(Endkonzentration im  Well 0,07 ng/ml) in ActinomgeD-haltigem Medium
(Endkonzentration im Well 2 ug/ml) zugegeben undaféitere 24 h bei 37 °C aufbewabhrt.
Die Bestimmung der Zellviabilitat erfolgte nach demKap. 2.2.5.1 beschriebenen MTT-

Verfahren.

2.2.5.3 Testung aktivierender und hemmender Eigenschafterm Bioassay mit der

cytotoxischen CT-6-Zelllinie

In diesem Bioassay wurde die cytotoxische Maus-Midie CT-6 verwendet, deren
Proliferationsrate Uber die TNF-induzierte Aktiviag des membranstandigen mTNFR2-
Rezeptors gesteigert werden kann (Ameloot et @012Sheehan et al., 1995; Tartaglia et al.,
1991). Das Zytokin-abhé&ngige Wachstum der CT-6 efelivurde zunédchst in einem
Vorversuch durch eine logarithmisch angelegte TNiFafion tGberpruft. Dazu wurden die
Zellen mit einer Anzahl von 5x %0pro Well in 100 pl eines IL-2- haltigen Mediums
(100 U/ml) auf einer 96-Well Mikrotiterplatte ausge und mit einer log2-Verdinnungsreihe
des mTNF fir 48 h inkubiert. Zur Wachstumskontrallerden Zellen in Abwesenheit von
MTNF kultiviert. Die Proliferationssteigerung wurduittels MTT-Assay und Uber eine
Absorptionsmessung photometrisch ermittelt.

Zur Testung blockierender Eigenschaften des momalkdm Antikorpers auf den
zellstandigen mMTNFR2 der Zellen wurden diese irmirweiteren Versuchsansatz zeitgleich
mit dem mTNF und dem m-mTNFR2-Ak versetzt (Abb. 12). Im Falle einer Ariiker-
induzierten Blockade des Rezeptors ware der Pratimsstimulus der Zellen im Vergleich

zur Kontrollpopulation (identischen Menge an mTME&N mo-mTNFR2-Ak) erniedrigt.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Bioassayur Testung blockierende Eigenschaften des m-
MTNFR2 auf den zellstandigen mMTNFR2.
Im Falle antagonistischer Eigenschaften des-mTNFR2-Ak auf den mTNFR2 der CT-6 Zellen wirde die

Bindung des mTNF an den Rezeptor verhindert werden.

Die CT-6 Zellen wurden dazu mit 5 x“@ellen pro Well in 100 pl eines IL-2-haltigen
Mediums auf einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgetfraund mit den me=mTNFR2-Ak-
haltigen Reagenzien versetzt. Der steril filtrigigbridomatberstand wurde in verschiedenen
Verdiunnungsstufen (1:4, 1:8, 1:16, 1:32), das aefgmte Eluat und der Aszites in den
Konzentrationen 1:10, 1:20, 1:40 und 1:80 eingéséiite Verdinnungen wurden in PBS
vorgenommen. Als Kontrolle dienten Wells, denentelles des Antikoérpers 100 pl an PBS
zugegeben wurde (PBS-Kontrolle). Die eingesetztexgdean mTNF betrug 0,75 ng/Well.
Zur Todkontrolle wurde einigen Wells 2 % Triton X zugegeben, welches die
Zellmembran zerstért und so die Zellen abtttet. Bestimmung der Proliferationsrate
erfolgte nach 48 h durch die Zugabe einer MTT-Sté&song (10 ul pro Well). Die Reaktion
wurde nach 4 h in jedem Well mit 70 pl einer SDSwdy abgestoppt und die Absorption im
ELISA-Reader bei 540 nm gemessen. Zusatzlich wude Zellvitalitst anhand
zellmorphologischer Kriterien im Lichtmikroskop byéeilt.



Material und Methoden 50

In einem weiteren Schritt wurde der as/mTNFR2-Ak hinsichtlich mdglicher aktivierender
Eigenschaften auf den mTNFR2 untersucht (Abb. D3ru wurde das Zellwachstums nach
Zugabe der m-mTNFR2-Ak haltigen Reagenzien (Hybridomauberstdtidat, Aszites) in
Abwesenheit von mTNF beurteilt. Im Falle aktivieden Eigenschaften des Antikoérpers auf
seinen Zielrezeptor, ware die Proliferationsrate \fergleich zur Kontrollpopulation (kein
TNF, kein Antikorper) auch in Abwesenheit des Zytskgesteigert. Die Reagenzien wurden
in den verschiedenen Verdinnungsstufen direkt eufidsgesaten CT-6 Zellen gegeben und

die Proliferationsrate nach 48 h nach selbigemaktegn ermittelt.

—| CT- 6- Zelle

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Bioassayur Testung aktivierender Eigenschaften des ra-
MTNFR2 auf den zellstandigen mMTNFR2.
Im Falle aktivierender Eigenschaften dessrmTNFR2-Ak auf den mTNFR2 wurde die Proliferaticater der

CT-6-Zellen auch in Abwesenheit von TNF stimuliert.

2.2.6 Durchflusszytometrie

2.2.6.1 Allgemeines Prinzip der FACS-Analyse

Die Durchflusszytometrie dient dazu, Einzelzellémee Suspension durch ihre spezifischen

Lichtstreuungseigenschaften, sowie der emittiert€éfuoreszenzstrahlung naher zu
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charakterisieren. Dies geschieht, indem einersedsrch eine Messung der
Vorwartslichtstreuung (FSCForward Scattey die Zellform und die relative Zellgrof3e
bestimmt werden und andererseits mit der Seitvétntstreuung (SSCSide Scattgr die
Granularitat der Zellen ermittelt wird. Durch dimmunologische Farbung mit spezifischen
Antikorpern konnen die Zellen anhand ihrer auf d2elloberflache exprimierten,
zelltypischen Antigene identifiziert werden. Es tealt sich dabei um fluoreszenzmarkierte
Antikorper, die ein charakteristisches Emissionkspen aufzeigen und so eine Sortierung
der unterschiedlichen Zellpopulationen anhand dientifizierten Merkmale ermdglichen.

Alle in dieser Arbeit vorgenommenen durchflusszytmschen Messungen erfolgten mit
dem FACScan Flow Cytometer (Becton Dickinson).

2.2.6.2 Untersuchung der Antikdrperbindung an den mTNFR2 transfizierter CHO-
Zellen

Um zu dberprufen, ob der mm-TNFR2-Ak an den zellstandigen mTNFR2 bindet, aeur
eine transgene CHO-Zelllinie (CHO tg) verwende¢, dén mTNFR2 auf ihrer Zelloberflache
exprimiert. Als Kontrolle dienten CHO-Wildtypzelld€HO wt), die den mTNFR2-Rezeptor
nicht besitzen.

Zur durchflusszytometrischen Untersuchung wurden Ztllen mit 1 x 10 Zellen auf die
FACS Rohrchen verteilt, bei 300 g fir 5 min in d&mtrifuge pelletiert und der Uberstand
verworfen. Der Hybridomauberstand wurde direkt digf Zellen gegeben und die FACS-
Rohrchen fir 1 h auf Eis inkubiert. Nach der Zdatration der Zellen wurde der Uberstand
verworfen und ein Waschschritt in 4 ml FACS-Puffed % [v/v] FCS in PBS) angeschlossen.
Dazu wurden die Zellen in dem zugegebenen FACSePufésuspendiert und in der
Zentrifuge erneut pelletiert (300 g, 10 min). Nufokgte die Zugabe von 100 ul eines FITC-
markierten Sekundarantikdrpers-Naus-IlgG-FITC) der Konzentration 1:100 in FACS-
Puffer. Nach einer Inkubationszeit von 30 min imnRein wurden Gberschissige Antikorper
in einem weiteren Waschschritt entfernt. Nach dafnahme der Zellen in 30d FACS-
Puffer wurden die Zellen im Durchflusszytometermessen. Um den Anteil der mTNFR2-
transformierten Zellen in der CHO tg Populatiorezmitteln, wurden Zellen mit einem gegen
das mMTNFR2-Epitop  gerichteten  ké&uflichena-Maus-CD120b-AF647-Antikdrper
(Konzentration 1:20) gefarbt und nach oben besbanen Verfahren durchflusszytometrisch

analysiert.
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2.2.6.3 Untersuchung der Antikdrperbindung an den mTNFR2 de Milzzellen

Im Weiteren sollte die Bindungsfahigkeit desammRTNFR2-Ak an den vitalen mTNFR2
peripherer T-Zellen der Milz durchflusszytometriscimtersucht werden. Als Kontrolle
dienten die Milzzellen von mTNFR2Mausen. Um die Expression des mTNFR2 auf den T-
Zellen der Milz zu erhdhen, wurden die gewonnenatlied mittels der gegen die T-
Zellrezeptoren gerichteten-CD3-und o-CD28-Antikérper gemall Kap.2.2.1.7 Uber 48 h
stimuliert. Im Anschluss daran erfolgte die Venaiy der Zellen mit 1 x f0Zellen pro
FACS-RoOhrchen. Zur Absattigung unspezifischer Bimghn auf den Zellen wurde ein
30 mindtiger Blockierungsschritt mit 100 pl einesggn die Fg-Rezeptoren Il und llI
gerichteten Antikorpers (10pg/ml in FACS-Pufferygenommen. Nach einem Waschschritt
mit 4 ml FACS-Puffer wurden die Zellen erneut pédiet und der Uberstand verworfen. Im
Anschluss daran wurden 100 pl des Hybridomatbeatsiasles Eluats (Verdinnung 1:2 in
FACS-Puffer) bzw. des Aszites (Verdinnungen 1:201in FACS-Puffer) zu den Zellen
gegeben und diese darin resuspendiert. Als Positivélle wurden die Zellen in einem
FACS-ROhrchen mit 100 pul Serum einer titerpositindaus (Verdinnung 1:20 in FACS-
Puffer) versetzt. Nach einer Inkubationszeit voh @nd einem weiteren Waschschritt in
FACS-Puffer wurde der FITC-markierte Sekundaramplkd a-Maus-1gG (1:100 in FACS-
Puffer) zugegeben. In einem weiteren Blockierungsgc(30 min, 4 °C) wurden dann die
Bindungsstellen des Sekundarantikdrpers mit Maussé€¥erdinnung 1:10) abgesattigt.

Die Oberflachenfarbung der verschiedenen T-Zellg®pllationen wurde mit
fluoreszenzmarkiertea-CD4 unda-CD8-Antikérpern vorgenommen. Nach einer Inkubation
fur weitere 30 min auf Eis in Dunkelheit wurden deellen durch einen weiteren
Waschschritt von nicht gebundenen Antikdrpern biefred anschliel3end in der Zentrifuge
pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und dielleéh zur durchflusszytometrischen
Vermessung in 300l FACS-Puffer aufgenommen. Alle verwendeten Antgeirwurden in

FACS-Puffer verdiinnt und in den in Tabelle 13 amfpepen Konzentrationen eingesetzt.

Tabelle 13:Tabelle der in der Durchflusszytometrieeingesetzten Antikdrper

Antikorper Verdinnung
a-Maus Fg RII /11l (Klon 2.4G2; 1,84mg/ml) 1:150
a-Maus IgG-FITC 1:100
a-Maus CD4-APC 1:200

o-Maus CD8a-Per-CP 1:200
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2.2.6.4 Untersuchung der Antikérperbindung an den mTNFR2 de Thymozyten

Um unspezifische Bindungen des FITC-markierten 8ditantikdrpers an die T-Zellen zu
verringern und eine hohere T-Zellpopulation zu gewen, wurden die Thymozyten nach dem
in Kap.2.2.1.6 beschriebenen Verfahren gewonnere Barbung der Zellen fir die

Durchflusszytometrie erfolgte nach dem in Kap.&2erlauterten Schema.
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3 Ergebnisse
3.1 Herstellung monoklonaler Antikorper

3.1.1 Immunisierung von mTNFR2" M&usen

Zur Herstellung monoklonaler Antikorper wurden daeht Wochen alte weibliche mTNFR2-
defiziente Mause (FA-0, FA-L, FA-R) nach dem in K&p2.2.2 beschriebenen Verfahren
immunisiert. Der erste Titertest fand drei Tagehndem ersten Boost statt und zeigte in den
polyklonalen Seren aller drei Mause eine Antikoppeduktion (Abb. 14A). Der héchste
Immunglobulin-Titer war dabei in dem Serum der €lie spatere Zellfusion ausgewahlten
FA-R Maus nachzuweisen. Der zweite Titertest etéolmit dem Serum der zur Fusion
verwendeten FA-R Maus. Dieses wurde drei Tage waoh zweiten Boost durch Punktion
des retroorbitalen Venenplexus gewonnen. Dabeiteagh ein durch den zweiten Boost
deutlich gesteigerter Antikorpertiter im Serum (AQ4B).

A
2.0 7
Mau= FA-O
——DMauz FA-L
157 —+—MausFA-R
E —ir— Posttivkontrolle
% 1.0 4 —— Negativkontrolle
0.5 -
U.U T T T T T T T T T T T T
12 11 10 g 8 7 2] g 4 3 2 1

Senmverdimmmg [in PBS]
= 2% = 100



Ergebnisse 55

B
3.0
—— Niau= FA- B (1. Boost)
2.5 1
—— Mau= FA- B (2. Boost)
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Abbildung 14: Nachweis der me-mTNFR2-Antikérper im Serum der immunisierten Mause

nach dem ersten Boost (A). Im Serum der fir die Z&usion verwendeten FA-R Maus wurde durch den
zweiten Boost ein deutlich héherer Antikorpertitererreicht (B).

Die Immunisierung der mTNFR2Mause, sowie die erste und zweite Boosterinjekédolgte mit je 100 ug
des rekombinant hergestellten mTNFR2-V5-HIS-Antigge@ur Bestimmung des Immunglobulintiters der
Mausseren wurden ELISA-Mikrotiterplatten verwendelie mit 200 ng/Well des mMTNFR2-IgG-Protein
beschichtet wurden. Der Nachweis gebundener Ariderfolgte durch einen mit einer Alkalischen Riadase
gekoppeltena-mouse-IgG {-chain specift)-Antikdrper. Als Positivkontrolle wurde das Serwimer in eine
frihere Fusion eingegangenen titerpositiven Mausg@edet. Zur Negativkontrolle diente das Serum reimeht
immunisierten mTNFR2 Maus. Dargestellt ist der aus Duplikaten erreaidittelwert der im ELISA-Reader

bestimmten Optischen Dichte bei 405 nm.

3.1.2 Zellfusion

Fur die Zellfusion wurde die Milz der titerstarkstEA-R Maus eingesetzt. Da etwa ein drittel
der Milz nekrotisch war, wurde dieser Anteil verfer und nicht fur die Zellfusion
verwendet. Die Aufbereitung der Milzzellen erfolgtach der in Kap.2.2.1.5 beschriebenen
Vorgehensweise. Die Fusion erfolgte mit 3,6 X Milzzellen und 1,2 x 10Myelomazellen
(Verhaltnis 1:3) nach der in Kap.2.2.2.7 erlauteméethode. Von den 15 angelegten 96-Well
Mikrotiterplatten zeigte sich nach sieben Taged201 der insgesamt 1440 Wells (83,4 %)
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lichtmikroskopisch ein Zellwachstum, wobei ein Gral3der Wells mehrere Zellkolonien
enthielt.

3.1.3 Antikérperproduktion und Testung im ELISA

Der erste Test der Hybridomaiberstande auf eineifsgone Antikorperproduktion fand 10
Tage nach der Fusion statt. Dazu wurden die mit delNFR2-IgG-Protein beschichteten
ELISA-Platten verwendet, die nach dem in Kap.22 Beschrieben Verfahren hergestellt
wurden. Im ersten Titertest zeigten 31 der 120%kgeten Wells (2,6 %) ein positives
Testergebnis. Im zweiten Titertest, der 14 Tagdrler Fusion stattfand, war nur noch in 25
der kolonisierten Wells eine Antikérperproduktion achweisbar (2,1 %). Um
Kreuzreaktivitaten der AntikGrper mit einem Epitdes zur Immunisierung verwendeten
MTNFR2-V5-His-Antigens  auszuschlieBen, wurde  die ittedr Testung der
Hybridomauberstande sowohl auf einer mit dem mTNFR2-Protein, als auch auf einer mit
dem TNFR2-V5-His-Protein beschichteten ELISA-Plaliiechgefuhrt.

Wie in Abbildung 15 dargestellt, zeigten dabei B detesteten Hybridomauberstande eine
Bindung an das mTNFR2-V5-His-Protein, wovon jedddh nicht an das mTNFR2-IgG-
Protein banden (z.B. IV F4, IV G1, V D2, V F12). D&se Antikérper vermutlich gegen eine
Komponente des Immunisierungsproteins und nichziBpeh mit dem mTNFR2-Epitop

reagierten, wurden sie nicht weiter kultiviert.
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mTNFR2- IgG ELISA
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Abbildung 15: Testung der Hybridomatberstande auf e Antikdrperbindung an das mTNFR2-V5-His-
Protein bzw. das mMTNFR2-1gG-Protein im ELISA.

Zur Testung der Hybridomauberstinde dienten ELIS&AtEh, die mit dem zur Immunisierung verwendeten
MTNFR2-V5-HIS Protein bzw. dem mTNFR2-1gG-Protegsbhichtet wurden. Als Negativkontrolle wurde der
Uberstand einer sicher als negativ geltenden Hgbmakelllinie verwendet. Gebundene Antikorper wurden
dem a-mouse-lgG-AP (y-chain specific) detektiert. Dargestellt sind die gemessenen Chmis Dichten der
getesteten Zellklone, sowie die Grenzwerte der ijeyes Negativkontrolle. Die sechs markierten Klareigten

eine spezifische Bindung gegentber beiden Rezeapteipen und wurden weiter kultiviert.

Diejenigen sechs Klone, die gegenuber beiden fasgigebundenen Proteine eine positive
Reaktion zeigten, wurden als spezifisch fur das MRR-Epitop gewertet und weiter
kultiviert. Dabei handelte es sich um die Klone Bertterwells VI E2, VI F9, VIII E4, IX E5,

X1 D4 und XI E10.

Einen Uberblick tiber den prozentualen Anteil und genaue Anzahl der im Titertest 1-3

positiven Klone gibt Tabelle 14.
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Tabelle 14:Ubersicht {iber den prozentualen Anteil od die Absolutzahlen der im mTNFR2-lgG-ELISA

als positiv gewerteten Zellklone.

Positive Klone im Positive Klone im Positive Klone im

1. Titertest 2. Titertest 3. Titertest
Prozentsatz der 2,6 2,1 0,5
Gesamtklonzahl (1201)
Anzahl positiver Klone 31 25 6

Um zu verhindern, dass die in den positiven, pagklen Wells heranwachsenden
Hybridoma von anderen Kolonien Uberwuchert werdemyden diese in regelméafdigen
Abstanden auf Tochterplatten gesplittet und westgbkloniert. Von den sechs in Kultur
behaltenen  Hybridomazelllinien stellten einige naclwvenigen Wochen ihre

Antikdrperproduktion ein, sodass nur der Klon IX &&uerhaft in Kultur genommen werden
konnte. Bei den Versuchen, den Zellklon in ein HEges Milieu zu Uberfiihren, zeigten die
ausgesaten Zellen lichtmikroskopisch bereits naoknigen Tagen eine apoptotische
Zellmorphologie, sodass der Klon weiterhin in Anesgiseit der Peritonealmakrophagen
kultiviert werden musste. Nach mehrmaliger Subldamg mittels des in Kap. 2.2.2.8
beschriebenen Verfahrens konnte ein stabil wacksendd kontinuierlich monoklonale

Antikorper produzierender Zellklon etabliert werdder die Bezeichnung DJ2008 erhielt.

3.1.4 Bestimmung der Immunglobulin-Subklasse

Die Bestimmung der Antikoérper-Subklasse erfolgtétets desmouse monoclonal antibody
isotypingTest Kitder Firma Serotec. Wie in Abbildung 16 gezeignhdwelte es sich im Falle
des monoklonalen Antikérpers DJ2008 um gitmmunglobulin der Subklasse;& das die
schweren Ketten vom Subtyp,&ind die leichten Ketten vom Typbesal3.
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Abbildung 16: Isotypbestimmung des monoklonalen Arikérpers DJ2008.
Mit dem mouse monoclonal antibody isotyping Test Kit (Sjdtonnte der monoklonale mi-mTNFR2-Ak

DJ2008 als Isotyp lgf=« bestimmt werden.

3.2 Charakterisierung des mo-mTNFR2-Antikorpers

3.2.1 Spezifitatsnachweis im Dot Blot

Die von den Hybridomazellen produzierten Antikorpeurden auf ihre Fahigkeit zur
Detektion des rekombinanten mTNFR2-IgG im Dot Blafahren getestet. Der Nachweis
gebundener Antikorper an das immobilisierte Proteirfolgte mit dem Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikorpemrmouse—IgG Whole molecule durch das in Kap. 2.2.4.1
beschriebene Verfahren. Abbildung 17 zeigt die Bmglan das mTNFR2-1gG-Protein durch
die Hybridomauberstande der Klone IX E5, XI D4 uid E10. Dabei sind jedoch
unterschiedliche Affinitaten der jeweiligen Antilg@r fir das Protein erkennbar. Wéahrend die
Klone XI E10 und Xl D4 nur die maximal aufgetragenative Proteinmenge von 1 g
detektierten, band der Klon IX E5 bereits an eiebrdach geringere Rezeptormenge von
100 ng. Die Bindung an die native Form des Protemd/ergleich zur denaturierten Form
war bei allen drei Klonen starker. In der Negatikolle zeigte keiner der Antikorper eine
Reaktion mit BSA, was die Spezifitdt der Antikorgér das Rezeptorprotein unterstreicht.
Der Klon VI F9 zeigte eine unspezifische Bindungg&t®n, was zur vollstandigen
Schwarzung der Membran auf dem Rontgenfilm fuldie. Testlberstanden der Klone VI E2
und VIII E4 erkannten das mTNFR2-1gG im Dot BloteNahren nicht.
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Abbildung 17: Detektion von mMTNFR2-1gG durch Antikérper-enthaltende Hybridomauberstande im Dot

Blot.

Das Protein mTNFR2-IgG wurde mit den angegebenengéie auf die Nitrozellulosemembran gegeben. Durch
einen Blockierungsschritt in Milchpulverldsung ward unspezifische Bindungsstellen abgesattigt. Nach
Inkubation der Membranen mit den jeweiligen Hybnduiberstanden erfolgte der Nachweis gebundener
Antikérper durch den POX-gekoppeltermouse-1gG-Antikdrper und der Entwicklung auf Raméimen. Als
Negativkontrolle diente BSA, fiir die Positivkontelvurde pro Membran 1 pl eines Serums einer tistiyen

Maus aufgetragen.

3.2.2 Spezifitatsnachweis im Western Blot

Zur weiteren Charakterisierung des Klon DJ2008 wutds Bindungsverhalten an die beiden
Rezeptorproteine mTNFR2-1gG und mTNFR2-V5-His im3féen Blot Gberprift.

Abbildung 18 zeigt die spezifische Bindung dessmTNFR2-Ak an die beiden im SDS-Gel

aufgetrennten und auf eine PVDF-Membran transtemneProteine.
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Abbildung 18:Detektion der mTNFR2-Proteine durch den m-a-mTNFR2-Ak im Western Blot-Verfahren.

Die beiden Proteine mTNFR2-IgG und mTNFR2-V5-Higegan mit 1,5 g pro Tasche im SDS-Gel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach eimdatkierschritt in 10 % (w/v) Milchpulverldsung etfjte

die Inkubation mit dem Hybridomaiberstand des KIii2008. Als Detektions-Antikérper wurde demouse-
IgG (whole moleculePOX (1:5000 in 0,5 % [w/v] Milchpulverlésung) gjesetzt.

In der Spur des aufgetragenen mTNFR2-1gG zeigtem siehrere Banden unterschiedlicher
molekularer Grole, die auf eine FragmentierungRtegeins schliel3en lieRen. Die starkste
Bandenfarbung zeigte sich dabei im Molekulargevsichteich von ~25-28 kDa. In diesem
Molekulargewichtsbereich liegen sowohl das humane-Ffagment, als auch die
extrazellulare mTNFR2-Doméane des im SDS-Gel auégetten mTNFR2-I9G Proteins.
Zusatzlich wurden zwei weitere Fragmente im Bereioch ~40 kDa und ~47 kDa detektiert.
Das mittels SDS-Page aufgetrennten mTNFR2-V5-HIStdir zeigte eine Bande bei
~30 kDa, was der molekularen GroRe des rekombinam& NFR2-V5-His Proteins
entspricht (Abb.6). Zur Kontrolle erfolgte der Naakis der humanen Fc-Domane des
MTNFR2-IgG mit dem HRP-gekoppelten donkey#uman-IgG-Antikorper (Abb. 19). Auch
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hier zeigte sich die Fragmentierung des Proteinschdudie Detektion verschiedener
Spaltprodukte mit Molekulargewichten im Bereich ve28 kDa und ~25 kDa.

Standard
MTNFR2-1gG
MTNFR2- V5- His

75 kDa

50 kDa

37 kDa

25kDa

20 kDa

15 kDa

Abbildung 19:Nachweis des rekombinanten mTNFR2-IgGRrotein im Western Blot-Verfahren.

Pro Spur wurden 1,5pug des mTNFR2-IgG und mTNFRZNS Protein im SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieBend auf eine PVDF-Memltransferiert. Die Detektion erfolgte mit dem HRP-
gekoppelten donkey-human-1gG-Antikdrper (1:5000 in 0,5 % [w/v] Milchjverlésung).

Zur Detektion des mMTNFR2-V5-His-Proteins wurde gegen das Hitag gerichteten-penta-
His-Antikorper eingesetzt. Mit Hilfe des POX-gekatien Sekundarantikbrperxsmouse-
lgG (whole moleculgerfolgte die Bandenfarbung bei einem Molekularigétvwon ~30 kDa
(Abb.20).
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Abbildung 20:Nachweis des rekombinanten mTNFR2-V5-li$-Protein im Western Blot.-Verfahren.

Pro Spur wurden 1,5pug des mTNFR2-IgG und mTNFRZNS Protein im SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und anschlieRend auf eine PVDF-Memlrnamsferiert. Als Primarantikdrper diente depenta-
His-Antikoérper. Gebundene Antikérper wurden mit dé¥X-gekoppeltern-mouse-IgG Whole molecule
(1:5000 in 0,5 % [w/v] Milchpulverlésung) nachgewses.

3.2.3 Kreuzreaktivitatstestung im TNF-induzierten Zytotoxizitatstest

In einem Vorversuch wurde eine fur die Durchfuhruadter weiteren Versuchsansatze
geeignete Konzentration an TNF ermittelt, die dudleh Aktivierung des membranstandigen
MTNFR1 zu einer Letalitatsrate von etwa 50 % de®2B- Zellpopulation fihrte. Die
notwendige TNF Menge lag im Falle des mTNF bei ~a@0nl, bei Verwendung von hTNF
bei ~400 pg/ml (Abb. 21). Die TNF-induzierte Stébkeitsrate der Zellpopulationen war
dabei stets streng konzentrationsabhéngig. Mitvlarge des zugegebenen TNF erhdhte sich
auch der Anteil apoptotischer Zellen. In allen zygjgenen TNF-Konzentrationen lag die
MTNF-induzierte Zellsterblichkeit deutlich Gber deFNF-induzierten Apoptoserate. Mit der
Zugabe von 0,8 pg/ml des mTNF ergab sich ein zyistber Effekt bei ~20 % der Zellen.
Bei der identischen Menge an hTNF lag dieser Weeseamtlich niedriger bei einer
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Letalitdtsrate von ~10 %. Um eine Sterblichkeitsrabn 20 % auch durch das hTNF zu
induzieren, musste eine deutlich héhere Zytokinreeran 12,5 pg/ml zugegeben werden.
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Abbildung 21:Uber den mTNFR1-vermittelte Apoptoserae der L-929-Zellen in Anwesenheit von hTNF

und mTNF.

Die Zellen wurden in Aktinomycin-D-haltigem Mediuf® pg/ml) fur 24 h mit der angegebenen Menge an TNF
inkubiert. Die Bestimmung der Zellviabilitét erfédgnach MTT-Zugabe mittels Messung der OD bei S5#40m
Photometer. Den Zellen der Lebendkontrolle wurdee&é NF zugegeben, die Todkontrolle wurde mit einer
absolut toxischen TNF-Menge von 2,5 ng/ml versddzrgestellt sind Mittelwert und Standardabweichang

Triplikaten.

Auch in der morphologischen Beurteilung der Zellserier dem Lichtmikroskop zeigte sich
eine starkere Zytotoxizitat des zugegebenen mTNNFengleich zum hTNF. Beim Vergleich

identischer TNF-Mengen war der Anteil apoptotiscBellen in den mit mTNF-inkubierten

Wells deutlich héher als in den mit hTNF-inkubiert®Vells. Die apoptotischen Zellen

unterschieden sich von den vitalen Zellen durche emue Oberflachenstruktur, das
verringerte Zellvolumen und die erh6hte Granuligraes Zellplasmas. In den TNF-freien
Wells (Lebendkontrolle) war ein dichter Rasen aakten, fibroblastischen Zellen zu sehen,
die Todkontrolle beinhaltete keine vitalen Zellen.

Davon ausgehend wurden in einem weiteren Versushtammadgliche protektive oder

apoptosesteigernde Effekte dessrmTNFR2-AK auf die L-929-Zellpopulation untersucht.
Wie in Abbildung 22 ersichtlich, hatte der am@TNFR2-AK keinen Einfluss auf die

Zellsterblichkeitsrate der mTNF-inkubierten Zellelhuch der unterschiedliche Gehalt an

konditioniertem Medium, der in den jeweiligen Vendiingsstufen des Hybridomatberstands
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enthalten war, hatte keinen Einfluss auf die Zelfpse. Der Prozentsatz stoffwechselaktiver
Zellen lag sowohl bei Zugabe des Antikodrper-positivHybridomatberstands als auch des
negativ getesteten Hybridomatberstands im Bereah 50 %. Dies entsprach auch der
ermittelten Zellviabilitat der Kontrollpopulatiom iAbwesenheit eines Uberstands.

Damit zeigten sich keinerlei kreuzreaktive Eigersdtdn des m-mTNFR2-Ak gegenlber

dem membranstandigen mTNFR1-Rezeptor der L-92%Zell

—+— Al positiver Uberstand
—+— Ak- negativer Uberstand

65 - = = - Eontrolle mTNF0,07ng/ml

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

Zellzahl [ % der Lebendkontrolle]

35 T T 1
1:16 1:8 14 12
Verdimnung Hybridomaiiberstand in Medium

Abbildung 22:Kreuzreaktivitatstest des m-a-mTNFR2-Ak mit dem mTNFR1.

Die L-929-Zellen wurden mit dem Antikdrper-positivezw. Antikdrper-negativen Hybridomatberstand émd
angegebenen Verdinnungsstufen fur 2 h inkubies. Digabe von mTNF in der Konzentration 0,07 ng/ml
erfolgte in Actionomycin-D-haltigem Medium (2 pgjmlAls Kontrolle dienten Wells ohne Uberstand. Die
Lebendkontrolle enthielt kein mTNF, die Todkonteolvurde einer absolut toxischen Menge von 2,5 ng/ml

MTNF ausgesetzt. Dargestellt sind Mittelwert unan8ardabweichung aus Triplikaten.

3.2.4 Testung hemmender Eigenschaften im TNF-induzierte@ytotoxizitatstest

In dem durchgefiihrten Versuchsansatz wurde zundanguswirkung einer TNFR2-Zugabe
auf die TNF-induzierte Sterblichkeit im Zytotox@isassay untersucht. Hierbei zeigte sich
sowohl fur das mTNFR2-IgG, als auch fir das mTNRR2HIs eine schitzende Wirkung
der Zellen vor dem TNF-induzierten Zelltod (Abb.2Bje Wachstumskontrolle (0,07ng/mi
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MTNF, kein mTNFR2-Rezeptor) lag in Anwesenheit V07 ng/ml mTNF bei einer

Zellviabilitdt von ~60 %. Beide l0slichen Rezeptafeine konnten die Sterblichkeitsrate
durch eine Neutralisation des TNF-Zytokins beessgkn. Dieser Effekt erhdhte sich mit der
Menge an zugegebenem Rezeptor. Ein vollstandigbutdcder Zellen wurde bei einer
MTNFR2-IgG-Konzentration von 1000 ng/ml erreicht,ob&i der mit der gleichen

Konzentration an mMTNFR2-V5-His erzielte Zellschutwir bei ~90 % lag. Diejenige

Rezeptorkonzentration, die zu einer gesteigerteerlebensrate von ~20 % fiihrte (80 %
Wert) lag im Falle des zugegebenen mTNFR2-IgG 13 rg/ml, wahrend demgegeniber
250 ng/ml des mTNFR2-V5-His notwendig waren. Dibsssere Neutralisationsfahigkeit des
MTNFR2-IgG im Vergleich zum mMTNFR2-V5-His zeigteclsi in allen eingesetzten

Rezeptorkonzentrationen. In allen weiteren Versnciverde daher zur Neutralisation des
MTNF das mTNFR2-IgG-Protein eingesetzt.
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Abbildung 23: mTNF-induzierte Apoptoserate der L-92-Zellen in Anwesenheit I6slicher mTNFR2-

Proteine.

Das mTNF (0,07 ng/ml) wurde fiir 2 h mit dem mTNFR®& bzw. dem mTNFR2-V5-His- Protein vorinkubiert
und auf die L-929-Zellen Ubertragen. Die Anzahliffstechselaktiver Zellen wurde nach 24 h mittels M¥T
Assay bestimmt. Als Wachstumskontrolle dienten Wellenen kein Rezeptor zugegeben wurde. Die
Lebendkontrolle enthielt Zellen ohne die Zugabe wohNF und mTNFR2. Dargestellt sind Mittelwert und
Standardabweichung aus Dubletten der bei 540 nroptedrisch ermittelten Zellviabilitat.

In einem nachsten Schritt wurden dann die Eigersainales ma-mTNFR2-Ak auf den
l6slichen mMTNFR2 naher untersucht. Dazu wurden Ld#29-Zellen in Anwesenheit von
MTNF und mTNFR2 zugleich dem samTNFR2-Ak ausgesetzt und die Zellsterblichkeit
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bestimmt. Wie in Abbildung 24 dargestellt, wurdee dellen durch die Zugabe des Iéslichen
MTNFR2 vor dem Zytokin-induzierten Zelltod geschiifzabei zeigte sich jedoch in keiner
der eingesetzten Konzentrationen des-mTNFR2-Ak eine Beeinflussung der Apoptoserate
im Vergleich zur PBS-Kontrolle (orange). In Abwekeit des Rezeptors (0-Wert) erreichten
sowohl die Antikorper-enthaltenden Wells, als audme PBS-Kontrolle diejenige
Apoptoserate der Wachstumskontrolle. Eine blockidee Wirkung des monoklonalen

Antikorpers auf den I6slichen mTNFR2 konnte songhhnachgewiesen werden.
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Abbildung 24:Test hemmender Eigenschaften des Antikpers auf den l8slichen mTNFR2-IgG.

Die m-u-mTNFR2-Ak enthaltenden Reagenzien (Eluat, Asziteg)den in den angegebenen Verdinnungsstufen
mit dem MTNFR2-IgG fiur 2 h vorinkubiert und auf die929-Zellen Ubertragen. Die weitere Kultivierung
erfolgte nach Zugabe von mTNF (0,07 ng/ml) in Astimycin-D-haltigem Medium (2 pg/ml) fur 24 h. Die
Zellviabilitat wurde photometrisch Uber die Umsetgues Farbstoffes MTT zu Formazan ermittelt. DBSP
Kontrolle enthielt keine Antikorper. Als Wachsturasitrolle dienten Wells, denen eine identische Meage
mTNF (0,07 ng/ml), aber kein Rezeptor zugegebendawbDie Lebendkontrolle enthielt kein mTNF, die
Todkontrolle eine absolut toxische mTNF-Menge (&aml). Dargestellt sind die photometrisch bei 540

ermittelten Zellviabilitaten.
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3.2.5 Testung blockierende und aktivierende Eigenschafterm Bioassay mit der
cytotoxischen CT-6-Zelllinie

Zur Beurteilung moglicher agonistischer oder antegiescher Eigenschaften des

monoklonalen Antikérpers wurde eine CT-6 —Zelllilerwendet, die durch die TNF-

induzierte Stimulation des membranstandigen mTNRiRroliferiert.

Wie in Abbildung 25 dargestellt erhdhte sich dieolferationsrate der Zellen ab einer

zugegebenen mTNF-Menge von ~0,23 ng/ml. Ein waomssteigernder Effekt war bis zu

einer mTNF-Konzentration von 7,5 ng/ml sichtbamalzh konnte die Proliferationsrate durch

erhohte Zytokin-zugabe nicht mehr weiter gesteigestden. Das Wachstum der Zellen in

Abwesenheit von TNF lag deutlich niedriger (Wachssiontrolle).

1 - = = = = Todkontrolle
0.5 1 = = = = Wachstumskontrolle ohne TNF
0.8 1
_ 07 —#— Stimulation mit mTNE
S 06 -
"
e e i
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e
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Abbildung 25:mTNF-abhangige Proliferation der CT-6-Zellen.

Die CT-6-Zellen wurden in IL-2 haltigem Medium aufiner Mikrotiterplatte ausgesat und mit einer
logarithmischen Verdinnungsreihe an mTNF dber 4#kubiert. Die Wachstumskontrolle zeigt das
Zellwachstum in Abwesenheit von mTNF. Die Proliteyassteigerung wurde mittels MTT-Assay und Ubeeei
Absorptionsmessung im Photometer bei 540 nm edinifiée Ordinate zeigt die ermittelten optischerciien

(OD) der Proben, auf der Abszisse sind die eingeseimTNF-Konzentrationen angegeben.

Um den Einfluss des m-mTNFR2-Ak auf die Wachstumsrate der Zellen be&serteilen
zu konnen, wurde zur Durchfiihrung aller weiteremsdehe eine mTNF- Konzentration von
0,75 ng/Well gewahlt, die im Bereich zwischen maadien und minimaler Stimulation lag.

Antagonistische Eigenschaften des monoklonalenk&ngers auf den zellstandigen mTNFR2
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wurden Uberpruft, indem die Zellen zeitgleich ménd mTNF und den m-mTNFR2-Ak
inkubiert wurden. Da beide Reagenzien den mTNFR2Zadlstruktur haben, ware im Falle
einer durch den Antikdrper verursachten RezeptoKalde die Bindung des TNF-Liganden
an seinen Zielrezeptor unterbunden. Der Wachstueigesnde Effekt des Zytokins auf die
Zellpopulation wiirde damit verringert oder ginggaoganz verloren.

Eine Antikdrper-induzierte Blockade der TNF-Binduag den mTNFR2 zeigte sich jedoch
nicht. Die Zugabe der Antikdrper-enthaltenden Reaga (Hybridomadberstand, Eluat,
Aszites) fuhrte zu keiner Hemmung der Ligandenbigd@an den Rezeptor, sodass das
Zellwachstum demjenigen der PBS-Kontrolle entsp{@zten nicht gezeigt).

In einem weiteren Versuchsansatz wurden dann niiglaktivierender Eigenschaften des
Antikorpers auf den mMTNFR2-Rezeptor in Abwesenkeit mTNF untersucht. Auch hier
fuhrte die Antikorperzugabe zu keiner Aktivierungesd Rezeptors im Sinne einer
Proliferationssteigerung der Zellen, sodass die Waensrate in Anwesenheit des om-
MTNFR2-Ak derjenigen der PBS-Kontrolle entsprachté nicht gezeigt).

3.2.6 Durchflusszytometrische Bindungsanalyse des m-mTNFR2-Ak an den
MTNFR2 transfizierter CHO-Zellen

Nun wurde der me=mTNFR2-Antikbrper auf seine Fahigkeit hin untefstican den
zellstandigen mMTNFR2 transfizierter CHO-Zellen (CHE) zu binden. Dazu wurden die
Zellen mit dem gereinigten Hybridomauberstand in&tthund mit einem FITC-markiertan
mouse—IgG-Antikorper fir die Durchflusszytometriefaybt. Als Kontrolle dienten CHO-
Wildtyp-Zellen (CHO wt), die nicht transfiziert wem und den mTNFR2 nicht auf ihrer
Oberflache trugen. Wie in Abbildung 26 gezeigt, eirzunachst die Zellpopulation der
lebenden CHO-Zellen identifiziert (Lebendzellgate).
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Abbildung 26:Lebendzellgate der CHO-Zellen.
Durch die Auswahl der Lebendzellpopulation im ZéhHter gate wurden nur Messwerte aus diesen

definierten Teilbereichen erfasst. Tote Zellen detlschrott gingen nicht in die Ergebnisse ein.

Um den Anteil der den mTNFR2 exprimierenden Zeilerder CHO tg Zellpopulation zu
bestimmen, wurden die Zellen mit einem gegen derNRR2-gerichteten, kommerziell
erhaltlichena-mouse-CD120b-Antikorper angefarbt. Dieser, mit dAfF647-Flourochrom
markierte Antikorper lieferte sein positives Sigmal APC-Kanal. Dabei zeigte sich, dass
52,1 % der CHO tg-Zellen den mTNFR2 auch tatséehdiaf ihrer Zelloberflache trugen,
wahrend der Rezeptor auf der Wildtyp-Kontrolle (CH® nicht nachzuweisen war (Abb.27).
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Abbildung 27:Durchflusszytometrische Analyse des Aeils an mMTNFR2 auf CHO wt-Zellen und CHO tg-
Zellen.
Zur Detektion mTNFR2-exprimierender Zellen wurder d&F647-markierte a-mouse-CD120b-Antikdrper

eingesetzt, der sein Signal im APC-Kanal liefert.

Die Bindung des m=mTNFR2-Ak an die CHO-Zellen wurde mit Hilfe desTE&l-markierten
a-mouse-lgG-Antikorpers durchflusszytometrisch basit. Dabei zeigte sich in der CHO tg-
Zellpopulation ein Signal von 1,3 %, das gegenidmr Wildtyp-Kontrolle (CHO wt) nur
minimal erhéht war (Abb. 28). Eine Bindung des mdaopalen AntikGrpers an den
zellstdndigen mMTNFR2 der CHO tg konnte somit nahtleutig nachgewiesen werden.
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Abbildung 28:Durchflusszytometrische Analyse der Bidung des me-mTNFR2-Ak an die Zellen.
Die CHO wt und CHO tg Zellen wurden 1 h mit dem Hglbmauberstand inkubiert. Zur Detektion gebundener

Antikorper wurde der FITC-markiertemouse-IgG-Antikdrper verwendet.
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3.2.7 Durchflusszytometrische Bindungsanalyse an die T-Zlen aus Milz und Thymus

der Maus

Um die Bindungsfahigkeit des monoklonalen Antikdgo@an den zellstandigen, nativen
MTNFR2 weiter zu untersuchen, wurden aktivierteyfaphozyten aus Milz und Thymus der
Maus gewonnen und fur die Durchflusszytometrie geféDie Milz- bzw. Thymuszellen
wurden wie in Kap.2.2.1.7 beschrieben, mit einestplgasengebundenerCD3-Ak und dem
|6slichen a-CD28-Ak Uber 48 h stimuliert und anschlieRend wom me-mTNFR2-Ak
versetzt. Der Nachweis gebundener Antikorper etéofgit dem FITC-markierten—mouse-
IgG-Antikorper.

In Abbildung 29A ist die oberflachenspezifische btirg der Subpopulationen im Thymus
der Wildtyp- bw. mTNFRZ Maus dargestellt, die mittels-CD4 und o-CD8-spezifischer
Antikérper durchgefiihrt wurde. Bei der Wildtypmagsigten sich 2% an CD86,5% an
CD4" und 84,6% an CD4CDS8" doppelt positiven (DP) Thymozyten. Die Analyse der
Thymuszellen der mTNFR2Maus ergab einen Anteil von 3,3% an CP83,5% an CD4
und 76,6% an CD4CDS8" doppelt positiven Zellen. Wie in Abbildung 29B fidie CD4-
Subpopulation der Thymozyten gezeigt, ergab die titifarbung mit dem alleinigen
Sekundarantikérper eine nahezu vollstandige Anfigbder gesamten Zellpopulation mit
96,7% bzw. 98,4%. Dadurch war eine weitere Beunbgilder Bindungsfahigkeit des -
MTNFR2-Ak DJ2008 an die T-Zellen nicht moglich (A29C).
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Abbildung 29:Durchflusszytometrische Farbung der Ttymozyten zum Nachweis einer m=mTNFR2-Ak-
Bindung an den mTNFR2 der T-Zellen.

A) Die T- Zell-Subpopulationen im Thymus der Mausurden mit a-CD4- und a-CD8-Antikdrpern
zellspezifisch angefarbt. B) Kontrollfarbung der £D-Population mit dem FITC-markiertesrmouse-1gG-
Antikérper ergab eine nahezu vollstandige Anféarbdeg gesamten Zellpopulation. C) Inkubation derélleh
mit dem me-mTNFR2-Ak und Nachweis gebundener Ak durch denC-fiflarkiertern-mouse-lgG-Antikorper.
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4  Diskussion

4.1 Herstellung monoklonaler Antikorper gegen den mTNFR2

Der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) ist ein multifunkimles Zytokin, das zahlreiche
biologische Prozesse wie die Zellproliferation, |@i#flerenzierung und die Apoptose steuert.
Als Signalstoff des Immunsystems gilt TNF als eider wichtigsten Mediatoren der lokalen
und systemischen Entziindungsprozesse und ist asbaexhr zahlreicher Krankheitserreger
maldgeblich beteiligt. Auch in der Entwicklung se@térer lymphatischer Organe und der
Aufrechterhaltung der lymphoiden Strukturen kondite gro3e Bedeutung des TNF bereits
belegt werden (Hehlgans und Pfeffer, 2005; Krugdbal., 2008; Wajant et al., 2003). Diese
pleiotropen Funktionen des Zytokins werden Uber Heiden transmembranstandigen
Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 vermittelt. Wahrend dieer den TNFR1 regulierten
Stoffwechselschritte bereits weitgehend aufgekigind, ist die genaue Funktion und
Wirkungsweise der tGber den TNFR2-initiierten Siglaakaden immer noch ungeklart.

Zur genaueren Charakterisierung der immunologisciergénge, die Uber den TNFR2
gesteuert werden, sind die Bestrebungen zur maekulUntersuchung dieses Rezeptors seit
jeher grof3. Ein moéglicher Ansatz zur Erforschung eFR2-abhangigen Signalwege ist der
Einsatz von Antikorpern, die spezifisch gegen damejligen TNF- Rezeptor gerichtet sind.
In den Untersuchungen von Brockhaus et al. (19%)ang es mit Hilfe monoklonaler
Antikorper das Vorliegen zweier unterschiedlichédFF Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2)
auf verschiedenen menschlichen Zelllinien nachzsevei Shalaby et al. (1990), sowie
Espevik et al. (1990) charakterisierten in weite&indien die biologischen Effekte einer
Antikérperbindung an die jeweiligen humanen TNFz&#oren. Grell et al. (1995) fand mit
Hilfe des gegen den hTNFR2-gerichteten monoklon&letikdrpers 80M2 heraus, dass der
TNFR2 vor allem durch die membrangebundene Formlrdd#sMolekuls aktiviert wird und
die vielfaltigen TNF- Effekte durch eine untersaliehe Sensitivitat der Rezeptoren fir die
l6sliche bzw. membrangebundene TNF- Form bedingtiere In den Arbeiten von Tartaglia
et al. (1991) kamen polyklonalen Kaninchenseren Himsatz, die gegen die murinen TNF-
Rezeptoren gerichtet waren und so deren unterdaiedFunktionen im Mausmodell
aufzuklaren versuchten. Dabei zeigte sich, dassSaasal zur Proliferation der Thymozyten
und cytotoxischen T-Zellen in erster Linie Uber dBNFR2 vermittelt wird, wahrend der
TNFR1 den Zelltod und das Zelliberleben steuer3egkdem liel3 sich nachweisen, dass das
TNF-Molekull selbst nicht fur die Signalibertragungtwendig ist. Sheehan et al. (1995)

erzeugte durch die Immunisierung armenischer Hanetmals monoklonale Antikorper
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gegen den mMTNFR1 und den mTNFR2. Durch den EindatzmAk konnte eine bisher
unbekannte Rolle des TNFR2, die er in der Entstglantziindlicher Hauterkrankungen spielt,
beobachtet werden.

Da es jedoch in keiner der bisherigen Untersuchmingelang, einen monoklonalen
Antikorper gegen den mTNFR2 im Organismus der Meargustellen, der durch agonistische
oder antagonistische Eigenschaften eine genauei@sé&mung der TNFR2- regulierten
Signalkaskaden ermdglichte, war es GegenstandrdMebeit einen solchen ,Maus-Maus*-
Antikorper herzustellen und ihn im Hinblick auf seifunktionellen Eigenschaften naher zu
charakterisieren. Ein solcher Antikorper mit blerkinden oder aktivierenden Eigenschaften
wére ein geeignetes Werkzeug, um im Tiermodell leine gezielte Rezeptorstimulation
oder Blockade dessen Funktionen grundlegend zusetfen.

Um monoklonale Antikérper gegen den mTNFR2 in dexus! generieren zu kénnen, wurden
mTNFR2" Mause verwendet, bei denen das entsprechende Bata$ mMTNFR2-Protein
durch genetische Manipulation deaktiviert wurdee Onjektion des mMTNFR2-V5-His-
Antigen (Abb.6) sollte zu einer Aktivierung des Imnsystems und zur Bildung spezifischer,
gegen das Fremdprotein gerichteter Antikbrper fiihtém diese Reaktion zu verstarken,
wurde das Antigen gemeinsam mit dem Freud'schenuvasdljs appliziert, das zu einer
lokalen Entztiindungsreaktion fuhrt und so die Imngemitét des Antigens erhdht (Harlow,
1988; Hollander, 2006).

Wie sich im Titertest der polyklonalen Mausserengtee konnte bereits nach der ersten
Booster-Injektion eine adaquate Immunreaktion érzieerden (Abb.14A), die durch die
zweite Booster-Injektion noch gesteigert wurde (AdiB).

Nach der Zellfusion der Milzzellen mit den Myelornelien war in 83,4 % der Wells ein
Hybridomazell-Wachstum zu beobachten. Es zeigtle gdoch, dass ein Grossteil der im
ELISA als positiv getesteten Zellklone ihre Antigérproduktion nach einigen Wochen
einstellten. Der dauerhaft in Kultur genommene kidmazellklon IX E5 Uberlebte nur in
einem von Peritonealmakrophagen konditionierten iad Das gute Wachstum in
Anwesenheit der Phagozyten lasst sich dadurch rerkl&ddass diese sowohl apoptotische
Zellen, als auch entstandenen Zelldebris aus demtuifedium entfernen und so die
Wachstumsbedingungen fir die fusionierten Zelletinupren (Campbell, 1984). AuRerdem
ist in der Literatur beschrieben, dass die PEC \Mtachsfaktoren ausschutten, die ein fur die
klonale Expansion der Hybridomazellen giinstigesedischaffen (Rathjen und Geczy, 1986;

Sugasawara et al., 1985).
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Nach mehreren Subklonierungen konnte der stabihgerade monoklonale Zellklon DJ2008
etabliert werden, der kontinuierlich monoklonale tikdrper gegen den mTNFR2 der
Subklasse Igg produzierte (Abb.16).

4.2 Spezifitdtstestung im ELISA-, Dot Blot- und WesternBlot-Verfahren

Zur weiteren Spezifitatstestung wurde der mAk irsghiedenen Verfahren wie dem ELISA,
dem Dot Blot, dem Western Blot und der Durchflussmetrie eingesetzt.

Da in der Entwicklung eines monoklonalen Antikdpdas Selektionssystem eine besonders
wichtige Rolle spielt, muss das Testsystem aufl3gpsizifisch und empfindlich in der
Detektion des Zielproteins sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde zum Screening ldgbridomazellen auf die gewtinschte
Antikorper-Produktion hin das ELISA-Verfahren angawlt. Das mit dem Ig@&g markierte
Protein mMTNFR2-IgG wurde an die Mikrotiterplattenmabilisiert und zur Spezifitatstestung
der Antikodrper eingesetzt. Durch den Einsatz beidat unterschiedlichemags markierter
Antigene (-IgG bzw. -V5-His) in der 3. Titertestukgnnte gezeigt werden, dass es wichtig
ist, fur die Selektion der AntikOrper ein anderestigen zu verwenden, als es fiur die
Immunisierung zum Einsatz kam (Abb.15). Es stediieh hierbei heraus, dass 10 der 16
getesteten Antikorper an das mTNFR2-V5-His banddme auch an das mTNFR2-1gG
ausreichend zu binden. Daher musste davon ausgagaverden, dass diese Antikorper an
eine andere Domane des Immunisierungsproteins mindel nicht spezifisch fur das
MTNFR2-Epitop sind.

Die Spezifitatt der me=mTNFR2-Ak zur Detektion von nativem und denatuder
Rezeptorprotein wurde dann im Dot Blot-Verfahremripotift. Von den sechs im ELISA als
positiv getesteten Hybridomauberstanden (VI E2,F9] VIII E4, IX E5, Xl E10, XI D4)
erkannten lediglich drei (IX E5, XI D4, Xl E10) dualas auf der Nitrozellulosemembran
immobilisierte Antigen. Der Klon VI F9 reagierte spezifisch mit dem Milchpulverprotein
der Blockierldsung und fiihrte zu einer Anfarbung desamten Membran. Der Klon IX E5
zeigte die hochste spezifische Bindungsstarke, dasetbst eine 10-fach niedrigere
Antigenmenge noch detektierte (Abb.17). Alle degidiindenden Antikorper erkannten die
native Form des Antigens besser als die denateri€drm, was vermutlich darauf
zuruckzufihren ist, dass sich mit der Denaturierudes Proteins auch stets dessen
dreidimensionale Struktur verandert. Damit kannhadie Zuganglichkeit des Antikorpers fur
das Epitop beeintrachtigt werden und so dessenuBggfahigkeit erniedrigen (Janeway,
2007).
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Die weitere Bindungsanalyse des Klon DJ2008 erfoigt Western Blot-Verfahren unter
Einsatz beider denaturierter Rezeptorproteine mTNFR-His und mTNFR2-IgG.

Dabei zeigten sich in der Detektion des mMTNFR2-BG@teins Spaltprodukte
unterschiedlicher Molekulargewichtsbereiche (AbB, Abb. 19). Aufgrund der Tatsache,
dass diese Bandenfarbung bei allen verwendeteng@maauftrat und stets die gleichen
Peptidfragmente nachweisbar waren, musste von dtnagmentierung des bei -80 °C
gelagerten und fir den jeweiligen Versuchseinsatew aufgetauten Protein ausgegangen
werden. Diese Vermutung wurde auch dadurch untegrhagiass das von der Arbeitsgruppe
neu in DS-2-Zellen synthetisierte Rezeptorproteieder das theoretische Molekulargewicht
des Gesamtproteins erreichte. Dass die Fragmengedas Proteins jedoch keinen Einfluss
auf dessen Funktionalitat hatte, zeigte sich in Bemassays, in denen die Fahigkeit des
MTNFR2-IgG zur Ligandenbindung erhalten blieb (AbB3). Die Spezifitat des
monoklonalen Antikdrpers fur sein Epitop konnteoatiurch die Detektion des mTNFR2-
IgG- und mTNFR2-V5-His-Protein im Western Blot gegaeverden (Abb. 18).

Als weiterer Schritt ware nun der Nachweis desveatimTNFR2 durch den monoklonalen
Antikorper in der Westernblotanalyse wiinschensviautch den Einsatz eines Zelllysats aus
MTNFR2-exprimierenden  Zellen im  Western-Blot-Verlatn  konnte so  die
Bindungsfahigkeit des DJ2008 auch an die nativenFales mTNFR2 tberprift werden.

4.3 Durchflusszytometrische Analyse einer Antikérperbirdung an den MmTNFR2

transfizierter CHO-Zellen

Nachdem die Spezifitdt des monoklonalen Antikdrpins das rekombinante mTNFR2-
Protein im ELISA, im Dot Blot und im Western Bloézeigt werden konnte (Abb. 15, Abb.
17, Abb. 18) wurde die Bindung an den zellstandigefiNFR2 durchflusszytometrisch
Uberprift. Dazu wurden die mit dem mTNFR2-transfign CHO tg -Zellen verwendet, auf
denen der Rezeptor in 52,1 % der Zellpopulationdeih kauflicheru-mouse-CD120b-Ak
nachzuweisen war (Abb.27). Nach Inkubation derefelinit dem mz-mTNFR2-Ak wurde
der Anteil gebundener Antikdrper an die CHO tg it % bestimmt (Abb. 28).

In den bisher durchgefuhrten Testverfahren wie deloiSA-, dem Dot Blot- und dem
Western Blot-Verfahren wurde stets das rekombin&#eeptorprotein eingesetzt, sodass es
durchaus denkbar ist, dass der gewonnene Antikomperdieses kulnstliche Epitop mit
ausreichender Affinitat bindet, den auf den vitafmtien exprimierten Rezeptor jedoch nicht
erkennt. Mdglich wéare #erdem, dass die in dem verwendeten Hybridomaulmersta

vorliegende Antikorperkonzentration nicht hoch ggmvar, um eine durchflusszytometrisch
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detektierbare Antikorperbindung hervorzurufen. Biek/pothese wird auch dadurch bestatigt,
dass in einem von der Arbeitsgruppe weitergefihri&periment die Bindung des
Antikorpers an die CHO tg Zellen unter Verwenduegrshoher Antikdrperkonzentrationen,
wie sie etwa durch das Aszites-Verfahren gewonnemrd@n, durchflusszytometrisch
nachweisbar war. Wahrend in der Zellkultur nur trelgeringe Antikdrperkonzentrationen
bis zu maximal 20 pg/ml gewonnen werden konnent g einige Verfahren, die eine
wesentlich effizientere Antikérperproduktion ermiégen (Peterson und Peavey, 1998;
Institute for Laboratory Animal Research999). Bei dem Aszites-Verfahren handelt es sich
um eine in vivo-Methode, in der Mause mit den emspenden Hybridomazellen
intraperitoneal beimpft werden. Diese Zellen kdonrsech dann weiter teilen und grof3e
Mengen an monoklonalen Antikérpern in die Bauchbdgzernieren, die den sogenannten
Aszitestumor bilden. Dieser wird geerntet um dithaltenen monoklonalen Antikérper dann
aufzureinigen und zur weiteren Verwendung andereria¥iren zuzufihren (Coligan, 1991).
Eine Steigerung der Antikoérperproduktion auf meéreng/ml kann aufRerdem durch die
Verwendung eines semipermeablen Bioreaktors ermielden (z.B. Membran-Bioreaktor
CELLine, Firma Sartorius Stedim Biotech). Durch daweikammer-System wird eine
Konzentrierung der Antikorper in der Zellkammer eecht, wahrend toxisch wirksame
Metabolite in die Medienkammer abdiffundieren uadeimaflig entfernt werden kénnen.

4.4 Durchflusszytometrische Analyse einer Antikérperbirdung an den MTNFR2
stimulierter T-Zellen aus Milz und Thymus der Maus

Die T-Zellen sind wesentlicher Bestandteil der aap Immunantwort, da sie neben der
zellvermittelten Immunantwort Uber eine SekretioanvZytokinen auch die humorale
Immunantwort steuern. Um die T-Zellen vollstdndig aktivieren und eine effektive
Immunreaktion zu generieren, ist sowohl die Stietuing des T-Zell-Rezeptors (TCR), als
auch seiner Co-Rezeptoren notwendig. Wéahrend Uber TCR eine Antigen-spezifische
Aktivierung der T-Zellen stattfindet, wird Uber digembrangebundenen, co-stimulatorischen
Molektle die Proliferation und die Differenzierudgr T-Zellen weiter moduliert (Abbas et
al.,, 2007). Zu diesen auf den T-Zellen exprimiert@éo-Rezeptoren gehéren neben dem
CD28-Molekul auch die Mitglieder der TNFR-Famili€rft, 2003; Rothstein und Sayegh,
2003). In zahlreichen Studien konnte dabei vomaltlem TNFR2 eine herausragende Rolle
als Co-Stimulans zugeschrieben werden, da es arsh dlie gemeinsame Aktivierung mit
dem TCR und dem CD28-Molekll zu einer vollstandigiktivierung der T-Zellen kam
(Aspalter et al., 2003; Kim und Teh, 2001; Kim uheh, 2004). Diese wichtige Funktion des
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TNFR2 als Costimulans fir eine vollstadndige T-Zdltivierung konnte auch im Mausmodell
bestatigt werden (Kim et al., 2006). Da bekanntdass der mTNFR2 sowohl auf den CP4
als auch auf den CD8Lymphozyten und dabei vor allem auf der Subpojpraider
CD4'/CD25', den regulatorischen T-Zellen (T-regs) exprimistf wurde die Bindung des
monoklonalen Antikorpers an den mMTNFR2 der T-Zellans Milz und Thymus
durchflusszytometrisch untersucht (Annunziato et 2002; Chen et al., 2007). Um die
Expression des mTNFR2 auf den T-Lymphozyten zuherhpwurden die Zellen tber ihren
T-Zellrezeptor mit demu-CD3- und dema-CD28-Antikorper stimuliert (Bisikirska et al.,
2005; Chen et al., 2007; Kim et al., 2004).

Zum Nachweis gebundener enmmTNFR2-Ak wurde der FITC-markierte-mouse-lgG-
Antikorper als Sekundarantikoérper verwendet, ddogh bereits in der Kontrollfarbung eine
starke Bindung an nahezu die gesamte Zellpopulaeagte (Abb. 29B). Diese unspezifische
Anfarbung war sowohl bei Verwendung der Milzzellats auch bei den Thymuszellen zu
beobachten. Durch die Verwendung von Thymusgewebs, als Ort der T-Zellreifung
nahezu ausschliel3lich T-Lymphozyten enthélt, satliieerseits die Anzahl an mTNFR2-
tragenden Zellen erhoht werden und andererseits @efahr unspezifischer
Bindungsreaktionen verringert werden. Die starkeb&@aktion des Sekundarantikorpers in
der Kontrollfarbung blieb jedoch auch unter Verwang der Thymozyten unverandert hoch
(Abb. 29B).

Mit der CD4- und CD8- spezifischen Oberflachenfédpikonnten die unterschiedlichen T-
Zell-Subpopulationen des Thymus identifiziert werddes zeigte sich sowohl bei der
Wildtyp-Maus, als auch bei der TNFR2Maus eine fiir dieses Organ charakteristische
Zusammensetzung der verschiedenen T-Zell-Subpapudst (Abb. 29). In der Literatur wird
der prozentuale Anteil an CD4Lymphozyten mit ~12 %, der Anteil an CD&.ymphozyten
mit ~5 % und die Population der doppelt positivdd4d CD8" Zellen mit ~80 % angegeben
(Abbas, 2007; Hollander, 2006), was sich auch iwaemit den durchflusszytometrisch
ermittelten Werten deckt. Damit bestétigte sichhad@as Ergebnis bisheriger Studien, die eine
normale T-Zell Entwicklung der Thymi TNFR2Mause beschreiben (Erickson et al., 1994).
Da das Auftreten unspezifischer Zellfarbungen inRlegel von mehreren Faktoren wie etwa
der Inkubationszeit, der Temperatur oder der vedstan Antikorperkonzentration abhangig
ist, sollte zur Minimierung der Hintergrundfarbudgg benétigte AntikGrperkonzentration in

einem Vorversuch ermittelt werden (DarzynkiewiczduRobinson, 2001)Durch eine

experimentelle Verdinnungsreihe des FITC-markieatikorpers unter Konstanthaltung

von Inkubationszeit und Temperatur sollte dann eimeximale Anfarbung der Zielzellen
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unter Vermeidung unspezifischer Bindungen angesstralerden. Da diese starke
Hintergrundfarbung jedoch nicht bei den aus dem s$tamstammenden CHO-Zellen zu
beobachten war, scheint es sich weniger um ein Iéob der richtigen
Antikdrperkonzentration zu handeln, sondern vielmeim kreuzreaktive Eigenschaften
gegeniber den méauslichen Oberflachenproteinen.einAdifbereitung der Zellen fur die
durchflusszytometrische Farbung wurde eine Blockigr der Fg-Rezeptoren 1l und IlI
vorgenommen, um maogliche unspezifische Bindundsstelie sie etwa auf den Phagozyten,
den B-Lymphozyten, den natirlichen Killerzellen wheh dendritischen Zellen vorkommen,
abzusattigen. Im Falle der verwendeten Milzzellem dieser Schritt besonders wichtig, da es
sich dabei um ein lymphatisches Organ handelt,sitds aus einer Vielzahl verschiedenen
Zellpopulationen zusammensetzt, von denen vielsedic-Rezeptoren auf ihrer Oberflache
tragen und so den FITC-markierten Sekundarantikobpeden konnen. Wie sich in der
Kontrollfarbung zeigte, war jedoch trotz Fc-Rezegtockade eine starke Anfarbung der
Milzzellen in der Kontrollfarbung zu beobachten.

Durch die Verwendung von Thymozyten, bei denenasgrol3tenteils um T-Zellen handelt,
die keinen Fc-Rezeptor auf ihrer Oberflache trappestand die Hoffnung, dass sich dadurch
die Hintergrundfarbung verringern wiirde. Die Kofitéwsbung der Thymozyten zeigte jedoch
ebenfalls eine starke unspezifische Anfarbung nahdier Zellen. Diese ist vermutlich
dadurch zu erkléaren, dass die Stimulierung der Mledezu einer vermehrten Expression
zahlreicher weiterer Oberflachenmolekiile fuhrte,damen der Sekundarantikbrper haften
blieb. Au3erdem ist bekannt, dass die auf den Tededxprimierten Rezeptoren und Co-
Rezeptoren zu den Mitglieder der Immunglobulin-Stgeilie gehdren (Abbas, 2007;
Janeway, 2007). Als solche besitzen sie zahlresttoéturelle Homologien, die eine Bindung
des gegen mausliche Immunglobuline gerichteten B&kantikorpers an die Zellen
ermoglichen. Durch die Stimulierung der T-Zellea w-CD3 unda-CD28-Antikdrper wird
die Expression dieser Oberflachenmolekille nocheggst und damit auch die potentielle
Kreuzreaktivitat des Sekundarantikdrpers mit depriexerten Immunglobulin-Doméanen
verstarkt. Da eine Bindung des Sekundarantikorparalle verwendeten mauslichen Zellen
stattfand, liegt die Vermutung nahe, dass @dfaus-1gG-Antikérper mit unterschiedlichen
mauslichen Strukturen kreuzreagiert.

Eine Mdglichkeit diese unspezifische Anfarbung tluden Sekundarantikdrper zu umgehen,
bietet die direkte Konjugation des monoklonalen ikirpers mit einem fluoreszierenden
Farbstoff. Dadurch konnte die Bindungsfahigkeit desnoklonalen Antikérpers an die T-
Zellen direkt beurteilt werden. Mit Hilfe kauflichrhaltlicherMonoclonal Antibody-Labeling
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Kits (z. B. Firma Serotec) konnten die aufgereinigtena-mTNFR2-spezifischen
Immunglobuline mit dem gewiunschten Fluorochrom-Benth fir die Analyse im
Durchflusszytometer markiert werden. Eine Methodejit der auch geringe
Antikérpermengen markiert werden konnen, ist dierwémdung von Fluorochrom-
markierten Fab Fragmenten, die gegen die Fc-Domésgewitnschten Antikorpers gerichtet
sind (z.B.ZenonMouse-lgG-labeling KitsInvitrogen). Durch diese nicht-kovalente Bindung
an die Fc-Domane des Antikorpers bleibt die Antiperdende Einheit unbeeinflusst (Abb.
30). Durch dieses sogenannt@hgeln® ist nicht nur der direkte Nachweis gebundener
Antikorper durchflusszytometrisch moglich, sondaunch die Anzahl an Inkubations- und

Waschschritten und damit mdglicher Fehlerquelleminvgert.

N7/

Dﬂ Spezifisch bindender m- anti- m- TNFR2- Ak

@
®[n] Unspezifisch bindender muriner Antikorper

% Fluorochrom- markiertes Fab- Fragment

Abbildung 30:Antikérper-Labeling mit Fluorochrom-ma rkierten Fab-Fragmenten.

A) Der Primarantikorper wird mit dem Fluorochromkiarten, Fc-spezfizischenlgG-Fab-
Fragment inkubiert. B) Das Fluorochrom-markiertdofaagment bindet an die Fc-Region
des Maus-lgG. C) Uberschiissige Fab-Fragmente wetdesh die Zugabe unspezifischer

Maus-Immunglobuline neutralisiert.
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45 Kreuzreaktivitat

Da die Bestimmung kreuzreaktiver Eigenschaften eichtiger Parameter in der
Charakterisierung eines monoklonalen Antikérpetsviairde die Kreuzreaktivitat des om-
MTNFR2-Ak gegentber dem zellstandigen mTNFR1 deordsarkomzelllinie L-929
Uberpraft.

Molekulare Basis von Kreuzreaktionen ist es, dass zeir Immunisierung eingesetztes
Antigen im Organismus eine Immunantwort hervorrdig zur Antikérperbildung gegen das
Epitop oder eine antigene Determinante des Antigéng. Da dieses Epitop nur einen sehr
kleinen Teil eines Antigens umfasst, kommt es \ass ein anderes Antigen Uber ein
gleiches Epitop verfugt, was zu Kreuzreaktivititdas Antikdrpers gegeniber diesem
Antigen mit &hnlichen Molekularstrukturen, fihreamk (Janeway, 2007).

Da alle Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilierukturelle Homologien in ihrem
Extrazellularbereich in Form der cysteinreichen [Eoen besitzen (Dembic, 1990; Idriss und
Naismith, 2000; Locksley et al., 2001), wurden nidigd kreuzreaktive Eigenschaften des m-
a-mTNFR2-Ak mit dem mTNFR1 tberprift. Im Bioassayt der L-929-Zelllinie konnten
diese jedoch ausgeschlossen werden (Abb. 22).

4.6 Aktivierung des mMTNFR2

Da der TNFR2 als ein wichtiger co-stimulatoriscRezeptor der T-Zell-Aktivierung gilt, ist
er im Zuge dessen auch an der Steigerung der TPZeliferation mal3geblich beteiligt
(Aspalter et al., 2003; Kim et al., 2004; Tartagltaal., 1991; Tartaglia et al., 1993a).

Im Mausmodell wurde mit Hilfe von polyklonalen, gegg die beiden TNF-Rezeptoren
gerichteten Antikorpern gezeigt, dass nur Uber Akterzierung des mTNFR2, nicht aber Uber
den mTNFR1 die Proliferation von Thymozyten undotykischen T-Zellen stimuliert
werden kann (Tartaglia et al., 1991).

In der vorliegenden Arbeit wurde diese TNF-induiertiber den mTNFR2-vermittelte
Wachstumsstimulation mit der cytotoxischen Maus&:Zelllinie nachvollzogen (Abb. 25).
Dazu waren jedoch relativ hohe Konzentrationen iereh mehrerer Nanogramm des
Zytokins notwendig, um einen messbaren prolifeeatiEffekt zu erreichen. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass das TNF in zweierlei bieaktiFormen, namlich der I6slichen und
der membrangebundenen Variante vorkommt und an TdNE-Rezeptoren mit einer
unterschiedlich starken Affinitdt binden. Da bekiarst, dass der mTNFR2 vor allem durch

die membrangebundene Form des TNF aktiviert wirdel{Get al., 1995; Krippner-
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Heidenreich, 2002), ist die WachstumssteigerungQie6-Zellen, die mit der Zugabe des
|6slichen Liganden erreicht werden kann, relativirge Um die Gber den mTNFR2-
vermittelten Signalkaskaden zu verstarken, ware téx Einsatz der bereits entwickelten
TNF-gekoppelten Nanopartikel von groflem Interess#ie die Funktion des
membrangebundenen TNF imitieren und so zu einetlideustarkeren Aktivierung des
MTNFR2 fuhren (Bryde et al., 2005). Mit der Verwand dieses Tools, das die Bioaktivitat
des membrangebundenen TNF besitzt, waren moglitfekt& des me-mTNFR2-Ak auf die
Zellproliferationsrate wesentlich besser zu belgtei

Weiterhin ist aus Strukturstudien bekannt, dasegruplysiologischen Bedingungen fur eine
Aktivierung des TNF-Rezeptors stets dessen Tringeusg notwendig ist. Dies geschieht im
Organismus durch die Bindung eines trimeren TNFeMols, das dann drei in rdumlicher
Néhe liegende Rezeptoren quervernetzt (Loetsche.etl991). Dieses stdchiometrische
Verhaltnis von drei Rezeptoren, die von einem trand.iganden gebunden werden, ist daher
Vorraussetzung fur die Aktivierung der Rezeptoremd udie Auslosung agonistischer
Signalkaskaden. Da durch die Bindung eines Immungiles mit seinen zwei spezifischen
Bindungsstellen nur eine Dimerisierung der Zielmasn mdglich ist, reicht dieses Signal
maoglicherweise nicht fur die Auslosung weiterer ridigaskaden aus. Shalaby et al. (1990)
zeigte, dass eine Aktivierung der TNF-Rezeptorest aach der Quervernetzung mehrere
spezifisch bindender monoklonaler Antikérper mdylist. Eine &hnliche Beobachtung wurde
auch in einer weiteren Studie gemacht, bei der nachunisierung armenischer Hamster
Antikorper gegen den mTNFR2 hergestellt wurden diese auf mogliche agonistische
Funktionen hin untersucht wurden. Dabei waren dierannenen Antikdrper alleine nicht
dazu befahigt, das Wachstum der CT-6-Zellen zu ziedtan. Erst die Verwendung des
polyvalenten o-mTNFR2-spezifischen Serums bzw. die Kopplung desnaklonalen
Antikdrpers an ein weiteres-Hamster-1gG fuhrte zu einer ausreichenden Aktiuier des
MTNFR2 und zur Steigerung der T-Zell Proliferat{&mneehan et al., 1995).

In analoger Weise ware auch eine funktionelle Ma#ifung des hergestellten monoklonalen
m-a-mTNFR2-Ak denkbar. Durch das sogenann@@oss-linking kann mittels eines
chemischen Reagenz zwischen den funktionellen @mupveier Proteine eine kovalente
Bindung eingefuhrt werden (Hermanson, 2007). Miésdm Verfahren konnte auch der
monoklonale Antikérper an ein weiteres Molekul, wieB. ein Immunglobulin gekoppelt
werden um die Trimerisierung und Aktivierung desli&zeptors zu ermdglichen.

Auch die Kopplung des m-m-TNFR2-Ak an ein Festphasensystem wie z. B. einer

Mikrosphare, die in der Regel aus einem polymereatekal wie Latex, Polyethylen,
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Polypropylen oder Polystyrol besteht, kann die hdgn-Rezeptorbindung erleichtern und zu
einer effektiveren Aktivierung des Zielrezeptorfiign (Hermanson, 2007; Schiestel et al.,
2004).

Dass fur eine vollstandige Aktivierung des TNFR2vitro auch noch zahlreiche andere
Faktoren eine Rolle spielen, zeigte die Entwickludes gegen den hTNFR2 gerichteten
monoklonalen Antikorpers 80M2. Dieser zeigte nuGiegenwart von loslichem TNF (STNF)
eine agonistische Aktivitat gegeniber seinem Zzelpgor, da dadurch der Rezeptor-
Liganden-Komplex ausreichend stabilisiert wurdee(Get al., 1995; Krippner-Heidenreich,
2002).

Neueste Studien gaben einen Hinweis darauf, dassi¢UAktivierung der TNF-Rezeptoren
auch noch weitere Faktoren, wie etwa die Fahigkeitr Cluster-Bildung, die
Seitwartsdiffusion der Molekile, oder auch der miai notwendige Liganden-Abstand eine

Rolle spielen (Ranzinger et al., 2009)

4.7 Blockierung des mTNFR2

Im Weiteren wurde der monoklonale Antikérper DJ200& TNF-Bioassay auf
antagonistische Eigenschaften hin Uberpruft. ImleF&llockierender Eigenschaften des
Antikérpers wirde die Zuganglichkeit des Rezepttirsseinen physiologischen Liganden
gehemmt und so die jeweilige TNF-vermittelte Sigaakade verhindert werden. Im CT-6-
Proliferationsassay hatte eine Antikdrperzugabeoghdkeinen Einfluss auf das TNF-
abhangige Zellwachstum (Kap.3.2.5).

Diese Beobachtung, dass der Antikoérper zu keinecksérung der Rezeptorfunktion fhrt,
war auch im TNF-induzierten Zytotoxizitatstests mér L-929-Zelllinie nachzuvollziehen.
Im Versuchsansatz war durch die Zugabe des I6slichENFR2-1gG-Proteins ein deutlicher
Schutz der Zellen vor dem mTNF-induzierten Zellzoderreichen (Abb.23). Dieses Ergebnis
deckt sich auch mit den Untersuchungen von Peppl €1991), die in ahnlicher Weise ein
chimares Protein einsetzten, das aus der extrézelluDomane des humanen TNF-Rezeptors
bestand, an die eine Fc-Domane eines Maus-Immuunighsbgekoppelt war. Es zeigte sich
auch hier, dass der Einsatz eines dimeren RezEptwstrukts die TNF-Aktivitat
antagonisieren konnte.

Wie in Abbildung 24 gezeigt, blieb der neutralisiede Effekt des zugegebenen chimaren
Rezeptorproteins auf das TNF jedoch auch nach &udab me-mTNFR2-AK erhalten.
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Diese Datenlage gibt zwar derzeit keinen Hinweisanen funktionellen Agonismus oder
Antagonismus des generierten oamMTNFR2-Ak, zur genaueren Validierung der

Antikodrperfunktion sind jedoch weitere experimelga)ntersuchungen notwendig.

4.8 Mogliche Einsatzgebiete des ne-mTNFR2-Ak in Forschung und Diagnostik

Da eine fehlgesteuerte TNF Produktion sowohl imieFeiner Uberproduktion, als auch eines
Mangels, zahlreiche entziindliche und autoimmunstdg Krankheiten bedingt, ist dieses
Zytokin eine beliebte Zielstruktur in der immunolechen Forschung. Da TNF ein
multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems mtgeben sich mit dem therapeutischen
Eingriff in das TNF/TNFR-System jedoch stets zabhe Effekte, die fur Patienten oft zu
schwerwiegenden Nebenwirkungen einer anti-TNF-Tpier&iihren.

Je nach Krankheitsursache ist daher eine speafischd gezielte Modulation der
pathophysiologisch ursachlichen Signalkaskaden wgoundlegender Bedeutung. Damit
koénnte nicht nur die Erforschung der Krankheitsimsng, sondern in einem weiteren Schritt
auch die Entwicklung neuer therapeutischer Strategron gr@em Nutzen sein. Die
Bestrebungen zur Aufklarung der Uber die beiden -RéEeptoren vermittelten Funktionen,
sowie der Konsequenzen einer Dysregulation in eimkeser Systeme liegen daher im
Interesse zahlreicher Forschungsgruppen.

Unter dieser Pramisse sind auch die Arbeiten zighkee Autoren zu sehen, die seit Jahren
mit Hilfe gegen den TNFR2-gerichteter Antikbrpemeeiprazisere und differenziertere
Charakterisierung des Rezeptors erzielen wolltespéizik et al., 1990; Grell et al., 1995;
Shalaby et al., 1990; Sheehan et al., 1995).

Fur die Entwicklung eines geeigneten Mausmodellg, deam auch in vivo eine genauere
Untersuchung der mTNFR2-vermittelten Signalwegelgein kann, ist es notwendig einen in
der Maus hergestellten, monoklonalen Antikérper Yerfigung zu haben, der durch ein
gezieltes Rezeptortargeting Aufschluss Uber dieeptezfunktion gibt.

Die hohe Bindungsspezifitat des hergestellten mmmaken Antikérpers DJ2008 im ELISA,
im Dot Blot und im Western Blot-Verfahren machem ilzwar zu einem wertvollen
analytischen Werkzeug mit dem zum Beispiel im Ramhmeon Gewebe- und
Flissigkeitsanalysen eine Rezeptordetektion mogiwdre, mangels agonistischer oder
antagonistischer Funktion ist er allerdings wenigerfunktionelle in vivo Tests geeignet. Da
wie bereits einleitend erwéhnt, bekannt ist, dass kahlreichen entzindlichen,
autoimmunologischen, sowie malignen ErkrankunganS#eumspiegel an TNF-Rezeptoren
erhoht ist (Aderka et al., 1991; Aderka et al., 3;980pe et al., 1992; Gattorno et al., 1996),
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konnte die Bestimmung der freien Rezeptormengedvagnostischer Relevanz sein. Obwohl
diese noch keinen Platz in der klinischen Routiagaostik gefunden hat, wére dies ein neuer
Ansatzpunkt, mit dem genauere Informationen Uber 8tadium, den Fortschritt und die
Prognose der zu Grunde liegenden Krankheit erlamgtien kbnnten. Vorstellbar ware ein
mit Hilfe des me-mTNFR2-Ak entwickeltes Testverfahren zur Bestimigputer freien
Rezeptormenge in verschiedenen Korperflissigkewen, z.B. Serum oder Urin. Damit
wirden weitere Erkenntnisse Uber die diagnostisoite therapeutische Relevanz der TNF-
Rezeptoren erlangt werden.

Eine mdgliche Versuchsanordnung ware zum Beismsl ELISA-Sandwich-Verfahren, bei
dem der monoklonale Antikorper als sogenann@apture antibodyyan die Mikrotiterplatte
gebunden wirde und den Rezeptor aus der Probegkissseparieren kbnnte. Somit ware in
Zukunft die Untersuchung von wassrigen Proben aefREzeptorkonzentration hin ohne
aufwéandige Probenvorbereitung schnell und kostestggidurchflhrbar.

Auch die Kopplung an verschiedene Festphasen-Matieare ein denkbares Einsatzgebiet
des monoklonalen Antikérpers. In Form von feinerg&ln, den sogenannt@&eads,die aus
verschiedensten Materialien wie Polystyren (Liddefid Weeks, 1995) oder Alginat-
Chitosan-Gel (Albarghouthi et al., 2000) bestelreachen einen noch vielféltigeren Einsatz
monoklonaler Antikérper maoglich.

Eine interessante Mdglichkeit bieten in diesem Ausanhang z. B. paramagnetis@eads
Diese, an Antikorper gebundene Micron-Partikel egliethen durch ihren stérenden Einfluss
auf ein Magnetfeld eine physikalische Detektiord@r Probe ohne Stdérung durch die Matrix
(Richardson et al., 2001). Antikorper-beladeneikelrermdoglichen damit die Sammlung und
Isolierung von Molekilen aus einer wassrigen Léshataus. Immunoaffinitats-Saulen, die
mit diesen Partikeln geflllt sind, kdnnen der Alisfung unerwiinschter Antigene ebenso
dienen, wie der Aufkonzentrierung der Zielstruktie gebundenen Molekile kdnnen in
einem zweiten Schritt von der Matrix geldst undered analytischen Verfahren wie z. B. der
Massenspektrometrie zuganglich gemacht werden.Ddas Versetzten der Probe mit den
Antikorper-gekoppelten Beads und das Einbringereim starkes Magnetfeld werden die
Beads festgehalten, wahrend der Rest der Probereintfder abgesaugt werden kann. Nach
Entfernen des Magnetfels werden die Partikel dasngpendiert.

Auch eine Anwendung des monoklonalen Antikérpersvaiteren Immunoassays, wie etwa
der Immunhistochemie ist nach der Kopplung eine®réiszierenden Farbstoffes an den
Antikérper durchaus denkbar. Im Falle einer Detakties Zielantigens durch den Antikérper

wirde der fluorochrome Farbstoff am Ort der immuwmlischen Reaktion im
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Fluoreszenzmikroskop sichtbar werden (Harlow, 1988gse Visualisierung der Antigen-
Antikorperreaktion konnte im Rahmen immunhistolegesr Untersuchungen einer genaueren
Erforschung der Rezeptorlokalisation in den untmsen Gewebeproben und so weiteren

Forschungszwecke dienen.

4.9 Der TNFR2 als therapeutische Zielstruktur in der Medizin

Da TNF eines der wichtigsten Zytokine im Organismsis und als solches zahlreiche
immunologische Vorgange im Koérper steuert, ergesieh mit der Dysregulation im TNF-
System zahlreiche akute und chronische KrankhédshiWwahrend die Applikation von TNF
in der Klinik nur ein aufRerst begrenztes Anwendgegget hat, nimmt die anti-Zytokin-
Therapie in der Behandlung einer zunehmenden Angahl Krankheiten einen immer
groReren Stellenwert ein (Kap. 1.2.2).

Da TNF viele verschiedene physiologische Funktioden Immunabwehr reguliert, ergibt
sich mit einer TNF-Blockade eines der Hauptproblatae anti-TNF-Therapie, namlich die
zahlreichen und zum Teil sehr schweren Nebenwirknrigir den Patienten. Zu diesen mit
der a-TNF-Therapie einhergehenden Begleiterscheinungddrgn vor allem das Auftreten
zahlreicher bakterieller und viraler Infektionergpwée Pilzinfektionen (Keystone, 2005;
Salliot et al.,, 2007). AulRRerdem kann es im Rahmerereanti-Zytokin-Therapie zu
Reaktivierungen latenter Tuberkuloseinfektion komn{&ardam et al, 2003; Long und
Gardam, 2003; Oluwabunmi et al., 2006). Zur Vermegl dieser Komplikationen und zur
spezifischen Modulation immunologischer Vorgangerewvain gezieltes Targeting des
Krankheits-verursachenden Rezeptors unter Beihetglter protektiven TNF-Funktionen
von grof3em Interesse (Curtis et al., 2007; Dixoal.e2006).

Auch fir die Weiterentwicklung bereits erhaltlichati-TNF-Therapeutika ist eine rezeptor-
selektive, genauere Erforschung der zugrunde legeiMechanismen von grof3er Bedeutung
um die auftretenden Nebenwirkungen fir den Patrenteminimieren. Ein gezielter Eingriff
in das fur die Krankheit verantwortliche System ddaher Gegenstand der derzeitigen
Entwicklung TNF-Rezeptor-selektiver Medikamente [{las, 2002).

Inzwischen konnte vor allem die besondere Relevdez TNFR2 fur die Entstehung
zahlreicher Erkrankungen bewiesen werden (Douni Kiolllas, 1998). So zeigte sich, dass
der TNFR2 auf den Zellen einer gesunden Niere kawprimiert ist, wahrend er im Falle
einer akuten AbstoRungsreaktion von Nierentransplen auf nahezu allen Zellen des
Nierengewebes hochreguliert ist (Al-Lamki et aD02). Auch histologische Untersuchungen

der Biopsien abgestol3ener Nierentransplantateereigine signifikant erhdhte Expression
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des TNFR2 im Nierengewebe. Im Tiermodell konnte selieBeobachtung unter
standardisierten Bedingungen sowohl fur die akut#s auch fur die chronische
AbstoRRungsreaktion von Nierentransplantaten nattoggn werden (Hoffmann et al., 2009).
Auch bei der Graft-versus-host-disease, einer gieirohliche Komplikation nach
Knochenmarks- oder Stammezelltransplantationen, degi vor allem die im Transplantat
enthaltenen T-Lymphozyten des Spenders den Empf@nggeismus angreifen, konnte eine
malf3gebliche Beteiligung von TNFR2-vermittelten immologischen Vorgdngen gezeigt
werden (Brown et al., 2002).

Eine weitere pathophysiologisch bedeutsame Rok&zieder TNFR2 in der Entstehung der
Glomerulonephritis, die als Autoimmunerkrankungeeder haufigsten Ursachen des akuten
Nierenversagens beim Menschen ist. Unter expergtient Bedingungen konnte belegt
werden, dass der TNFR2 auf den Nierenendotheliemremé einer Entzindung vermehrt
exprimiert ist und die dartber vermittelten Sigm@alkaden urséchlich fur die Entwicklung
dieses Krankheitsbildes sind. Dagegen waren die RINFMause vollstandig vor der
Entstehung der Glomerulonephritis geschitzt (Vied#na2005).

Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie etwan ddorbus Crohn wurde die
vermehrte TNFR2-Expression auf den Zellen der Dehtegmhaut, sowie den T-
Lymphozyten im Blut der Patienten nachgewiesen tfHahn et al., 2002a; Mizoguchi et al.,
2002). Im Mausmodell mit einer transgenen Zelllimde den TNFR2 Gberexprimierte wurde
diese maligebliche Beteiligung des TNFR2 in der tEhtsg inflammatorischen
Darmerkrankungen bestétigt (Holtmann et al., 2002b)

Aufgrund der Tatsache, dass eine Beteiligung dedRXN bei einer Reihe weiterer
entziindlicher und autoimmunologischer Krankheitee atwa der Sepsis (Schroder et al.
1995), der chronischen Hepatitis (Marinos et al95)9 dem idiopathischen Pneumonie-
Syndrom nach Stammzelltransplantation (Hildebraedtal., 2008), oder der zerebralen
Malaria (Lucas et al., 1997) nachgewiesen wurdetebisich mit diesem Rezeptor als
Zielstruktur ein neuartiger Ansatzpunkt in der immalogischen Therapie. Auch bei der
akuten Pankreatitis (Beaux et al., 1996), dem Lugnyshematodes (Aderka et al., 1993;
Gabay et al.,, 1997) und der Rheumatoiden Arthf@spe et al., 1992) ist der TNFR2
mal3geblich beteiligt und damit eine potentielle wmelversprechende Zielstruktur in der
Erforschung und Entwicklung neuer therapeutisclieté&gien.
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5 Zusammenfassung

TNF ist ein Zytokin, das sowohl in der lokalen, a#sich in der systemischen
Entziindungsreaktionen eine ganz zentrale Rolleéramh Es wurde als Mediator zahlreicher
inflammatorischer und immunologischer Krankheiwdéil identifiziert und gilt auch in der
Infektionsabwehr als einer der wichtigsten Regukialer Immunaktivitat.

Die Entwicklung neuer Therapiestrategien in der Miedschreitet in den letzten Jahrzehnten
rasant voran. Es zeigte sich dabei zunehmend,ddssbnmunsystem eine wichtige Rolle bei
einer Vielzahl von Erkrankungen spielt und es daler allem im Bereich der
Immunregulation weiteren Forschungs- und Entwicgkbedarf gibt.

Besondere Bedeutung kommt dabei dem immunregudateen TNF zu, das als pleiotrop
wirkendes Zytokin zahlreiche biologische Funktiorstauert. Die Effekte werden lber die
Aktivierung zweier membranstandiger Rezeptoren, @8FR1 und den TNFR2 vermittelt.
Da eine Dysregulation im TNF-System zu einer Viklzaentzindlicher und
autoimmunologisch- bedingter Krankheiten fiihren rkamd dabei vor allem auch dem
TNFR2 eine wichtige pathophysiologische Bedeutuaghgewiesen werden konnte, ist die
genaue Erforschung der Uber diesen Rezeptor veftarit Signalkaskaden von grof3em
Interesse. Auch im Hinblick auf die Entwicklung eeuherapeutischer Strategien wéare ein
gegen den Maus-TNFR2 gerichteter Antikorper mit nagfischen oder antagonistischer
Funktion ein geeignetes molekulares Werkzeug, umFdinktion dieses Rezeptors auch in
vivo grundlegend zu erforschen.

Da es derzeit keinen monoklonalen ,Maus-anti-Ma@stikorper gegen den mTNFR2 gibt
war es Ziel dieser Arbeit, in der Maus einen spezilen Antikdrper gegen den mTNFR2 zu
entwickeln und seine funktionellen Eigenschaftemteveu charakterisieren.

Durch die Immunisierung von mTNFR2M&usen gelang es, mittels Hybridomatechnik den
stabil wachsenden Zellklon DJ2008 zu etablierem, rdenoklonale Antikérper gegen den
MTNFR2 der Subklasse Ig& synthetisierte.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass der monakt Antikérper im ELISA-, im Dot
Blot- und im Western Blot-Verfahren zur Detektioesdrekombinant hergestellten mTNFR2-
Proteins geeignet war.

Eine Bindung des monoklonalen Antikérpers an ddistamdigen mTNFR2 transformierter
CHO-Zellen konnte durchflusszytometrisch nicht eiatily nachgewiesen werden.

Die Bindungsfahigkeit des Antikorpers an den nativeTNFR2 der T-Zellen aus Milz und
Thymus der Maus konnte aufgrund unspezifischer Raan des Sekundarantikbrpers mit
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den stimulierten Mauszellen nicht hinreichend geklverden und bedarf weiterer
Untersuchungen.

Es konnte jedoch gezeigt werden, dass der mondklomaa-mTNFR2-Ak keine
kreuzreaktiven Eigenschaften gegentber den mTNERal

Funktionell zeigte der Antikorper keine aktivieremd Eigenschaften auf die TNFR2-
induzierte Proliferationsrate cytotoxischer T-Zelle Des Weiteren wurden in den
durchgefuhrten Bioassays keine blockierenden Ea&ften auf den zellstandigen mTNFR2
der CT-6 Zelllinie und den l6slichen rekombinanteiNFR2 nachgewiesen.

Insgesamt gelang es in dieser Arbeit erstmals neinenoklonalen Antikdrper mit
spezifischen Bindungseigenschaften fir den mTNRR2ar Maus herzustellen. Aufgrund
seiner Einsetzbarkeit in verschiedenen analytisthesfahren wie dem ELISA, Dot-Blot und
Western Blot, konnte er als molekulares Werkzeug #ahlreiche weiterfihrende
Untersuchungen und Forschungszwecke eingesetzemerd

Im Hinblick auf seine funktionellen Eigenschaftair fden mTNFR2 sind weiterfihrende
Untersuchungen notwendig, um die molekularen Eéfekies Antikdrpers auf seinen

Zielrezeptor genauer zu charakterisieren.
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Abteilung: Neurologie

Famulatur im Our’s Lady’s Hospitalldln, Irland
Abteilung: Padiatrie

Famulatur am Model Hospital KathadoamNepal
Abteilung: Padiatrie

Famulatur in der Praxis Dr. Zellhandshut

Fachrichtung: Gynakologie

Famulatur im Krankenhaus St. HedReigensburg

Abteilung: Gynakologie

Pflegepraktikum im KrankenhauM8&tien Landshut
Abteilung: Padiatrie

Pflegepraktikum im Krankenhaus Lantls Achdorf
Abteilung: Notaufnahme

Pflegepraktikum im Krankenhaus Lantls Achdorf

Abteilung: Notaufnahme



