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1. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befalit sich in ihren ersten beiden Teilen mit dem Aufbau homogener
Immunoassays. Im dritten und abschlieBenden Teil wird ein Verfahren zur Selektion

Antikorper produzierender Zellen vorgestellt.

Homogene Immunoassays sind immunologische Testverfahren, zu deren Durchfiihrung keine
Separations bzw. Waschschritte notwendig sind. Es werden lediglich die den Analyten
enthaltende Mefprobe und das MeBsystem miteinander vereint. Die Messung, eines sich in
Abhingigkeit von der Konzentration des Analyten dndernden physikalischen Parameters,

erfolgt im Anschluf.

Die Entwicklung der beiden hier beschriebenen homogenen Immunoassays erfolgte unter

Ausnutzung zweier grundsitzlich unterschiedlicher Testprinzipien.

Der Substrate Channeling Immunoassay beruht auf der Weitergabe eines Substrats in einem
immunologischen Komplex aus zwei Enzymen. Das Produkt des ersten Enzyms dient dem
zweiten Enzym als Substrat zur Generierung eines photometrisch nachweisbaren Produkts.
Voraussetzung fiir diese Weitergabe ist die enge rdumliche Nédhe beider Enzyme. Diese Néhe
wird durch eine Bindung zwischen Analyt und anti-Analyt Antikorper vermittelt.

Ein solcher Substrate Channeling Immunoassay wurde unter Verwendung der Enzyme
Glucoseoxidase und Peroxidase aufgebaut. Ziel der Arbeiten war es, die fiir das Substrate
Channeling notwendige rdaumliche Nahe durch rekombinante bispezifische Antikdrper
herzustellen. Hierzu wurden rekombinante, beide Enzyme bindende Antikorperfragmente
(scFv) Kkloniert und erfolgreich exprimiert. Die erste Uberpriifung des Systems auf seine
Eignung als homogener Assay erfolgte jedoch nicht unter Verwendung eines rekombinanten
bispezifischen Antikorpers. Vielmehr wurde hierfiir auf etablierte Immunoassay Techniken
zuriickgegriffen. Das so etablierte System war funktionstiichtig, jedoch blieb seine Sensitivitit
weit hinter der normaler, heterogener Immunoassays zuriick. Eine Uberfiihrung des Systems
in eine praxisnahe, diagnostische Anwendung war damit ausgeschlossen. Auch die
Vermittlung der rdumlichen Ndhe im Immunkomplex durch einen monoklonalen
bispezifischen Antikorper fithrte zu keiner Verbesserung der Sensitivitidt. Die Ergebnisse

dieser Experimente begriindeten die Aufgabe dieses Ansatzes.



Der zweite bearbeitete homogene Immunoassay beruhte auf Fluoreszenz-Loschung.
Grundlage eines solchen Fluorescence Quenching Immunoassays ist der gegenseitige
Ausschlull zweier Antikorper bei der Bindung eines Dihapten-Konjugats. Das Konjugat
besteht dabei aus dem Analyten und einem Fluorophor. Die beiden um die Konjugatbindung
konkurrierenden Antikorper sind ein anti-Analyt Antikorper und ein anti-Fluorophor
Antikorper, der zudem {iiber die Eigenschaft verfiigt, bei Bindung des Fluorophors dessen
Fluoreszenz zu l6schen. Im System stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht ein, dessen
Lage von auflen leicht spektroskopisch bestimmt werden kann. Externe Gaben des freien
Analyten verschieben dieses Gleichgewicht in Richtung Fluorophor-Bindung und damit
Fluoreszenz-Loschung. Die Anderung der Fluoreszenz ist direkt an die Konzentration des
freien Analyten gekoppelt und dient zu dessen Bestimmung.

Ein solcher Fluorescence Quenching Immunoassays wurde fiir die Konzentrations-
bestimmung des Herbizides Diuron etabliert. Mit diesen Experimenten konnte erstmalig
gezeigt werden, dal unter Verwendung geeigneter, hochaffiner, monoklonaler Antikorper
Sensitivititen wie von etablierten heterogenen Immunoassays (ELISA) zu erreichen sind.

Damit wird eine diagnostische Anwendung des Systems moglich.

Der dritte und abschlieende Teil der Arbeit diente der Entwicklung eines Verfahrens zur
Selektion Antikorper produzierender Zellen. Die Generierung Antikorper produzierender
Zellen ist gegenwirtig auf aufwendige Screening Methoden angewiesen. Das Auffinden des
gewiinschten Zellklons ist daher mit einem erheblichen Arbeits-, Zeit- und Materialaufwand
verbunden und deshalb sehr kostenintensiv. Der Ersatz dieser Verfahren durch eine einfache
Selektion ist somit von erheblicher fachlicher wie 6konomischer Bedeutung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein solches ginzlich neuartiges Selektionsverfahren
entwickelt. Die Selektion der Antikorper produzierenden Zellen erfolgt hierbei unter
Verwendung eines Toxinkonjugats. Dieses Konjugat besteht aus einem Liganden und einem
Toxin. Die Antikorperbindung des Liganden behindert sterisch die Wechselwirkung der
Toxinkomponente im Konjugat mit deren Zielstruktur in oder auf der Zelle. Nur Zellen die
einen geeigneten Antikorper sezernieren, iiberleben die Selektion und reichern sich somit in
der Kultur an.

Das Selektionsverfahren wurde erfolgreich fiir die Selektion von E.coli Zellen eingesetzt, die
einen rekombinanten, Fluorescein bindenden Antikorper produzierten. Das hierfiir
synthetisierte Toxinkonjugat bestand aus Fluorescein (Ligand) und Ampicillin
(Toxinkomponente). Die Anreicherung erfolgte aus einem Gemisch in dem der gesuchte Klon

nur in einem Mischungsverhiltnis von 1:1000 enthalten war.



2. Abkiirzungsverzeichnis

ARIS
Biotinillin
BSA
CEA
CEDIA
CDR
Diuron
ECL
ELISA
EMIT
ER
FACS
FETI
FITCillin
FR
FRET
FPIA
G6PDH
GOD
H,0,
hCG
PCR
HGPRT
hPL
HTS
IgG
IPTG
KU
lacP
LOCI
Monuron

OD

apoenzyme reactivation immunoassay system
Toxinkonjugat aus Biotin und Ampicillin
Rinderserumalbumin — bovine serum albumine
carcinoembryonales Antigen

cloned enzyme donor immunoassay
complementary determining region
3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff
Elektrochemilumineszenz Immunoassays
Enzyme linked immunosorbant assay
Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique
endoplasmatisches Reticulum

fluorescence activated cell sorter

Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassay
Toxinkonjugat aus Fluorescein (FITC) und Ampicillin
framework Region in Antigenbindungsstelle eines Antikorpers
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
Fluoreszenz Polarisations Immunoassay
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase
Glucoseoxidase

Wasserstoffperoxid

human chorionic gonadotropin

polymerase chain reaction
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
humane placental lactogen

high throughput screening

Immunglobulin G
Isopropyl-Thio-B-D-Galactopyranosid
Kulturiiberstand einer Zellkultur

Promotor des lac-Operons

Luminescent Oxygen Channeling Immunoassay
3-(4-Chlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff
optische Dichte



oS
OPD
PBP
PBS
PCR
PEG
POD
PP
TRF
TMB
TSH
scFv
SLFIA
\%?

osmotische Schock Fraktion der scFv Fermentation
Ortho-Phenyldiamin

Penicillin bindende Proteine

Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlosung
polymerase chain reaction

Polyethylenglycol

Peroxidase

periplasmatische Fraktion der scFv Fermentation
time-resolved fluorescence

Tetramethylbenzidin

Thyroidea stimulierendes Hormon
Einketten-Antikorper-Fragment

Substrate-linked Fluorescence Immunoassays
variable Domine der schweren Kette des Antikorpers

variable Domine der leichten Kette des Antikorpers



3. Grundlagen

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich in seinen ersten beiden Teilen mit dem Aufbau
homogener Immunoassays. Eine Vielzahl derartiger Systeme wurde bereits entwickelt. Die
Grundprinzipien der wichtigsten Vertreter werden im folgenden Abschnitt vorgestellt.

Im dritten und abschlieBenden Teil wird ein génzlich neuartiges Verfahren zur Selektion
Antikorper produzierender Zellen vorgestellt. Im einleitenden Abschnitt wird hierzu auf die
grundlegenden Prinzipen zur Produktion sowie zum immundiagnostischen FEinsatz von

Antikorpern eingegangen.

3.1 Homogene Immunoassays

Immunoassays zur Konzentrationsbestimmung von Antigenen werden nach Art ihres Aufbaus
in zwei Gruppen eingeteilt. Die bisher fiir praktische Anwendungen bedeutsamere der beiden
Gruppen ist die der heterogenen Immunoassays. Fiir diese sind Separationsschritte
(Waschschritte) im Anschluf an die Antigenbindung charakteristisch. Ein homogener
Immunoassay erfordert keine derartigen Separationsschritte. Es werden lediglich Probe und
immunchemische Komponenten vereinigt. Der immunchemische Bindungsprozef fiihrt zu
einem physikalisch nachweisbaren Signal, das eine Separation iiberfliissig macht.

Homogene Immunoassays besitzen im Vergleich zum heterogenen System einige Vorteile.
Die Bindungsreaktion, in deren Folge das MeBsignal generiert wird, erfolgt in Losung und ist
nicht, wie in heterogenen Systemen, abhingig von relativ langsamen Diffusionsvorgingen an
einer Oberflidche. Dies fiihrt zu einer Reduktion der notwendigen Inkubationszeiten. In der
Regel sind nur wenige Sekunden bis Minuten notwendig. Zudem erleichtern die
separationsfreien Protokolle homogener Immunoassays deren Automatisierung, was
insbesondere fiir high throughput screening-Anwendungen (HTS) von groflem Interesse ist.
Zumindest theoretisch sollten homogene Systeme auch sensitiver sein. Die im heterogenen
System notwendigen Separationsschritte fithren zur Auflosung von schwachen Bindungen
zwischen Antigen und Antikorper. Die Folge sind Sensitivititsverluste. Zudem macht die
Vielzahl der notwendigen Separationsschritte das heterogene System prinzipiell anfalliger fiir
Storungen und Handhabungsfehler.

Alle aufgefiihrten Vorteile der homogenen Immunoassays werden jedoch in der Praxis
iberlagert von einem gravierenden Nachteil. Da Separationsschritte unterbleiben, verbleiben
alle Reaktionsteilnehmer im Ansatz, was zu Wechselwirkungen von Bestandteilen der Probe
mit den immunchemischen Komponenten und damit zu Sensitivititsverlusten fiihrt. Die

auftretenden Sensitivititsverluste sind die direkte Folge der Zusammensetzung jeder



individuellen MeBprobe, unabhingig vom eigentlich nachzuweisenden Analyten. Sie sind
somit im Routineeinsatz kaum oder nur schwer zu handhaben. Erst in den letzten Jahren ist es
gelungen Methoden zu entwickeln, die diese Matrixeffekte verringern und die damit
Sensitivitidten vergleichbar denen heterogener Immunoassays erreichen.

Eine Vielzahl der unterschiedlichsten Prinzipien wurden zum Aufbau homogener
Immunoassays herangezogen. Die gebrauchlichste Art der Zusammenstellung dieser Tests ist
die Unterscheidung nach Art der fiir die Generierung des MeBsignals herangezogenen
Markierungen bzw. Komponenten. In der folgenden Zusammenstellung sollen nur die

hochsensitiven homogenen Immunoassays erwihnt werden.

3.1.1 Agglutination von Partikeln

Einer der ersten hochsensitiven Antigennachweise iiberhaupt war zugleich auch ein
homogenes System. Meyer (1922) verwendete Schaferythrozyten, die mit humanen
Antikorpern markiert waren sowie als Analyten Antikorper aus dem Serum von Patienten mit
rheumatoider Arthritis. Die aus dem Patientenserum stammenden Antikorper banden ihr
Antigen, die humanen Antikorper, auf der Oberfldche der Erythrozyten. Die Mischung beider
Komponenten resultierte in einem sichtbaren Verklumpen der Zellen. Diese Methode wurde
als Himagglutinationstest beschrieben. In der weiteren Entwicklung wurden die Erythrozyten
durch die leichter zu handhabenden Latexpartikel ersetzt (Singer und Plotz, 1956). Diese
visuellen Methoden sind von durchschnittlicher Sensitivitdt. Quantitative Messungen in den
auf Agglutination beruhenden Immunoassays erfolgen mittels Turbidimetrie oder
Nephelometrie. Turbidimetrie bestimmt dabei die Intensitit eines Lichtstrahles nach Passage
durch die Probe. Nephelometrie miit das in einem bestimmten Winkel vom MeBstrahl
gestreute Licht. Die Nephelomertie ist sensitiver jedoch auch anfilliger fiir partikulédre
Substanzen in der MeBprobe. Diese Schwierigkeiten konnen teilweise durch verbesserte
MeBmethoden (Masson et al., 1981) bzw. durch den Einsatz der Laser-Nephelometry (Von
Schulthess et al., 1976) iiberwunden werden. Neben Latexpartikeln werden auch kolloidale
Goldpartikel in Agglutinationstests eingesetzt. Derartige Komplexe dndern mit der GroBe ihre
Farbe, was eine photometrische Messung ermoglicht. Mit einem Assay dieser Art war es
moglich eine Konzentration von 5,4 pmol/L. (108 pg/ml) hPL (human placental lactogen)

nachzuweisen (Leuverring et al., 1980).
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Abb. 3-1: Schematische Darstellung eines auf Agglutination von Partikeln beruhenden
homogenen Immunoassays. Zur Durchfithrung des Assays werden mit Antigen
beschichtete Partikel (Erythrozyten, Latex-Partikel) eingesetzt (A). Diese Partikel
agglutinieren nach Bindung des Antikorpers an das Antigen (B). Die Agglutination
wird meBtechnisch verfolgt und zur Konzentrationsbestimmung des Antikdrpers
herangezogen.

Anmerkung: Der dargestellte Agglutinationstest dient dem Nachweis eines
Antikorpers. In Umkehrung dieses Prinzips ist es ebenso moglich das Antigen mit

Hilfe Antikorper beschichteter Partikel nachzuweisen.

10



3.1.2 Fluoreszenz — Markierungen

3.1.2.1 Fluoreszenz Polarisations Immunoassay (FPIA)

Der Effekt der Fluoreszenzpolarisation wurde zum Aufbau homogener Immunoassays
eingesetzt. Molekiile absorbieren Licht als eine Funktion ihrer Orientierung relativ zur
Richtung und Polarisation des anregenden Lichtes. Das Licht, das als Fluoreszenz vom
angeregten Molekiil emittiert wird, ist gewohnlich polarisiert. Die Rotation des Molekiils
zwischen Anregung und Emission reduziert die Polarisation des Lichtes (Dandliker et al.,
1961, 1973).

Im Assay kommt ein niedermolekulares Konjugat aus Analyt und Fluorophor zum Einsatz.
Die Bindung des anti-Analyt Antikorpers (Makromolekiil) resultiert in einer verringerten
Rotation des Komplexes. Damit einhergehend reduziert sich auch die Rotation des
Fluorophors. Somit wird der Anteil des polarisierten Lichtes im Vergleich zur Emission des
freien Analyt-Fluorophor Konjugats erhoht. Externe Gaben des Analyten, die als Mel3probe
zugesetzt werden, reduzieren den Anteil gebundenen Konjugats, was wiederum die Emission
polarisierten Lichtes verringert. Die gemessene Veridnderung der Fluoreszenzpolarisation ist
letztendlich ein MaB fiir die Masse des fluoreszierenden Molekiils oder Komplexes. Ein
immunologischer Komplex gro3er Masse rotiert relativ langsam, was den Anteil polarisierten
Lichtes erhoht.

Die Methode ist nur fiir niedermolekulare Analyten geeignet. Zum Finen hat das
Molekulargewicht des Analyten einen direkten Einflu3 auf dessen Rotation und die daraus
resultierende Polarisationsabnahme, zum Anderen ist die Lebensdauer des angeregten
Zustandes des Fluorophors mit 10 bis 107 Sekunden zu kurz fiir die Rotation eines
Makromolekiils. Fiir Fluorescence Polarization Immunoassays sind Nachweisgrenzen von bis

zu 100 pmol/L beschrieben worden.
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Abb. 3-2: Schematische Darstellung eines Fluoreszenz Polarisations Immunoassays (FPIA)

Im Assay kommt ein Konjugat aus Fluorophor (F) und Antigen (A) zum Einsatz. Die
Anregung des Fluorophors fithrt zu einer selektiven Absorption des Lichtes durch
geeignet ausgerichtete Molekiile. Die Emission polarisierten Lichtes durch das
Konjugat erfolgt, wenn die Rate der Rotation des Molekiils gering ist relativ zur Rate
der Fluoreszenz-Emission. Die Bindung eines Antikdrpers an sein Hapten-Antigen
reduziert die Rotation des Molekiils und verstirkt damit die Emission polarisierten
Lichtes (A). Unterbleibt die Bindung, so ist die Rotation verstirkt und somit die

Emission polarisierten Lichtes reduziert (B).
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3.1.2.2 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer beruht auf der Ubertragung der Energie eines
angeregten Donormolekiils auf ein in der Nihe befindliches Akzeptormolekiil. Das
Akzeptormolekiil verfiigt dabei iiber einen zur Emission des Donormolekiils energetisch
kompatiblen Anregungszustand. Die Energie des angeregten Zustands eines oder beider
Molekiile kann dabei als Fluoreszenz Emission abgegeben werden. Der Energietransfer ist
dabei abhingig von der Entfernung zwischen Donor und Akzeptor sowie von der spektralen
Uberlappung der Donor-Emission und der Akzeptor-Absorption. Auf diesem Prinzip
beruhende Immunoassays werden als Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassays (FETI)
bezeichnet (Ullman et al., 1976; Ullman und Khanna, 1981). Schwierigkeiten in diesen
Systemen werden durch die Eigenfluoreszenz von Verunreinigungen der Probe sowie von
direkt angeregten Akzeptormolekiilen verursacht. Diese Probleme wurden durch den Einsatz
fluoreszierender Chelate seltener Erden beseitigt, welche eine langere Fluoreszenzdauer in der
GroBenordnung von Millisekunden aufweisen. Deren Einsatz als Donormolekiil ermoglichte
die Einfilhrung der zeitaufgelosten Messung (TRF time-resolved fluorescence) in die
Fluorometry (Hemmila und Mukkala, 2001). Die Messungen erfolgen hierbei zeitaufgelost in
Anschlu3 an die Anregung des Donormolekiils mittels eines kurzen Laser-Pulses. Dies
ermoglicht die Unterscheidung zwischen kurzlebiger Hintergrund-Fluoreszenz und der auf
Energietransfer beruhenden Fluoreszenz. Der Nachteil dieser Methode ist deren komplexe
MeB3- und Auswertetechnik. In Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassays war es moglich,
10 pmol/L (300 pg/ml) hCG (human chorionic gonadotropin) in Serumproben nachzuweisen
(Blomberg et al., 1999).

Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassays gekoppelt mit TRF (time-resolved fluorescence)
sind von wirtschaftlicher Bedeutung. Auf dieser Technik beruhende kommerzielle
Nachweissysteme existieren von Wallac (DELFIA-Produktlinie), CyberFluor (FiaGen,
EALL-Assay) sowie CisBio (Brahms). Von besonderem Interesse sind sie fiir ein
Hochdurchsatz-Screening (HTS, highthroughput screening) auf pharmakologisch wirksame
Verbindungen. Entsprechende Produkte stellen das LANCE System von Wallac sowie die Cis

Bio Kryptor Technologie von Brahms dar.
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Abb. 3-3: Schematische Darstellung eines Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassays
(FETI). Es kommen zwei Fluoreszenz-Markierungen zum Einsatz, deren spektrale
Bereiche der Emission (D - Donor-Molekiil) und Anregung (A - Akzeptor-Molekiil)
tiberlappen (A). Ein Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) erfolgt bei
rdumlicher Nihe dieser Fluoreszenz-Markierungen. Dieser wird z.B. vermittelt durch
Antikorperbindung an ein Antigen (Ag). Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
resultiert in einer Abnahme der Donor-Fluoreszenz und Zunahme der Akzeptor-

Fluoreszenz im Immunkomplex (B).

3.1.2.3 Fluoreszenz - Loschung

Eine weitere Moglichkeit, die Fluoreszenz eines Systems fiir analytische Zwecke zu
modulieren, stellt die Loschung der Fluoreszenz (fluorescence quenching) durch
Antikorperbindung des Fluorophors dar. Diese Systeme wurden als Fluorescence Protection
Immunoassay oder Fluorescence Quenching Assay (Nargessi et al., 1979; Zuk et al., 1979;
Ullman, 1981) beschrieben. Das Prinzip dieses Assays beruht auf der sterischen Behinderung
der gleichzeitigen Bindung zweier Antikorper an ein Konjugat, bestehend aus Fluorophor und

Analyt. Sowohl der den Analyten bindende Antikorper als auch der das Fluorophor bindende

14



Antikorper konkurrieren dabei um die Bindung an das Konjugat. Die Lage des sich
einstellenden Gleichgewichtes wird durch externe Gaben des freien Analyten gestort, welches
einfach und direkt iiber die Fluoreszenz des Fluorophors bzw. dessen Loschung, infolge der
Antikorperbindung, mefitechnisch verfolgt werden kann. Quenching Assays sind vorrangig
fiir niedermolekulare Analyten geeignet. Assays zum Nachweis makromolekularer Analyten
bediirfen bisher der Einfithrung weiterer sterischer Interaktionen, zumeist durch weitere
Antikorper. Das System unterliegt im gleichen MaBen Matrixeffekten wie fiir den
Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassay beschrieben, d.h. Bestandteile der MeBprobe
verféalschen das MeBergebnis durch ihre Eigenfluoreszenz oder durch unspezifische Bindung
und damit einhergehende Loschung der Fluoreszenz des Fluorophors. Versuche zum Einsatz
der Fluoreszenzldschung in kommerziellen Anwendungen sind bisher nicht beschrieben. Dies
iberrascht insbesondere im Vergleich zum Fluoreszenz Energie Transfer Immunoassay, der
einen viel groBeren geritetechnischen Aufwand bei vergleichbaren, systembedingten
Schwierigkeiten benotigt. Die einzige beschriebene Anwendung betrifft eine
nichtimmunologische Nutzung. Das System wurde dabei zum Screening auf Binder zelluldrer

Rezeptoren eingesetzt (Skar et al., 1982).
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Abb. 3-4: Schematische Darstellung eines Fluorescence Quenching Immunoassays. Die

Antigen-Bindung des anti-Analyt Antikorpers verhindert die Bindung des anti-
Fluorophor Antikorpers an das Fluorophor im Antigen-Fluorophor-Konjugat und
unterbindet somit eine Loschung der Fluoreszenz (A). Externe Gaben des freien
Antigens (Ag) konkurrieren um die Bindung des anti-Analyt Antikorpers. Die
Bindung des Fluorophors durch den anti-Fluorophor Antikdrper wird dadurch méglich

und dessen Fluoreszenz somit geloscht (B).
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3.1.3 Enzyme - Immunoassays

3.1.3.1 Modulation der Enzymaktivitit mittels Antikorperbindung — Enzyme-Multiplied
Immunoassay Technique (EMIT)

Diese Methode basiert auf einer Verringerung der Enzymaktivitit vermittelt durch
Antikorperbindung an einen an die Enzymoberfliche gekoppelten Analyten. Die
Verringerung der Enzymaktivitit wird hierbei durch zwei Effekte verursacht. Die Bindung
des Antikorpers kann zum Einen zur Blockierung des aktiven Zentrums des Enzyms fiihren,
was sterisch dessen Zuginglichkeit fiir sein Substrat verringert. Ebenso kann eine Anderung
der Konformation des Enzymmolekiils durch die Antikorperbindung verursacht werden, was
zu dessen herabgesetzter Aktivitdt fithrt. Beide Prinzipien wurden fiir den Aufbau von
Immunoassays herangezogen. Die sterische Behinderung des aktiven Zentrums ist am
wahrscheinlichsten fiir Enzyme, die groBe Substratmolekiile umsetzen. Dieser Uberlegung
folgend wurde ein Immunoassay unter Verwendung von Lysozym aufgebaut (Rubenstein et
al., 1972). Lysozym wird iiber die Antikorperbindung des an seine Oberfliche gekoppelten
Analyten inhibiert. Externe Gaben des freien Analyten verdringen den AntikOrper aus seiner
Bindung an den gekoppelten Analyten und fithren zur schrittweisen Aktivierung des
Lysozyms. Das nunmehr enzymatisch aktive Lysozym bewirkt die Lyse von Bakterienzellen
im MeBansatz. Dies kann visuell iiber die Kldrung der Triibbung der Bakteriensuspension
verfolgt werden. Der Assay ist nicht sehr sensitiv und zudem durch den Einsatz lebender
Zellen ziemlich umstédndlich. Er ist ungeeignet fiir Serumproben, da diese durch in ihnen
vorhandene, gegen Oberflichenantigene von Bakterien gerichtete, Antikdrper eine
Agglutination der Bakterienzellen verursachen bzw. da das im Serum vorhandene
Komplement bereits eine Lyse der Bakterienzellen unabhingig vom Lysozym-Effekt
bewirken kann.

Das zweite Prinzip der Antikorper induzierten Konformationsinderung wurde fiir das Enzym
Glucose-6-Phosphat  Dehydrogenase (G6PDH) aus dem Bakterium Leuconostoc
mesenteroides demonstriert (Kimura et al., 2001). Die Dehydrogenase setzt dabei NAD zu
NADH um. Diese Umsetzung kann spektrophotometrisch bei einer Wellenldnge von 340 nm
verfolgt werden. Der Analyt wird fiir diese Assays iiber Lysin an die Enzymoberfldache
gekoppelt. Nach Antikorperbindung an den Analyten, ist eine Reduktion der Enzymaktivitit
um bis zu achtzig Prozent zu beobachten. Je nach Art des Analyten und
Bindungscharakteristik des eingesetzten Antikorpers unterscheidet sich der zur Erzielung des
Effekts herangezogene Kopplungsort. Dies erfordert grole Anstrengungen bei der Suche

nach, fiir den speziellen Analyten, geeigneten Kopplungsmethoden sowie nach dem den
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Effekt induzierenden Antikorper. Trotz dieser Schwierigkeiten sind Anwendungen dieser
Technik fiir den Nachweis von Pharmaka in Serumproben sowie fiir den Nachweis von
Drogen in Urinproben entwickelt worden. Die neueren Ansitze zum Einsatz von G6PDH in
Assays betreffen die gentechnische Modifikation des Enzyms (Ullman, 1999). EMIT Assays
unter Verwendung gentechnisch optimierter, rekombinanter G6PDH erreichen fiir den
Nachweis fiir Substanzen wie Digoxin Nachweisgrenzen von 500 pmol/L (390 pg/ml).

Eine Reihe anderer Enzyme wie Phospholipase C, mitochondriale Malat Dehydrogenase und
Dextrase wurden fiir den Aufbau dhnlicher Systeme verwendet. Aber die zum Aufbau dieser
Assays verwendeten Komponenten waren entweder zu anfillig fiir Wechselwirkungen mit

Serumkomponenten oder ungeeignet fiir Messungen in niedrigen Konzentrationsbereichen.

s
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A aktives Enzym B

Abb. 3-5: Schematische Darstellung eines Enzyme-Multiplied Inmunoassay (EMIT)

Die Darstellung zeigt im Zentrum das aktive Enzym, das sein Substrat (S) zum
Produkt (P) umsetzt. Antikorper konnen die Aktivitit eines Antigen (Ag) gekoppelten
Enzyms inhibieren. Diese Inhibition erfolgt durch sterische Behinderung des
Substratzuganges (A) oder durch Veridnderung der Konformation des Enzyms in Folge

der Antikorperbindung (B).
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3.1.3.2 Enzyme Channeling

Fiir den Aufbau eines Enzyme Channeling bzw. Substrate Channeling Immunoassay wird die
rdaumliche Nihe zweier Enzyme in einem Immunkomplex ausgenutzt. Im Ergebnis der vom
ersten Enzym katalysierten Reaktion entsteht ein Produkt (Zwischensubstrat), welches
zugleich Substrat des zweiten Enzyms ist. Dessen Umsetzung erfolgt zu einem
spektrometrisch nachweisbaren Endprodukt. Diffundieren beide Enzyme frei in Losung, so ist
die Bildung des Endproduktes zunichst gering, beschleunigt sich jedoch mit zunehmender
Konzentration des Zwischensubstrats. Sind beide Enzyme an einer Oberfliche immobilisiert,
so dndern sich die kinetischen Verhiltnisse (Mosbach und Mattiasson, 1970). Die lokale
Konzentration des Zwischensubstrats ist abhingig von dessen Entstehungs- als auch
Diffusionsrate. Die erreichte lokale Konzentration ist damit hoher und wird schneller erreicht,
als es fir frei diffundierende Enzyme der Fall wire. Die Lokalisation mehrere
Enzymmolekiile (Produzenten des Zwischensubstrats) an einem Ort erhoht zudem die
Konzentration des Zwischensubstrats, ohne gleichzeitig Einflu} auf die Diffusionsrate zu
haben. Wird an diese Oberfliche nun das zweite Enzym (Produzent des Endproduktes)
gebunden, so gelangt es dadurch in eine Umgebung mit einer relativ konstanten, erhohten
Konzentration des Zwischenproduktes. Dies fiihrt zu einer schnellen und linearen Bildung des
nachweisbaren Endproduktes.

Eine Vielzahl von Oberflichen fanden fiir den Aufbau von Enzyme Channeling
Immunoassays Verwendung, darunter Partikel aus Agarose und Latex sowie die Polystyrol
Oberflachen von Mikrotiterplatten.

Litman et al. (1980) etablierten einen Assay zum Nachweis humaner Antikdrper unter
Verwendung der Enzyme Hexokinase und Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PDH).
Weitere  zum  Aufbau des  Systems  herangezogene  Enzympaare  waren
Glucoseoxidase/Peroxidase und Phosphatase/B-Galactosidase. Fiir den Nachweis von
Polyribose Phosphat (PRP) auf der Oberfliche von Hemophilis influenzae wurde in einem
Enzyme Channeling Assay wurde eine Nachweisgrenze von 10 fmol/L PRP publiziert
(Ullman et al., 1984).
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Abb. 3-6: Schematische Darstellung eines Enzyme Channeling Immunoassays. Zum Einsatz

kommen Antikdrperkonjugate zweier Enzyme (A). Das Produkt des ersten Enzyms ist
gleichzeitig Substrat des zweiten Enzyms. Die Antigen (Ag) vermittelte rdumliche
Nihe beider Enzyme erhoht die Zugédnglichkeit dieses Substrats fiir das zweite Enzym
und damit die Bildung des Produktes durch das zweite Enzym (B). Die Entstehung
dieses Produktes wird meBtechnisch verfolgt und zur Konzentrationsbestimmung des

Antigens herangezogen.

3.1.3.3 Modulation der Enzymaktivitit durch Effektormolekiile

Der Aufbau homogener Immunoassays ist auch mit Hilfe von Komponenten moglich, die mit
dem zum Nachweis eingesetzten Enzym interagieren und auf diese Weise dessen Aktivitit
beeinflussen. Dafiir kommen Substrate, Coenzyme und Inhibitoren von Enzymen in Frage
sowie auch Enzymfragmente.

Substrate-linked Fluorescence Immunoassays (SLFIA) sind ein Beispiel fiir die erste Gruppe.
Sie bestehen aus einem Konjugat des Enzymsubstrats und dem Analyten. Die Konjugation hat
dabei keinen EinfluB auf die Wechselwirkung zwischen Substrat und Enzym. Erst die
Antikorperbindung an den Analyten im Konjugat bewirkt, dal der Substratanteil auf Grund
sterischer Behinderung nicht mehr fiir das Enzym zuginglich ist. Ein entsprechender Assay
wurde unter Verwendung von Haptenkonjugaten von P-Galactosidylumbelliferon aufgebaut
(Li et al., 1981). Das Substrat wird von B-Galactosidase zu einem fluoreszierenden
Umbelliferon Produkt umgesetzt. Ein anderes System beruht auf einem ATP-Hapten

Konjugat und Luciferase, deren Chemilumineszenz-Signal infolge Antikorperbindung
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reduziert wird (Carrico et al., 1976). Die Methoden besitzen im Unterschied zu anderen
Immunoassays nicht den Vorteil einer Signalverstirkung. Das heiflt, die Anzahl der ein
MeBsignal erzeugenden Molekiile kann niemals grofer sein als die Anzahl der Molekiile des
Analyten. Matrixeffekte, d.h. storende Wechselwirkungen zwischen Bestandteilen der
MeBprobe mit den immunchemischen Komponenten und Enzymen, erschweren eine
Anwendung zusitzlich.

Systeme, die auf Konjugaten zwischen dem Analyten und einem Cofaktor des Enzyms
beruhen, besitzen den Vorteil einer Signalverstirkung. Ein erfolgreiches Beispiel hierfiir ist
die Verwendung eines FAD-Analyt Konjugats, das sich mit einer inaktiven Apo-
Glucoseoxidase zur enzymatisch aktiven Glucoseoxidase zusammentfiigt (Morikawa et al.,
1985). Die Antikorperbindung des Konjugats unterbindet hierbei die Aktivierung des
Enzyms. Gaben des freien Analyten verdringen den Antikorper vom Konjugat und stellen
damit die Enzymaktivitit wieder her. Das System wurde unter dem Namen ARIS (apoenzyme
reactivation immunoassay system) kommerzialisiert.

In Analogie zu den Cofaktor Systemen wurden auch Konjugate von Enzym-Inhibitoren
verwendet. Beispiele hierfiir sind die Verwendung von Ethoxymethylphosphonothioat, einem
irreversiblen Inhibitor der Acetylcholinesterase (Blecka et al., 1983), und Methotrexate,
einem reversiblen Inhibitor der Dihydrofolate Reduktase (Place et al., 1983).

Die letzte in diesem Zusammenhang zu besprechende Gruppe von Assays ist die der
Complementation Immunoassays. Einige Enzyme konnen in Fragmente zerlegt werden, die
lediglich nach erneuter Assoziation zum kompletten Holoenzym enzymatisch aktiv werden.
Antikorper konnen die Assoziation vermitteln oder inhibieren, was zum Assayaufbau
ausgenutzt werden kann. Dies wurde am Beispiel von Ribonuclease A fiir den Nachweis von
Thyroxin demonstriert (Gonnelli et al., 1981; Farina und Gohlke, 1983). Jedoch erwies sich
die Empfindlichkeit des Ribonuclease Nachweises als zu gering, so daf} alternative Enzyme
herangezogen wurden. Besonders der Einsatz genetisch modifizierter B-Galactosidase im
sogenannten CEDIA System (cloned enzyme donor immunoassay) zeigte hierbei bessere
Resultate. Das native Enzym besteht aus vier identischen Untereinheiten. Diese
Untereinheiten konnen gentechnisch in zwei modifizierte Fragmente zerlegt werden. Die
nunmehr acht Fragmente assoziieren zum kompletten aktiven Enzym. Die beiden neuen
Fragmente bestehen aus einem kleineren Donor und einem grofleren Akzeptor-Peptid. Im
CEDIA besitzen beide Fragmente Deletionen in ihren Peptidsequenzen. Das Donor-Peptid ist
gentechnisch derart modifiziert, dal es die Konjugation eines spezifischen Analyten

ermoglicht und gleichzeitig die Wiederherstellung der Enzymaktivitit durch Assoziation mit
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dem Akzeptor-Peptid zulidB3t. Die Antikorperbindung an den gekoppelten Analyten verhindert
die Wiederherstellung der Enzymaktivitdt. CEDIA ist von kommerzieller Bedeutung (Engel
und Khanna 1992; Henderson et al., 1986).

mit AntikOrper ohne AntikOrper
Donor
Akzeptor
inaktive Galactosidase aktive Galactosidase

A B

Abb. 3-7: Schematische Darstellung eines Enzyme Complementation Immunoassays. Die

Assemblierung des Donor-Peptids mit dem groferen, inaktiven Akzeptor-Fragment
fiihrt zur Rekonstitution der Enzymaktivitdt. Das Antigen ist an das Donor-Peptid
gekoppelt. Die Anikorper-Bindung des Antigens unterbindet die Rekonstitution der
Enzymaktivitdt (A). Ohne Bindung des Antikorpers erfolgt die Assemblierung des

Enzyms, dessen Aktivitét iber seinen Substratumsatz meBtechnisch verfolgt wird (B).
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3.1.4 Elektroaktive Markierungen

Homogene Immunoassays wurden auch unter Verwendung von elektrochemisch aktiven
Molekiilen realisiert. Derartige Molekiile, wie z.B. Ferrocen, lassen sich an der Oberfldche
einer Elektrode leicht oxidieren. Dies erfolgt bei Spannungen von 340 mV, die andere
Bestandteile der MeBprobe z.B. Serumproteine nicht beeintrachtigen. Fiir den
Elektronentransfer vom Ferrocen auf die Elektrode ist deren enger Kontakt notwendig. Wird
das Ferrocen infolge Antikérperbindung zu ,sperrig®, unterbleibt dieser Kontakt, was in
einem Abfall des Stromes an der MeBelektrode resultiert. Dieses Prinzip ist die Grundlage
homogener elektrochemischer Immunoassays. Im konkreten Fall wird Ferrocen an den
Analyten z.B. Thyroxin gekoppelt. Die Messung erfolgt in Gegenwart eines Enzyms, welches
die Aufgabe hat, Ferrocenium Ionen zum neutralen Ferrocen zu reduzieren. Hierfiir werden
Glucose und Glucoseoxidase verwendet. Bindet ein Antikorper Tyroxin, so wird der Kontakt
zwischen Ferrocen-Konjugat und Elektrode unterbunden, was in einem Stromabfall resultiert.
Freies Thyroxin konkurriert mit dem Konjugat um die Antikdrperbindung, wodurch der
Melstrom wiederum steigt (Robinson et al., 1986).

Dem selben Prinzip folgend wurden auch homogene Elektrochemilumineszenz
Immunoassays (ECL) entwickelt. Diese sind empfindlicher als die zuvor beschriebenen. Sie
beruhen auf chemischen Verbindungen, welche leicht an einer Elektrode zu oxidieren und im
Anschluf} mittels zyklischer Voltammetry zu reduzieren sind. Bei geeigneter Spannung ist der
letzte Prozel exotherm genug, um die Verbindung in einen angeregten, Photonen
emitierenden Zustand zu versetzen. Die Emission von Licht wird photometrisch verfolgt. Wie
fiir die amperometrischen Messung ist der enge Kontakt zur Elektrode notwendig. Dieser wird
durch eine Antikorperbindung unterbunden. In Elektrolumineszenz Immunoassays fanden
Pyrene (Ikaryama et al., 1985) sowie Ruthenium Chelate (Blackburn et al., 1991)

Verwendung.
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3.1.5 Oxygen Channeling Immunoassay

Die groBten Empfindlichkeiten eines homogenen Systems wurden mit einem Luminescent
Oxygen Channeling Immunoassay (LOCI) erreicht (Ullman et al., 1996). Das zugrunde
liegende Prinzip dhnelt dem des Enzyme Channeling bzw. Fluorescence Resonance Energy
Transfer. Verwendung finden Latex umbhiillte Sphiren oder Hohlkiigelchen (beads). Diese
Sphéren sind mit einer Grofe von etwa 250 nm so klein, dal sie in wisseriger Losung nicht
sedimentieren. Zwei unterschiedliche Arten von Sphidren kommen im Test zum Einsatz. Die
erste, die Chemilumineszenz Sphire (chemiluminescer bead), ist gefiillt mit einem gelosten
Olefin. Die Reaktion des Olefins mit Singulett Sauerstoff fiihrt zu einem Dioxetan, welches
spontan zerféllt und hierbei Licht emittiert. Die zweite Sphire (photosensitizer bead) enthilt
photosensitive Verbindungen wie Phthalocyanine. Diese sind in der Lage, nach
Lichtabsorption Sauerstoff in seinen Singulett Zustand zu iiberfiihren. Beide Arten von
Sphiren sind durch ihre Latexhiille vollstandig vom Kontakt mit der MeBBprobe und damit von
storenden unspezifischen Wechselwirkungen abgeschirmt. Das Funktionsprinzip ist
folgendes. Die Bestrahlung der Losung mit Licht fiihrt in den photosensitiven Sphéren zu
einem Energietransfer vom angeregten photosensitiven Molekiil auf den in der Sphire
gelosten Sauerstoff. Der entstehende Singulett Sauerstoff diffundiert in die umgebende
Losung. Mit einer Lebensdauer von nur 4 ps existiert dieser jedoch nur in unmittelbarer Nahe
(etwa 300 nm) der ihn freisetzenden Sphire. Binden nun die Chemilumineszenz und
photosensitive  Sphédre aneinander, so diffundiert Singulett Sauerstoff in die
Chemilumineszenz Sphére und initiiert die Lumineszenz. Ungebundene Chemilumineszenz
Sphiren bleiben davon unberiihrt. Die Bindung beider Sphédren aneinander kann durch
Antikorper vermittelt werden. Es ist sowohl der Aufbau von Sandwich — als auch von
kompetitiven Immunoassays moglich. Die Anregung der Losung erfolgt mit einem Laser fiir
0,1 - 1 Sekunde bei 680 nm. Die Messung der resultierenden Chemilumineszenz Emission
wird bei einer Wellenldnge von 550-560 nm durchgefiihrt. Im LOCI werden Sensitivitéiten
vergleichbar zu denen heterogener Immunoassays erreicht. Fiir einen Immunoassay zum
Nachweis von TSH (Thyroidea stimulierendes Hormon) wurde eine Nachweisgrenze von 4,1
fmol/L (0,11 pg/ml) beschrieben. Die Messung kam mit einer Inkubationszeit von nur 14
Minuten aus, welches im heterogenen System nicht zu erreichen ist. Die kommerzielle,
diagnostische Anwendung ist bei Dade Behring (Deerfield, Illinois) in Vorbereitung. Seine
Nutzung zum high throughput screening erfolgt bereits in der Packard Instruments (Boston)

Alphascreen Technologie.
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Neuere Untersuchungen zeigen, dal wahrscheinlich alle Antikorper die Umwandlung von
Singulett Sauerstoff in Wasserstoffperoxid und Ozon katalysieren konnen (Wentworth et al.,
2001; 2003). Die Funktion dieser Katalyse ist noch ungeklirt — moglicherweise handelt es
sich um einen sehr urspriinglichen Mechanismus zur Abwehr von Mikroorganismen.
Inwieweit sich dieser Effekt negativ auf die Sensitivitit des beschriebenen Oxygen

Channeling Immunoassays auswirkt, 146t sich nur schwer abschitzen.
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Abb. 3-8: Schematische Darstellung eines Luminescence Oxygen Channeling Immunoassay
(LOCI). Es kommen zwei Arten von Antikorper gekoppelten Sphidren zum Einsatz.
Die photosensitive Sphire (S) produziert nach Anregung Singulett Sauerstoff. Die
Chemilumineszenz Sphire (CL) emittiert eine Chemilumineszens-Emission nach
Kontakt mit Singulett Sauerstoff (A). Die Bindung des Antigens (Ag) durch die an die
Sphiren gekoppelten Antikorper vermittelt deren rdumliche Néahe. Nur diese Nihe
ermOglicht die Weitergabe des Singulett Sauerstoffs von der photosensitiven Sphire
an die Chemilumineszenz Sphire (B). Wird diese Nihe nicht hergestellt vergeht der

Singulett Sauerstoff ungenutzt und die Chemilumineszenz bleibt aus.
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3.2 Produktion und immundiagnostischer Einsatz von Antikorpern

Antikorper gehoren zweifellos zu den wichtigsten Reagenzien in den modernen
Biowissenschaften. Sie sind unverzichtbare Werkzeuge in biologischer und medizinischer
Forschung, in Diagnostik und Analytik sowie zunehmend in der Therapie verschiedener
Krankheiten. Von dementsprechend groem Interesse sind die Techniken zur Generierung
und Produktion von Antikorpern und alle Anstrengungen zur Weiterentwicklung und
Verbesserung dieser Techniken. Dies wird in fithrenden Zeitschriften immer wieder

hervorgehoben:

The value of antibodies in commercial ventures and research laboratories continues to expand.
While established antibody-based technologies are evolving to produce ever-refined products, new
applications and laboratory techniques based on the specificity of antibody for their targets are
entering the scientific mainstream.

Nature 431; 227: 2004

Der einfachste Zugang zu Antikorpern ist der iiber die Immunisierung eines Versuchtieres.
Aus dem Serum sind die polyklonalen Antikorper leicht zugédnglich. Die Aufreinigung
monospezifischer Antikorper, d.h. derjenigen Antikorper, die, wenn auch polyklonal, das
selbe Antigen binden, ist Routine. Fiir eine Vielzahl von Anwendungen, inklusive dem
Aufbau von Immunoassays, sind diese AntikOrperpriparate oft schon ausreichend.
Polyklonale Antikorperpriparate stellen jedoch eine einmalige Momentaufnahme des
Immunstatus eines bestimmten Versuchstiers dar. Sie sind auch bei Verwendung groBer
Versuchstiere endlich. Ist die Charge aus einer Blutentnahme verbraucht, sind mit einem
neuen Priparat die Arbeiten zur Optimierung und Validierung des Assays erneut zu

bestreiten.
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3.2.1 Monoklonale Antikorper

Fiir spezifische Anwendung, z.B. wenn diese die Bindung eines bestimmten Epitops
voraussetzt, ist der Einsatz von monoklonalen Antikorpern unverzichtbar. Die Entscheidung
fiir einen monoklonalen Antikorper steht jedoch auch oft im Zusammenhang mit dessen
besserer Charakterisierbarkeit und der dadurch bedingten besseren Standardisierung der
Bedingungen im einmal aufgebauten Immunoassay. Die einen monoklonalen Antikorper
permanent in Zellkultur produzierende Zelle wird als Hybridom bezeichnet. Hybridome
konnen in fliissigem Stickstoff gelagert werden und ermoglichen somit eine kontinuierliche
und zeitlich unbegrenzte Versorgung mit dem gewiinschten monoklonalen Antikorper.

Ein Hybridom ist das Fusionsprodukt eines einzelnen, einen bestimmten Antikorper
sezernierenden B-Lymphozyten mit einer in Zellkultur unsterblichen Myelomzelle. Wie von
Kohler und Milstein (1975) demonstriert, vereinigen sich in der Hybridomzelle die
Eigenschaften beider Fusionspartner. Die potentielle Unsterblichkeit der Myelomzelle wird
mit der Fahigkeit zur Antikorperproduktion des B-Lymphozyten vereinigt. Die
Hybridomtechnik ermdglicht einen einfachen Selektionsschritt, in dessen Ergebnis die nicht
fusionierten Myelomzellen absterben. Nicht fusionierte Lymphozyten stellen kein Problem
dar, sie sind in Zellkultur nur fiir begrenzte Zeit lebensfihig. Diese HAT-Selektion
(Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin — Selektion) funktioniert kurz umrissen wie folgt. Fiir
die Synthese der Purinbasen stehen der Zelle zwei Stoffwechselwege zur Verfiigung, der der
Neusynthese sowie ein Nebenweg iiber Hypoxanthin und Guanin. Der Weg der Neusynthese
kann durch Gaben der Toxine Aminopterin oder Azaserin inhibiert werden. Dieser Eingriff
trifft sowohl Myelom- als auch die Hybridomzellen. Die verwendeten Myelomzellen haben
zusitzlich einen Defekt im Enzyms HGPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase), im Nebenweg der Purinbasen-Synthese. Im Selektionsmedium sind die
Myelomzellen somit nicht in der Lage zur Synthese von Purinbasen — sie sterben ab. Zusitze
von Hypoxanthin und Thymidin erlauben das Uberleben der Hybridome. Die Zugabe von
Thymidin wird notwendig, da Aminopterin zusitzlich auch im Stoffwechselweg zur
Pyrimidinsynthese die Thymidinkinase inhibiert.

Die iiberlebenden Hybridome werden einem Screening unterzogen, bei dem unter den vielen
Einzellklonen die gewiinschten Antikorperproduzenten identifiziert und isoliert werden.
Dieser Schritt verursacht den Hauptteil des personellen und materiellen Aufwandes der
Methode. Sterilitdtsprobleme sind der Hauptgrund fiir die zwar notwendige, aber bisher

ausgebliebene Automatisierung der Hybridomtechnik. Eine Methode, dieses Screening durch

26



eine einfache Selektion der den gewiinschten Antikorper produzierenden Zelle zu ersetzen,

wire wiinschenswert, steht jedoch bisher nicht zur Verfiigung.

B-Lymphozyten Myelomzellen
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Abb. 3-9: Schematische
Darstellung der Hybridom-
Technik zur Produktion von
monoklonalen Antikorpern.
B-Lymphozyten werden mit
Myelomzellen fusioniert.
Nach HAT-Selektion bleiben
lediglich die  Hybridome
(Fusionsprodukte aus  B-
Lymphozyt und Myelomzelle)
zurlick. Diese sind permanent
in  Zellkultur  lebensféihig
sowie  sezernieren  einen
Antikorper. Screening und
Klonierung der Zellen fiihren
zu einem den gewiinschten
monoklonalen Antikorper
sezernierenden Hybridom.
(Quelle: Micheel, 2003)
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3.2.2 Bispezifische Antikorper

Bispezifische Antikorper stellen eine spezielle, artifizielle Gruppe von Antikorpern dar. Alle
natiirlichen Antikorper, soweit es sich um IgG handelt, sind monospezifisch und bivalent.
Bispezifische Antikorper vereinen in einem Antikorpermolekiil die Bindungsspezifititen von
zwei Elternantikorpern. Sie werde auf drei Wegen hergestellt, durch chemische
Rekombination, durch Zellfusion von Hybridomen sowie durch gentechnische
Manipulationen (Fanger, 1995).

Der Einsatz von bispezifischen Antikérpern in der Immundiagnostik ist bisher von nur
geringer praktische Bedeutung, weil Aufwand zu ihrer Erzeugung und Reinigung sehr grof3
ist. Zudem ist ihre Aviditdt auf Grund der Aufgabe der Bivalenz geringer als die der
Elternantikorper. Ihr Potential liegt vorrangig auf therapeutischem Gebiet. So ermdglichen sie
den gerichteten Transport von z.B. Toxinen an eine Zielzelle. Auch eine Zerstérung von
Zielzellen (z.B. Tumorzellen) durch korpereigene Effektorzellen kann durch bispezifische
Antikorper vermittelt werden. Dabei erfolgt neben der Herstellung des engen Kontaktes auch
die Aktivierung der Effektorzelle (Lum et al., 2006).

An dieser Stelle soll zundchst nur auf die Generierung von Hybridhybridomen durch
Zellfusion eingegangen werden. Ein Hybridhybridom (Quadroma, Tetradoma) ist das
Fusionsprodukt zweier Hybridome. Im Anschluf3 an die Zellfusion stellt sich das Problem der
Selektion derjenigen Zellen die den gewiinschten bispezifischen Antikorper sezernieren. Eine
Moglichkeit zur Selektion stellen unterschiedliche, in die Elternantikorper eingebrachte,
Stoffwechseldefekte bzw. Antibiotikaresistenzen dar. Nur das Fusionsprodukt beider Zellen
verfiigt iiber eine Kombination dieser beiden Eigenschaften und ist zum Wachstum in einem
geeigneten Selektionsmedium in der Lage, wihrend die nichtfusionierten Elternzellen sterben
(Sonsivilai and Lachmann, 1990).

Auch die Fluoreszenzmarkierung der Elternzellen und die sich an die Fusion anschlieBende
Selektion der Zellen mit Hilfe eines FACS (fluorescence activated cell sorter) ist moglich
(Karawajew et al., 1987). Geeignete Fusionsmethoden vorausgesetzt, ist auch ein sofortiges
Screening von Einzelklonen auf das Vorhandensein des bispezifischen Antikorpers moglich.
Die Elektrofusion ist eine Methode, die die hierfiir notwendigen, hohen Fusionsraten zulaf3t
(Behrsing et al., in preparation). Im Gegensatz zur klassischen Fusion mit PEG
(Polyethylenglycol) werden die Zellen hierbei mittels eines kurzen und gerichteten
StromstoBes fusioniert.

Der bispezifische Antikorper ist das Ergebnis der korrekten Kombination von vier

Antikorperketten. Diese Kombination findet im endoplasmatischen Reticulum (ER) statt. Um
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einen funktionstiichtigen, d.h. beide Eltern-Antigene bindenden, bispezifischen Antikorper zu
bilden, ist die Kombination von leichter und schwerer Kette des ersten sowie von leichter und
schwerer Kette des zweiten Elternantikdrpers notwendig. Die Kombination der Ketten zum
Antikorpermolekiil erfolgt zufillig. Auch alle anderen Kombinationsereignisse finden statt,
fiihren jedoch zu keinem bispezifischen Antikorper. Somit verfiigen nur wenige (1/10) der
durch das Hybridhybridom sezernierten Antikorper iiber die gewiinschte Bispezifitit. Dies

setzt die tatsdchliche Produktivitit der Hybridhybridome stark herab. Es macht zudem eine

aufwendige Reinigung des bispezifischen Antikorpers notwendig.

Schwere Kette, konstanter Teil

Schwere Kette, variabler Teil

Leichte Kette, konstanter Teil

I

Leichte Kette, variabler Teil

= Disulfidbriicke

Schwere Kette, variabler Teil

00

leichte Kette, variabler Teil

‘ Antigen 1
O Antigen 2

bispezifischer IgG Antikoper

Abb. 3-10: Schematische Darstellung der Entstehung eines bispezifischen IgG Antikorpers
durch Hybridfusion. Zwei Hybridome, die Binder (monoklonale Antikorper)
unterschiedlicher Antigene (Ag) produzieren, werden fusioniert. Die aus der Fusion
hervorgehende Zelle sezerniert neben anderen Antikorpermolekiilen auch den
dargestellten bispezifischen IgG Antikorper. Dieser vereint die Bindungsspezifititen
der beiden Elternantikorper in einem Molekiil und ist somit zur Bindung beider
Antigene beféhigt.
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3.2.3 Rekombinante Antikorper

Eine weitere Methode zur Gewinnung und Modifikation von Antikorpern ist deren
Klonierung und Expression als rekombinantes Protein (Breitling und Diibel, 1997). Dazu
konnen z.B. die Antikorpergene aus einem Hybridom oder B-Lymphozyten kloniert werden.
Beide Genabschnitte fiir die variablen Regionen der leichten und der schweren Kette werden
durch eine ein Linkerpeptid kodierende Sequenz verbunden und in ein geeignetes Plasmid
kloniert. Exprimiert wird das Antikérperfragment somit als ein einkettiger Polypeptidstrang.
Es ist damit ein Monomer und kein Hetreodimer wie das native IgG Molekiil. Die Expression
des FEinketten-Antikorper-Fragmentes (scFv) erfolgt in einer dafiir geeigneten Zelle, im
einfachsten Fall in E.coli.

Das Phage Display ist eine weitere Moglichkeit, einen rekombinanten Antikoérper mit der
gesuchten Bindungsspezifitit zu erhalten. Dabei werden die rekombinanten Antikérper auf
der Oberfldche von Phagen exprimiert. Diese Technik bedient sich gro3er Phagenbibliotheken
von 10° und mehr Klonen (McCafferty et al., 1996; Kay et al., 1996). Eine einmal etablierte
Phagenbibliothek kann fiir die Selektion von Bindern unterschiedlichster Antigene verwendet
werden. Die genetische Manipulation dieser Bibliotheken durch artifizielle Sequenzen
ermoglicht zudem die Konstruktion bindender Molekiile unabhédngig vom natiirlich
vorkommenden Repertoire. Die Selektion der rekombinanten Antikdrper erfolgt im
sogenannten Panning, durch Bindung an das immobilisierte Antigen. Gebundene Phagen
werden isoliert und, nach erneuter Infektion von E.coli Zellen, fiir eine weitere
Selektionsrunde eingesetzt.

Die Expression von Peptiden auf der Oberfldche von Phagen wurde zuerst durch Smith (1985)
demonstriert. Dieser Fortschritt, ergéinzt durch PCR (polymerase chain reaction) (Mullis and
Faloona, 1987) und den Nachweis der Expression von Antikorperfragmenten in E.coli (Skerra
and Pliickthun, 1988; Better et al., 1988), ermoglichte es, klonierte Antikorpergene schnell
und einfach zu vervielféltigen und auf ihre Bindungseigenschaften zu selektieren. Die ersten
auf diesem Wege gewonnenen rekombinanten Antikorper wurden von Huse et al., (1989);

McCafferty et al., (1990); Barbas et al., (1991) und Hoogenboom et al., (1991) publiziert.
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Abb. 3-11: Schematische Darstellung der Gewinnung rekombinanter Antikorper mit Hilfe
des Phage display. Die Gene der variablen Bereiche von Antikdrpern (Vi und Vy)
werden mit Genen fusioniert, die Oberflachenproteine von E.coli infizierenden
filamentdsen Phagen kodieren. Dadurch werden die AntikOrperfragmente an der
Phagenoberfliche prisentiert. Damit konnen mit Hilfe der Phagen groe
Antikorperbibliotheken neuer, unbekannter Spezifititen angelegt werden, aus denen,
spezifische Antikorper isoliert werden konnen. Der isolierte, spezifisch bindende
Phage enthidlt auch die genetische Information fiir die Synthese des
Antikorperfragmentes. Er kann unbegrenzt vermehrt und fiir die Herstellung von

Einkettenantikorpern eingesetzt werden (Micheel, 2003).

Die gentechnische Herstellung von Antikorpern hat zur Hybridomtechnik einige Vorteile
jedoch auch seine eigenen Schwierigkeiten und Grenzen. Ein Vorteil stellt die Uberwindung
der Schwierigkeiten zur Gewinnung von humanen Antikorpern dar, wie sie speziell fiir
therapeutische Anwendungen am Menschen notig sind. Einmal kloniert lassen sie sich zudem
leichter und schneller produzieren. Die Moglichkeit einer Feineinstellung von Affinitdt und
Spezifitit des Genproduktes iiber die Manipulation des einzelnen Genes ist auch fiir
diagnostische Anwendungen von Interesse. Mittels rekombinanter Techniken, wie z.B. beim
Phage Display, ist es moglich, das Immunsystem des immunisierten Versuchstieres fiir die
Gewinnung von Antikorpern vollstindig zu umgehen. Somit gelingt es, Antikorper gegen
Antigene zu isolieren, die schwach oder gar nicht immunogen sind. Ebenso ist die Isolation

von Antikorpern gegen Toxine moglich.
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Das Haupthindernis dieser Technik liegt jedoch in deren technischen Anforderungen.
Besondere Schwierigkeiten werden durch Faltungsprobleme verursacht. Viele rekombinante
Antikorper tendieren dazu, nicht korrekt zu falten. Die Polypeptidkette, obgleich korrekt
translatiert, bildet nicht die korrekte Sekundarstruktur aus. Dies fithrt zum Funktionsverlust
des rekombinanten Antikorpers, er ist nicht zur Bindung seines Antigens befihigt. Auch ein
Ausweichen vom prokaryotischen auf eukaryotische Expressionssysteme, inklusive
Saugerzellen, ist nicht in jedem Fall erfolgreich.

Die Hybridomtechnik ist deshalb immer noch der zuverldssigere Weg zum gewiinschten
Antikorper. Deren vollstindige Ablosung durch rekombinante Techniken ist bisher nicht

erfolgt und vorlédufig auch nicht zu erwarten (Lerner et al., 1992; Moore and Clayton, 2003).
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3.3.4 Rekombinante bispezifische Antikorper

Die Klonierung von Antikorperfragmenten stellt auch einen Zugang zu bispezifischen
Antikorpern da. Dabei werden die unterschiedlichen Bindungseigenschaften zweier
rekombinanter Antikorperfragmente in einem Dimer kombiniert. Auch die Konstruktion von
Multimeren ist moglich (Fanger, 1995; Breitling und Diibel, 1997; Pliickthun und Pack,
1997). Zum Einen bilden Einketten-Antikorper-Fragmente (scFv) spontan Dimere und auch
Multimere, wobei der Anteil dieser Fraktionen von der Linge des Linkerpeptids abhéngt, das
die variablen Regionen der leichten und der schweren Kette mit einander verbindet. Ist das
Linkerpeptid zwischen den variablen Regionen der leichten und der schweren Kette im
Antikorperfragment mit etwa fiinf Aminosduren sehr kurz, so ist die Bildung bindungsfihiger
Monomere ausgeschlossen. Die variablen Regionen von leichter und schwerer Kette des
selben Molekiils sind in diesem Fall aus sterischen Griinden nicht zur Bildung einer
funktionstiichtigen Antigenbindungsstelle in der Lage. Monomere bilden sich bei einer
Linkerldnge von etwa zwanzig Aminosduren. Durch die Variation der Linkerldnge ist es
moglich Dimere mit zwei identischen Antigenbindungsstellen, wie auch Heterodimere mit
zwei unterschiedlichen Bindungsstellen zu erzeugen. Heterodimere entstehen, wenn ein
rekombinantes Protein, bestehend aus variabler Region der schweren Kette des ersten
Antikorper, Linkerpeptid und variabler Region der leichten Kette des zweiten Antikorpers,
mit einem zweiten rekombinanten Protein, bestehend aus der leichten Kette des ersten
Antikorpers, Linkerpeptid und variabler Region der schweren Kette des zweiten Antikorpers
kombinieren.

Es ist ebenso moglich Heterodimere durch das Einfiigen eines weiteren Linkers zwischen den
beiden scFv herzustellen. Eine andere Moglichkeit zur Generierung bispezifischer Antikorper
stellt das Einfiigen von C-terminalen Cysteinen in die scFv dar. Diese bilden nach erfolgter
Oxidation stabile Disulfidbriicken zwischen den beiden scFv. Der direktere Weg ist das
Anfiigen von Assoziationsdoménen an den C-Terminus der scFv. Diese Assoziationsdoménen
bestehen aus einer langen und flexiblen Briickensesquenz und sich anschlieenden, eine
gegenseitige Bindung zulassenden, Sequenzen. Derartige Konstrukte werden als

Miniantikorper bezeichnet (Abb. 3-10).
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Abb. 3-12: Schematische Darstellung der Entstehung von Antikorperfragmenten und
rekombinanten bispezifischen Antikorpern durch gentechnische Verinderungen
des Antikorpers. Bispezifische rekombinante Antikorper entstehen durch die
gentechnische Kombination der variablen Regionen aus leichter und schwerer Kette
zweier Elternantikérper zu einem Molekiil. Die Klonierung und Expression ist
moglich als: Diabodies (A) und Tandem-Antikorper (B) sowie durch das Einbringen
zusitzlicher Cysteine am C-Terminus und Bildung einer Disulfid-Briicke (C), oder
durch  die  Einfilhrung von  Dimerisierungsdominen  zwischen  den

Antikorperfragmenten (D).

Rekombinante bispezifische Antikorper sind insbesondere von therapeutischen Interesse
(Fischer et al., 2006). Sie ermoglichen den gerichteten Transport eines Effektormolekiils, z.B.
eines Toxins, oder die Bindung einer Effektorzelle an eine definierte Zielzelle, z.B. eine
Tumorzelle (Loffler et al., 2003). Im Vergleich zu den aus Zellfusion hervorgegangenen
bispezifischen Antikorpern verfiigen sie, wie im iibrigen alle Antikorperfragmente, iiber eine
bessere Gewebegingigkeit. Auf dem Wege der genetischen Manipulation ist es zudem
moglich, Affinitit, Serum-Halbwertzeit und Immunogenitit der Konstrukte zu beeinflussen.

Rekombinante bispezifische Antikorper sind vergleichsweise kleine Molekiile. Sie vermitteln
damit eine im Vergleich zum kompletten Antikorper engere Verbindung von zwei Antigenen.

Dies ist fiir den Aufbau einer bestimmten Art homogener Immunoassays von Interesse,
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ndmlich immer dann, wenn das zu erzeugende Mefsignal die rdumliche Nidhe von zwei
Komponenten, z.B. von Enzymen voraussetzt. Rekombinante bispezifische Antikorper sind
dennoch in der Immundiagnostik von nur sehr geringer Bedeutung. Der Grund hierfiir liegt im
grofen Aufwand zu deren Generierung, Produktion und Reinigung. Insbesondere die
erfolgreiche Expression derartiger bispezifischer Konstrukte, wie iiberhaupt von
rekombinanten Antikorpern, ist oft problematisch. Oft falten die Polypeptidketten in der sie
produzierenden Zelle nicht korrekt. Damit geht die Fihigkeit zur Bindung des Antigens
verloren. Der mit einer fehlerhaften Faltung einhergehende Funktionsverlust, ist besonders
hiufig im prokaryotischen Expressionssystem zu beobachten. In diesen Fillen muf3 auf

eukaryotische Expressionssysteme ausgewichen werden.
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4. Zielstellung

Das Ziel der ersten beiden Teile dieser Arbeit war der Aufbau homogener Immunoassays. Der
erste Teil der Arbeit befafite sich mit dem Aufbau solcher homogener Systeme unter
Ausnutzung eines Substrate Channeling zwischen zwei Enzymen. Die dafiir notwendige
raumliche Néhe sollte durch bispezifische Antikdrper vermittelt werden.

Der zweite Teil der Arbeit bediente sich des Fluorescence Quenching fiir den Aufbau eines
homogenen Testsystems. Ausgenutzt wurde hierfiir der gegenseitige Bindungsausschluf3
zweier Antikorper bei der Bindung eines Dihapten-Konjugats.

In Analogie dazu wurde ein #hnlicher gegenseitiger Bindungsausschluf im dritten und
abschlieBenden Teil der vorliegenden Arbeit zum Aufbau eines Verfahrens zur Selektion

Antikorper-produzierender Zellen eingesetzt. Verwendung fanden hierfiir Toxinkonjugate.

4.1. Klonierung bispezifischer rekombinanter Antikorper

Die Aufgabenstellung sah die Klonierung von bispezifischen rekombinanten Antikérpern vor.
Diese sollten das Substrate Channeling zwischen zwei Enzymen in einem homogenen
Immunoassay vermitteln. Die beiden verwendeten Enzyme waren Glucoseoxidase (GOD) und
Peroxidase (POD).

Zuerst sollten Einketten-Antikorper-Fragmente (scFv) mit Bindungsspezifitéten fiir jedes der
beiden Enzyme kloniert und erfolgreich exprimiert werden. Hybridome, die diese Antigene
bindende Antikorper produzierten, standen als Ausgangsmaterial zur Verfiigung. Aus diesen
Zellen sollte die RNA isoliert, die enthaltene mRNA in ¢cDNA iiberfiithrt und aus dieser die
Genfragmente der variablen Regionen der schweren und leichten Kette des Antikorpers
mittels PCR amplifiziert werden. Diese sollten durch eine ein Linkerpeptid kodierende
Sequenz miteinander verbunden und in ein geeignetes Plasmid kloniert werden. Der
Expression in E. coli sollte sich die Charakterisierung des klonierten Genproduktes im ELISA
(Enzyme linked immunosorbant assay) anschlie3en.

Die klonierten Einketten-Antikorper-Fragmente (scFv) sollten den Ausgangspunkt fiir die
Herstellung eines bispezifischen rekombinanten Antikorper darstellen. Dieser sollte die
Bindungsspezifititen der beiden einzelnen scFv in einem Molekiil vereinen. Der entstandene
bispezifische rekombinante Antikorper sollte somit zur Bindung sowohl von Glucoseoxidase

(GOD) als auch Peroxidase (POD) befihigt sein.
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Abb. 4-1:

Strategie zur Klonierung eines bispezifischen rekombinanten Antikorpers.
Ausgangspunkt der Arbeiten waren Hybridome, die Antikdrper (IgG) mit
Bindungsspezifititen fiir die Enzyme POD und GOD produzierten. Aus diesen sollte
die Klonierung der scFv und schlieBlich des rekombinanten bispezifischen

Antikorpers erfolgen, der beide Bindungsspezifititen in einem Molekiil vereint.
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4.2. Aufbau eines homogenen Immunoassays mittels Substrate Channeling

Ziel der Arbeiten sollte der Aufbau eines homogenen Immunoassay sein, in dem das
Substrate Channeling zwischen zwei Enzymen ausgenutzt werden sollte. Verwendung fanden
die Enzyme Glucoseoxidase (GOD), Peroxidase (POD) sowie Katalase. Glucoseoxidase
dehydriert Glucose zu Gluconsdure-5-lacton, das unter Wasseranlagerung in Gluconsédure
ibergeht. Das entstehende Wasserstoffperoxid (H,O,) ist Substrat der Peroxidase. Peroxidase
katalysiert die Oxidierung verschiedener Substrate (in unseren Experimenten von
Tetramethylbenzidin - TMB) mit H,O, als Oxidationsmittel, welches zu Wasser reduziert
wird. Aufgabe war es, mittels Antikorpern eine grofle riumliche Nahe zwischen diesen beiden
Enzymen herzustellen, bzw. wieder aufzulosen. Die daraus resultierenden unterschiedlichen
Umsatzraten des Substrats TMB sollten im System photometrisch bestimmt und fiir die
Konzentrationsbestimmung eines Analyten herangezogen werden. Katalase befand sich frei in
Losung. Sie hatte die Aufgabe, den zu beobachtenden Effekt auf den engen Kontaktbereich
zwischen Glucoseoxidase und Peroxidase zu begrenzen. Dies sollte geschehen, indem das
durch die Glucoseoxidase freigesetzte und in die Losung diffundierende Wasserstoffperoxid
durch die sich frei in Losung befindliche Katalase einer Umsetzung durch die freie Peroxidase
entzogen wird.

Die Entwicklungsarbeiten zu homogenen Immunoassays sind generell iiberwiegend von der
physikalisch-technischen Seite her motiviert, d.h. der Schwerpunkt der Arbeiten liegt zumeist
auf der Etablierung des MeBprinzips und dessen Optimierung. Im Gegensatz dazu war die
Motivation dieser Arbeit eine andere. Sie sollte sich, in einer neuen Herangehensweise,
vollstdndig auf die zur Vermittlung des, fiir ein Substrate Channeling notwendigen, engen
raumlichen Kontakts der beiden Enzyme konzentrieren. Unterschiedliche Arten von
Antikorpern sollten fiir diese Zweck herangezogen werden. Von besonderem Interesse war
der Einsatz bispezifischer Antikorper. Die damit verfolgte Absicht war es, einen engeren und
definierteren Kontakt zwischen den beiden Enzymen zu ermdglichen, als dies fiir die
beschriebenen Systeme unter Verwendung von polyklonalen Antikdrpern bisher moglich war.
Damit verband sich die Hoffnung, die erzielten Sensitivititen dieser Assays aus den achtziger
Jahren (Litman et al., 1980; Ullman et al.,, 1984) derart zu verbessern, daf3 deren

immundiagnostische Nutzung moéglich wird.
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Abb. 4-2:

Darstellung der Wechselwirkung der Enzyme Glucoseoxidase (GOD), Peroxidase

(POD) und Katalase im Substrate Channeling Assay. Peroxidase und Katalase

konkurrieren um das durch die Glucoseoxidase gebildete Wasserstoffperoxid. Dessen

Umsatz durch Peroxidase fithrt zur Oxidation des Substrats TMB und damit zu einem

photometrisch verfolgbaren Mefsignal. Der Umsatz durch Katalase resultiert in

keinem MefBsignal.
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4.2.1 Substrate Channeling mittels etablierter Immunoassay-Techniken

Es sollte ein Substrate Channeling System unter Verwendung etablierter Immunoassay-
Techniken (d.h. vorerst ohne einen bispezifischen rekombinanten AntikOrper) realisiert
werden. Dies geschah mit dem Ziel, das Potential der zu etablierenden Technik auszuloten,
sowie um erste Erfahrungen im Hinblick auf den Einsatz der sich zu diesem Zeitpunkt noch in
der Klonierung befindlichen bispezifischen rekombinanten Antikorperfragmente zu
gewinnen. Diese Herangehensweise bot zwei Vorteile. Sie war zum Einen im Vergleich zum
angestrebten Einsatz eines rekombinanten bispezifischen Antikorpers leichter in die Praxis
umzusetzen, da auf etablierte Methoden sowie auf verfiigbare bzw. leichter selbst
anzufertigende Materialien zuriickgegriffen werden konnte. Zum Anderen wurden die
Einstellung der Enzymkonzentrationen radikal vereinfacht, indem sukzessive ein
immunologischer Komplex (bestehend aus geeigneten Enzym-Hapten- bzw. Enzym-
Antikorper-Konjugaten) an der festen Phase aufgebaut wurde. Die Handhabung der
Experimente sollte somit vereinfacht und ihre Reproduzierbarkeit gewihrleistet werden.

Als ein erstes Modellsystem sollte ein Substrate Channeling System zum Nachweis von
Fluorescein bzw. des Fluorescein bindenden Antikorpers B13-DE1 etabliert werden. Dazu
wurde an der festen Phase ein Immunkomplex bestehend aus den beiden Enzymen GOD und
POD aufgebaut. Im Einzelnen wurde hierfiir wie folgt vorgegangen. Mikrotiterplatten wurden
mit Antikorpern beschichtet, die den konstanten Teil muriner Antikorper banden. Die
verbliebenen freien Bindungsplidtze wurden nachfolgend geblockt. Der Immunkomplex wurde
nun sukzessive, unterbrochen von Waschschritten, mit den folgenden Materialien aufgebaut.
Der zur Beschichtung eingesetzte Antikorper band einen murinen Anti-GOD-Antikorper,
dieser wiederum band ein GOD-Fluorescein Konjugat und das Fluorescein dieses Konjugats
wurde seinerseits von einem Einketten-Antikorper-Fragment (scFv B13-DE1) gebunden, der
an POD gekoppelt war. Im Ergebnis dieser Abfolge entstand ein an der Mikrotiterplatte
fixierter Immunkomplex, in dem die beiden Enzyme GOD und POD in groBer rdumlicher
Nihe zueinander vorlagen. Freie Enzyme waren infolge der Waschschritte nicht vorhanden.
Die Stabilitidt der eingesetzten Materialien vorausgesetzt, sollte diese Vorgehensweise zu
identischen Ausgangsbedigungen in den sich anschlieBenden Experimenten fiihren.

Der Immunkomplex sollte als konstanter Kern des Channeling Systems beibehalten werden.
Variiert wurden die Konzentrationen der eingesetzten Glucose, Katalase und des Substrats
TMB, die Pufferbedingungen sowie die Volumina der Ansdtze. Ziel dieser
Optimierungsarbeiten sollte es sein, maximale MeBsignale fiir den intakten Immunkomplex

sowie minimale fiir den aufgelosten Komplex zu erhalten. Grundlage der Messungen war die
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Auflosung des bestehenden Immunkomplexes in Abhéngigkeit der Konzentration des

Analyten. Die Auflosung des rdumlichen Kontakts zwischen den Enzymen resultierte in einer

Reduktion des Channeling Effekts, was photometrisch iiber den Umsatz des Substrats (TMB)

verfolgt werden sollte. Aufgelost wurde der Immunkomplex durch Verdrangung des an GOD-

Fluorescein gebundenen scFv B13-DE1 - POD - Konjugats durch den Analyten, entweder

freies Fluorescein oder den Fluorescein bindenden Antikdrper B13-DE].

)

Katalase Katalase

r Anti Maus IgG AK (Fc spec.) r

N
& g

scFv B13-DE1-POD-Konjugat

B13-DE1

GOD-Fluorescein-Konjugat

Anti GOD AK 1

A

B

Abb. 4-3:

Schematische Darstellung des Substrate Channeling Immunoassays: Vermittlung
der raumlichen Nihe zwischen den Enzymen mittels etablierter Immunoassay-
Techniken. Die Enzyme GOD und POD befinden sich im aufgebauten
Immunkomplex in rdumlicher Nidhe zueinander, was ein Channeling des H,O,
zwischen den beiden Enzymen ermdoglicht (A). Dieser Channeling Effekt wird mit
Auflésung des Immunkomplexes durch Gaben des Analyten (Fluorescein bindender
Antikorper B13-DE1) sukzessive bis zu dessen vollstindigem Erliegen reduziert (B).
Katalase sichert die Nachweisbarkeit dieses Prozesses, indem es das freigesetzte H,O,
abfingt, so daf} dieses nur kurzzeitig fiir eine Umsetzung durch POD zur Verfiigung

steht.
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4.2.2 Substrate Channeling mittels monoklonaler bispezifischer Antikorper

In einem weiteren Experiment sollte die rdaumlichen Nédhe zwischen den beiden Enzymen

GOD und POD durch einen monoklonalen bispezifischen Antikorper hergestellt werden. Der

Aufbau

dieses Experiments kam somit den urspriinglichen Vorstellungen von der

Verwendung eines rekombinanten bispezifischen Antikorpers sehr nah.

Katalase POD Katalase

POD

BispezifischerAntikorper

N
BI13-DEI
oA T4-C10-E9 Q/

GOD-Fluorescein-Konjugat
1 Anti GOD AK 1
A

B

Abb. 4-4:

Schematische Darstellung des Substrate Channeling Immunoassays: Vermittlung
der riaumlichen Nihe zwischen den Enzymen mittels eines monoklonalen
bispezifischen Antikorpers. Die Enzyme GOD und POD befinden sich im
aufgebauten Immunkomplex in rdumlicher Ndhe zueinander, was ein Channeling des
H,O, zwischen den beiden Enzymen ermdglicht. Die rdumliche Nihe wird durch
einen bispezifischen Antikorper vermittelt (A). Dieser Channeling Effekt wird mit
Auflosung des Immunkomplexes durch Gaben des Analyten (Fluorescein bindender
Antikorper B13-DE1) sukzessive bis zu dessen vollstindigem Erliegen reduziert (B).
Katalase sichert die Nachweisbarkeit dieses Prozesses, indem es das freigesetzte H,O,
abfingt, so daf} dieses nur kurzzeitig fiir eine Umsetzung durch POD zur Verfiigung

steht.
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Der Assay sollte wiederum fiir den Nachweis des Fluorescein bindenden Antikorpers B13-
DE1 eingesetzt werden. Dazu sollte wie folgt vorgegangen werden. Es wurden
Mikrotiterplaten mit einem GOD bindende monoklonalen Antikorper beschichtet, der im
anschlieBenden Inkubationsschritt ein GOD-Fluorescein Konjugat band. Im Unterschied zu
dem bereits beschriebenen System wurde jedoch diesmal die rdumliche Nahe zwischen den
Enzymen GOD und POD durch einen monoklonalen bispezifischen Antikérper vermittelt.
Der bispezifische Antikorper band sowohl das Fluorescein des GOD-Fluorescein Konjugats
als auch POD. Dieses System wurde nun auf seine Tauglichkeit als homogener Immunoassay
getestet. Der Immunkomplex wurde variierenden Konzentrationen des Fluorescein bindenden
Antikorpers B13-DE1 ausgesetzt. Die mit steigender Antikdrperkonzentration zunehmende

Auflésung des Immunkompelxes sollte in einer Abnahme des MefBsignals resultieren.
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4.3. Aufbau eines homogenen Immunoassay mittels Fluorescence Quenching

Das bereits vorgestellte System bestehend aus Fluorescein und dem Fluorescein bindenden
Antikorper B13-DEI verfiigte iiber eine weitere, iiber die bloe Bindung zwischen Hapten
und Antikorper hinausgehende, Eigenschaft. Die Fluoreszenz von Fluorescein wird durch die
Bindung des Antikorpers B13-DE1 geloscht. Wie frithere Experimente ergaben, ist dieses
Fluorescence Quenching sehr effektiv, 99 % des Signals wird durch die Antikorperbindung
geloscht (Grunwald et al., unveroffentlichte Ergebnisse). Es lag Nahe, diesen Effekt fiir den
Aufbau eines homogenen Immunoassay auszunutzen.

Zu diesem Zweck sollte als Kern des Systems ein Konjugat aus einem Analyten und
Fluorescein synthetisiert werden. Neben B13-DEI, der Fluorescein bindet, lag fiir die
Versuche ein anderer monoklonaler Antikorper (B91-CG2) vor, der den Analyten Diuron
band (Werner et al., 2002). Kerngedanke des Experimentes war es, da} beide Haptene
(sowohl Fluorescein, als auch der Analyt) im Konjugat von ihrem jeweiligen Antikorper
gebunden werden, jedoch eine gleichzeitige Bindung beider Makromolekiile, auf Grund der
rdaumlichen Nihe beider Haptene im Konjugat, ausgeschlossen ist. Somit sollte sich
entsprechend der vorhandenen Antikorper- und Konjugatkonzentrationen ein Gleichgewicht
einstellen, das einfach und direkt iiber die Fluoreszenz des Fluoresceins (bzw. dessen
Loschung) einer Messung zugédnglich wire. Externe Gaben des Analyten sollten dieses
Gleichgewicht zugunsten der Bindung von Fluorescein durch den Fluorescein bindenden
Antikorper und damit Fluoreszenz Loschung verschieben. Unter Zuhilfenahme einer zuvor
aufgenommen Standardreihe wiirde somit eine Konzentrationsbestimmung des Analyten
moglich.

Frithere Arbeiten zu einem derartigen Fluorescence Quenching Immunoassay von Nargessi et
al. (1979), Zuk et al. (1979) und Ullman et al. (1981) waren iiber das Niveau eines blof3en
Funktionsnachweises nicht hinausgekommen und wurden sehr bald aufgegeben bzw.
vergessen. Im Unterschied zu diesen Arbeiten aus den achtziger Jahren, konnten die in dieser
Arbeit vorgestellten Experimente unter Verwendung hochaffiner, monoklonaler Antikorper
durchgefiihrt werden, die fiir die damaligen Experimente nicht zur Verfiigung standen. Die
Empfindlichkeit des Systems sollte sich hierdurch derart erhohen lassen, dal seine praktische

Nutzung wahrscheinlich wird.
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Quenching

. D

e Ausschlull der gleichzeitigen Konjugat Bindung / Einstellung

eines dynamischen Gleichgewichtes
) Fluoreszenz

B) e Zugabe des freien Analyten / Einstellung eines neuen
dynamischen Gleichgewichtes / Anderung der Fluoreszenz

<D

Abb. 4-5: Schematische Darstellung eines Fluorescence Quenching Immunoassays

Es konkurrieren zwei monoklonale Antikdrper um die Bindung an ein Konjugat,
bestehend aus dem Analyten (A) sowie Fluorescein (F). In Abhingigkeit von den
Konzentrationen des Konjugats, der Antikorper sowie deren Affinititen zum Konjugat
stellt sich ein Gleichgewicht ein. Die Lage des Gleichgewichtes wird iiber die
Fluoreszenz von Fluorescein bzw. deren Loschung nach Bindung durch den
Antikorper B13-DE1 mefBtechnisch verfolgt (A). Externe Gaben des Analyten (A)
verschieben das Gleichgewicht zugunsten der Bindung des Fluorescein bindenden

Antikorpers an das Konjugat und damit Loschung der Fluoreszenz (B).
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4.4. Selektion Antikorper produzierender Zellen mittels Toxinkonjugaten

Die Produktion monoklonaler Antikorper erfordert nach wie vor aufwendige Screening
Methoden zum Auffinden und zur Isolation des den Antikorper produzierenden Zellklons.
Der Engpall besteht dabei weniger in der Schwierigkeit der angewendeten Methoden, als
vielmehr in ihrem enormen Zeit- und Materialaufwand. Zudem sind sie, vornehmlich aus
Sterilitdtsgriinden, nur begrenzt einer Automatisierung zuginglich. Etwas positiver ist die
Ausgangslage beim Phagedisplay zur Gewinnung von Einketten-Antikorper-Fragmenten.
Hierbei erfolgt eine Selektion der Binder beim Panning durch Bindung an eine mit Antigen
beschichtete Oberfldche. Generell wiinschenswert wire jedoch eine Methode, die die direkte
Selektion des den Antikorper (oder das Antikorperfragment) produzierenden Zellklons
ermoglicht. Eine solche Methode sollte im Rahmen dieser Arbeit entwickelt werden.
Anwendung fand wiederum die gegenseitige sterische Behinderung der Bindung von
Molekiilen an ein Konjugat bestehend aus zwei Hapten. Das Konjugat bestand aus einem an
ein Toxin gekoppelten Liganden. Voraussetzung fiir dieses Experiment ist der Erhalt der
Toxizitdt nach erfolgter Konjugation. Der Selektion sollte folgendes Prinzip zu Grunde
liegen: Die Bindung eines Antikorpers an den Liganden im Toxinkonjugat verursacht die
Inhibition der Toxizitdt des Toxins im Konjugat. Der gebundene Antikorper behindert dabei
sterisch die Wechselwirkung des Toxinanteiles mit dessen Zielstruktur auf der Zelle. Zellen,
die einen derartigen AntikOrper sezernieren, erhalten einen Selektionsvorteil. Geeignete
Konzentrationen des Toxinkonjugats vorausgesetzt, sollten sich derartige Zellen gegeniiber
nicht produzierenden Zellen bzw. gegeniiber von Produzenten unerwiinschter Binder im
System anreichern.

Die Experimente wurden in E.coli durchgefiihrt. Das verwendete Toxin war Ampicillin. Ein
Konjugat aus Fluorescein und Ampicillin wurde fiir die Selektion von Klonen verwendet, die

das Fluorescein bindende Antikorperfragment (scFv B13-DE1) exprimierten.
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Abb. 4-6: Prinzip der Selektion einer einen spezifisch bindenden Antikorper
sezernierenden Zelle mittels eines Konjugats aus Liganden (L) und Toxin (T).
Die Selektion erfolgt aus einem Gemisch von Zellen, die unterschiedliche Antikorper
sezernieren. Die Bindung eines Antikorpers an den Liganden (L) im Ligand-Toxin-
Konjugat inhibiert die Wechselwirkung des Toxin-Anteils mit der Zelle. Nur Zellen,

die einen den Liganden bindenden Antik&rper sezernieren, iiberleben die Selektion.
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5. Material und Methoden

Verwendete Materialien

Antikorper und AntikOrperkonjugate:

9E10 anti myc tag

E9-AA6 anti GOD

D11-DG2 anti CEA

B91-CG5 anti Diuron/Monuron
T4-C10-E9 anti FITC/POD
B13-DE1 anti Fluorescein

scFv B13-DE1 anti Fluorescein
Ziege-anti-Maus-IgG - Fc spezifisch
Ziege-anti-Maus-IgG - POD

Enzyme:
Glucoseoxidase (GOD)
Peroxidase (POD)
Katalase

Restriktionsendonucleasen
M-MuLV Reverse Transkriptase

Antibiotika:
Ampicillin
Kalium Clavulanate

Tetracycline

Vektoren:
pOPE101
pCANTAB

Zellen und Zellklone:
XL-1 blue
Klon Z10
Klon A3

exprimiert scFv B13-DE1

exprimiert scFv Kontrolle

AG Biotechnologie Chan et al., (1987)

AG Biotechnologie

AG Biotechnologie Jantscheff et al., (1991)
AG Biotechnologie Werner et al., (2002)
AG Biotechnologie Karawajew et al., (1988)
AG Biotechnologie Micheel et al., (1988)
AG Biotechnologie Schenk et al., (2007)
Sigma, Miinchen

Dianova, Hamburg

Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen
Sigma, Steinheim
MBI Fermentas, St.Leon-Rot
MBI Fermentas, St.Leon-Rot

Fluka, Steinheim
Biochemie S.p.A., Rovereto

Fluka, Steinheim

Kontermann et al., (1995)
McCafferty et al., (1994)

Stratagene, La Jolla
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Chemikalien:

oligo(dT),s Primer BioTez GmbH, Berlin-Buch
IPTG AppliChem, Darmstadt
Diuron (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea) Riedel-de Haen, Seelze
5(6)-Carboxyfluorescein N-Succinimidylester Sigma, Miinchen
D-Biotin-N-Hydroxy Succinimedester Sigma, Miinchen
Streptavidin Bohringer, Mannheim

TMB Serva, Heidelberg
Konjugate:

Das Monuron-Fluorescein Konjugat (MW 670) wurde in unserem Auftrag durch die Firma

Biosyntan GmbH (Berlin) synthetisiert.
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5.1. Klonierung rekombinanter Antikorperfragmente (scFv) aus Hybridomen

Die Zielstellung sah den Aufbau eines Substrate Channeling Systems unter Verwendung
eines rekombinanten bispezifischen Antikorpers vor, der sowohl GOD als auch POD band.
Die hierfiir notwendigen Schritte zur Klonierung von rekombinanten Antikdrperfragmenten
(scFv) aus den vorhandenen Hybridomen (Behrsing et al., unpublizierte Daten) werden im
Folgenden dargelegt. Alle gentechnischen Arbeiten erfolgten, wenn nicht anders beschrieben,

entsprechend der Protokolle aus Molecular Cloning (Sambrook and Russell, 2001).

RNA Isolation aus Hybridomzellen

Die Isolation der zelluliren RNA aus den Hybridomen erfolgte mittels des kommerziell
erhiltlichen InViSorb RNA Kit II von InViTek (Berlin). Grundlage der Isolation war das
Standardprotokoll des Herstellers. Die folgenden Hybridome wurden als Ausgangsmaterial

eingesetzt (Tab 5-1).

Hybridome, die Glucoseoxidase (GOD) bindende monoklonale Antikorper sezernieren:

| Name des Hybridoms Subklasse des Antikorpers
E9-AB12 IgG 2a
E9-BG10 IgG 2a
E9-CB 8 IgG 2a
E13-BC8 IgG 1
E13-HC3 IgG 2b
E13-AA6 IgG 2b

Hybridome, die Peroxidase (POD) bindende monoklonale Antikorper sezernieren:

Name des Hybridoms Subklasse des Antikorpers
a-POD  (Ternynck et al., 1983) IgG 1
B92-ED7 IgG 1
B92-DG6 IgG 1
B92-FG9 IgG 1
B4-AMD IgG 1
B49-DB12 IgG 2b
Tab. 5-1: Zusammenstellung der fiir die Klonierung von Antikorperfragmenten (scFv)

eingesetzten Hybridome und der sezernierten Antikorper

cDNA Svynthese

Der fiir das Umschreiben der mRNA in cDNA notwendige dTsdV Primer wurde iiber BioTez
Berlin-Buch GmbH bezogen. M-MuLV Reverse Transkriptase nebst Puffer waren Produkte

von MBI Fermentas. Fiir die c-DNA Synthese wurde das Herstellerprotokoll verwendet.
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Amplifikation der variablen Regionen der leichten und schweren Ketten (Vi und V)

Die Amplifikation der variablen Regionen der leichten (Vi) und schweren Ketten (Vg)

erfolgte mittels PCR. Es kam eine Gruppe von entarteten Hin-Primern sowohl fiir die

Amplifikation von V, (L1-4) als auch von Vg (H1-5) zum Einsatz. Primer K (fiir Kappa) war

der universelle Riick-Primer fiir die Amplifikation von Vi, Primer G (fiir IgG) der fiir Vg

(Tab. 5-2). Das Design der Primer sowie das verwendete PCR-Protokoll wurden den

Publikationen von Diibel et al., (1994) und Schenk et al., (1995) entnommen.

H1 (33mer) Ncol
5" CAG CCG GCC ATG GCG CAG GT(C/G) CAG CTG CAG (C/G)AG 3’

H2 (51mer) Ncol
5" CAG CCG GEC ATG GCG GAG GTG AAG CTG CAG GAG TCA GGA CCT
AGC CTG GTG 3’

H3 (38mer) Ncol
5" CAG CCG GEC ATG GCG CAG GT(C/G) (A/C)A(A/G) CTG CAG (C/G)AG
TC(A/T) GG 3’

H4 (35mer) Ncol
5" CCG GEC ATG GCG CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GG 3°

H5 (32mer) Ncol
5" CAG CCG GCC ATG GTC CA(A/G) CT(G/T) CTC GAG TC(A/T) GG 3’

G (39mer) Hind 111
5" ACC AGG GGC CAG TGG ATA GAC AAG CTT GGG TGT CGT TTT 3’

L1 (36mer) Mlu 1
5 GAA GCHlBE@I@A GAT ATC (G/T)TG (A/C)T(G/C) ACC CAA (A/T)CT
CCA 3

L2 (41mer) Mlu 1
5 GAA GCHIBE@IEI A GAT ATC GTG AT(A/G) AC(A/C) CA(A/G) GAT GAA
CTC TC 3’

L3 (41mer) Mlu 1
5" GAA GCIEJBE@IB A GAT ATC (A/T)TG (A/C)TG ACC CAA (A/T)CT CCA
CTC CT 3

L4 (41mer) Mlu I
5" GAA GOl A GAT ATC GT(G/T)CTC AC(C/T) CA(A/G) TCT CCA
GCA AT 3

K (30mer) BamHI
5" GAA GAT GGA TCC AGC GGC CGC AGC ATC AGC 3’

Tab. 5-2: Primer zur Amplifikation der variablen Regionen muriner Antikorpergene

Die Hin-Primer fiir Vy enthalten eine Schnittstelle fiir die Restriktionsendonuklease
Ncol (blau), die Primer fiir Vi fiir Mlul (rot). Der Riick-Primer G enthilt eine
Schnittstelle fiir HindIIl, der Rrimer K eine Schnittstelle fiir BamHI (grau).
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Klonierung der PCR-Amplifikate in einen Expressionsvektor

Fiir die Klonierung wurde der Vektor pOPE101 (Kontermann et al., 1995) verwendet. Alle

Klonierungen erfolgten in E.coli (XL-1 blue) Zellen. Die Genfragmente fiir die schwere und

die leichte Kette wurden zunichst getrennt voneinander kloniert. Zur Klonierung der Vy —

Gene wurden Vektor wie Amplifikat mit Ncol / HindIII gespalten, zur Klonierung der V; —

Gene mit Mlul / BamHI. Nach Ligation, Elektroporation, Anziichtung und Reinigung der

Konstrukte wurden diese mit Xmnl / HindIII gespalten. Durch die Ligation der erhaltenen

Halbvektoren wurden beide variablen Regionen, verbunden durch eine fiir ein Linkerpeptid

kodierende DNA-Sequenz, in einem Vektor vereint. Mit diesem Vektor wurden wiederum

E.coli (XL-1 blue) mittels Elektroporation transformiert. Die Expression des klonierten scFv

lag unter Kontrolle eines /ac-Promotors. Wihrend der Klonierungsarbeiten wurde dieser

Promotor durch Glucose reprimiert.
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. B
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pOPE 101
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Abb. 5-3:

Schematische

Darstellung der Strategie zur Klonierung rekombinanter

Antikorperfragmente (scFv)
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Expression, Isolation sowie Nachweis der rekombinanten Antikorperfragmente (scFv)

Die Expression des scFv wurde mittels IPTG induziert und das Expressionsprodukt in
Kulturiiberstand, Periplasma sowie Cytosol nachgewiesen.

In einem sich anschlieBenden ELISA erfolgte der Nachweis der Bindung des Antigens durch
den klonierten und exprimierten scFv. Getestet wurde auf Bindung der Enzyme GOD bzw.

POD. Dazu wurden auf Mikrotiterplaten folgende Arbeitschritte durchgefiihrt:

- Beschichtung mit 9E10 (anti myc tag): 20 pug/ml; 50 ul/well; in PBS; liber Nacht bei 4°C
- Blockierung verbliebener Bindungsplitze mit neonatalem Kélberserum: 5 %; in PBS; 1h
- Bindung des scFv aus den Proben iiber dessen C-terminalen myc tag: 50 ul/well; 4h

Zusatz des Enzyms GOD bzw. POD zur vorgelegten Probe: 5 pl; 50 pug/ml; in PBS; 1h

Anmerkung: Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Mikrotiterplatte mit Leitungswasser

gewaschen.
- Substratreaktion mittels GOD- bzw. POD-Substratlosung 100 ul/well; 0,5h
GOD-Substratlosung: 1 Teil TMB (1,2 mg/ml in Ethanol)
9 Teile 280 mM Glucose in 67 mM NaH,POy4; pH 5,6
POD 1 ug/ml Endkonzentration
POD-Substratlosung: 1 Teil TMB (1,2 mg/ml in Ethanol)
5 Teile Harnstoff/H,0, (0,1 %)
4 Teile NaH,PO, (0,1 M)
- Stop der enzymatischen Reaktion mittels H,SO4 (1 M) 100 ul/well

- Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 450 nm (630 nm)

scFv ant1 GOD / POD

9E10 anti myc tag

Abb. 5-4: Schematische Darstellung des ELISA-Prinzips zum Nachweis von GOD bzw.
POD bindenden Antikérperfragmenten (scFv)
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Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonierten, das Antikorperfragment (scFv) kodierenden, DNA-
Sequenzen erfolgte durch InViTek GmbH (Berlin) mit Hilfe eines Kapilar-Sequenzers von
Applied Biosystems (Langen).
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5.2. Aufbau eines homogenen Immunoassays mittels Substrate Channeling

5.2.1. Substrate Channeling mittels etablierter Immunoassay-Techniken

Bestimmung von Antikorper-Konzentrationen mittels Substrate Channeling

Zur Durchfithrung des Experiments wurde ein Immunkomplex aufgebaut, in dem GOD und

POD in groBer rdumlicher Nihe zueinander vorlagen (Abschnitt 4.2.1). Externe Gaben des

Analyten (des Fluorescein bindenden Antikdrpers B13-DE1 (Micheel et al., 1988) fiihrten zur

Auflosung des Komplexes, was mefltechnisch iiber die Abnahme des Substratumsatzes

verfolgt wurde. Auf Mikrotiterplatten wurden folgende Arbeitschritte durchgefiihrt:

1.

Aufbau des Immunkomplexes

Beschichtung mit Ziege-anti-Maus- IgG (Fc spezifisch): 10 pg/ml; 50 ul/well; in PBS;
iber Nacht inkubiert bei 4°C

Blockierung verbliebener Bindungsplétze mit neonatalen Kélberserum: 5 %; in PBS; 1h
Inkubation mit anti GOD Antikorper E9-AA6 Kulturiiberstand: 50 pl/well; 1h
Inkubation mit einem GOD-Carboxyfluorescein Konjugat: 1:100; 50 ul/well; in PBS; 1h
(etwa 1mg/ml)

Inkubation mit einem scFv B13-DEI - POD Konjugat: 1:100; 50 ul/well; in PBS; 1h
(etwa 1mg/ml)

Anmerkung: Nach jedem Inkubationsschritt wurde die Mikrotiterplatte mit Leitungs-

wasser gewaschen.

Das GOD-Carboxyfluorescein Konjugat wurde durch Kopplung von 5(6)-
Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide Ester (FLUOS) an die Aminogruppen der
GOD hergestellt (Aslam and Dent, 1998). Im Kopplungsansatz wurden 100 ug FLUOS

und Img GOD eingesetzt. Das Priparat hatte eine Konzentration von etwa 1 mg/ml.

Die Kopplung des scFv B13-DE1 an POD erfolgte iiber dessen Aminogruppen an die
zuvor mittels Perjodat aktivierten Zuckerreste der POD (Tijssen, 1985). Im
Kopplungansatz wurden 125 ug POD und 250 ug scFv B13-DEI1 eingesetzt. Das Priparat

hatte eine Konzentration von etwa 1 mg/ml.
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2. Auflosung des Immunkomplexes durch den Analyten

Verdiinnungsreihen, beginnend mit einer Konzentration von 1 mg/ml, wurden von dem
Fluorescein bindenden Antikorper B13-DE1 bzw. dem scFv B13-DE1 sowie den
Kontrollproteinen, dem CEA bindenden Antikorper D11-DG2 und BSA, angefertigt. Es
wurden 150 pl/well aufgetragen.

3. Nachweis des Substrate Channeling im verbliebenen intakten Immunkomplex

Nach einer Stunde wurden 150 pl/well der Substratlosung zu den vorgelegten 150 ul
hinzugegeben. Die Substratreaktion wurde nach einer Stunde mit 100 ul einer 1 M H,SO4
Losung gestoppt und die optischen Dichten bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen

(Referenzwellenlinge 630 nm).

Substratlosung: 10 ml  Gesamtvolumen
2 ml TMB 1,2 mg/ml in Ethanol
20 ul  Katalase 1 mg/ml in H,O
0,5 ml Glucose 280 mM in 67 mM NaH,PO, pH 5,6
7,48 ml NaH,PO, 67 mM in H,O pH 5,6

Bestimmung von Haptenkonzentrationen mittels Substrate Channeling

Diese Experimente fanden in nahezu vollstindiger Analogie zu den zuvor beschriebenen
Experimenten zur Bestimmung von AntikOrperkonzentrationen statt. Im Unterschied zu
diesen wurden bei allen nun folgenden Experimenten die Mikrotiterplatten beim Aufbau des
Immunkomplexes direkt mit dem GOD bindenden Antikorper E9-AA6 beschichtet (10 pg/ml;
50 pl/well; in PBS; 1h)

Nach Auftrag der Fluorescein-Verdiinnungsreihe wurden alle weiteren Inkubationsschritte
unter Lichtausschluf3 durchgefiihrt. Dies wurde notwendig, um eine Photooxidation des
Peroxidase-Substrats TMB durch Fluorescein und eine damit einhergehende Uberlagerung
des dem MeBsystem zu Grunde liegenden, auf Substrate Channeling beruhenden, MeBsignals

auszuschlieBen.

Dieser Effekt wurde wihrend der vorliegenden Experimente beobachtet. Die Ergebnisse der
entsprechenden Experimente sind in Abschnitt 6.2.3 beschrieben.

Die Photoxidation von Peroxidase-Substraten durch Fluorescein ist eine unikale Eigenschaft
dieses Haptens. Bei Wahl eines anderen Haptens zur Vermittlung der rdaumlichen Néhe

zwischen den beiden Enzymen wiirde dieser Effekt nicht auftreten.
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5.2.2. Substrate Channeling mittels monoklonaler bispezifischer Antikorper

In diesen Experimenten wurde der Immunkomplex mit Hilfe des monoklonalen

bispezifischen Antikorpers T4-C10-E9 (Karawajew et al., 1988) hergestellt (Abschnitt 4.2.2).

Dieser war in der Lage, sowohl POD als auch das Hapten Fluorescein zu binden. Es wurden

folgende Arbeitschritte durchgefiihrt:

1.

Aufbau des Immunkomplexes

Beschichtung mit dem anti-GOD-Antikorper E9-AA6: 10 pg/ml; 50 pl/well; in PBS;
iber Nacht inkubiert bei 4°C

Blockierung verbliebener Bindungsplitze mit neonatalen Kélberserum: 5 %; in PBS; 1h
Inkubation mit einem GOD-Carboxyfluorescein Konjugat: 1:500; 50 ul/well; in PBS; 1h
(etwa 1mg/ml)

Inkubation mit dem bispezifischen Antikorper T4-C10-E9:  1:10; 50 pl/well; in PBS; 1h
(etwa 10 — 20 pg/ml; affinitdtsgereinigt an immobilisierter POD)

unter Zusatz von 5 ug/ml POD

Anmerkung: Alle Arbeitschritte wurden durch einen Waschschritt mit Leitungswasser

abgeschlossen.

Das GOD-Carboxyfluorescein Konjugat wurde durch Kopplung von 5(6)-
Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimide Ester (FLUOS) an die Aminogruppen der
GOD hergestellt (Aslam and Dent, 1998). Im Kopplungsansatz wurden 100 ug FLUOS

und 1mg GOD eingesetzt. Das Priparat hatte eine Konzentration von etwa 1 mg/ml.

Auflosung des Immunkomplexes durch den Analyten

Verdiinnungsreihen beginnend mit einer Konzentration von 250 ug/ml wurden von dem
Fluorescein bindenden Antikdrper B13-DE1 bzw. dem scFv B13-DEI sowie dem CEA
bindenden Antikorper D11-DG2 und BSA angefertigt. Es wurden 100 ul/well auf-

getragen.

Nachweis des Substrate Channeling im verbliebenen intakten Immunkomplex

Nach einer Stunde wurden 100 pl/well der Substratlosung zu den vorgelegten 100 ul
hinzugegeben. Die Substratreaktion wurde nach einer Stunde mit 100 ul 1 M H,SO4
gestoppt und die optischen Dichten bei einer Wellenlinge von 450 nm gemessen

(Referenzwellenlinge 630 nm).
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5.3. Photooxidation des Peroxidase-Substrats TMB durch Fluorescein

Wie in den Experimenten zum Substrate Channeling beobachtet, verursachen hohe
Fluorescein-Konzentrationen eine Photooxidation des Peroxidasesubstrats TMB. Das
Substrate Channeling System wurde zuerst fiir die Bestimmung des Fluorescein bindenden
Antikorpers B13-DE1 etabliert. Um dieses jedoch auch fiir die Konzentrationsbestimmung
von Fluorescein einzusetzen, war es unerldlich, den Vorgang der Photooxidation im System
zu verstehen und zu eliminieren. Dies war durch den Ausschluf von Licht méglich. Die

folgenden Experimente wurden zu diesem Themenkomplex durchgefiihrt:

Nachweis der Photooxidation

Die Experimente wurden auf Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Es wurden 100 pl einer
Fluorescein-Verdiinnungsreihe vorgelegt. Im ersten Ansatz wurden 100 ul einer TMB-
haltigen Losung (0,24 mg/ml TMB; 20 % Ethanol; 67 mM NaH,PO,4) zugegeben. Dem
zweiten Ansatz wurden 100 ul einer TMB freien Losung (67 mM NaH,PO,) zugesetzt. Die
Mikrotiterplatte wurde bei Tageslicht auf dem Arbeitsplatz belassen, nach einer Stunde mit
100 ul T M H,SO4 gestoppt und die optische Dichte bei einer Wellenlinge von 450 nm

bestimmt (Referenzwellenldnge 630 nm).

Inhibition der Photooxidation durch den Fluorescein bindenden Antikorper B13-DE1

Es wurden 50 ul einer Fluorescein Losung vorgelegt (Endkonzentration im Gesamtansatz
0,5 pg/ml). Dazu kamen 50 upl der Verdiinnungsreihen von B13-DEI1 bzw. des CEA
bindenden Kontrollantikorpers D11-DG2 sowie 100 pl der bereits beschriebenen TMB
Losung (0,24 mg/ml TMB; 20 % Ethanol; 67 mM NaH,PQO,). Die Ansitze wurden parallel
zueinander im Tageslicht belassen bzw. abgedunkelt. Die Reaktion wurde nach einer Stunde

mit 100 ul; 1 M H,SO4 gestoppt und bei 450 nm (630 nm) vermessen.
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5.4. Aufbau eines homogenen Immunoassay mittels Fluorescence Quenching

Das Prinzip dieses Assays beruht auf dem AusschluB3 der gleichzeitigen Bindung zweier
Antikorper an ein Konjugat aus Monuron und Fluorescein. Die Lage des sich in Ldsung
einstellenden dynamischen Gleichgewichts wird durch die Gabe des Analyten Diuron
verschoben. Diese Gleichgewichtslage ist iiber die Fluoreszenz von Fluorescein (die nach
Bindung des Fluorescein bindenden Antikoérper B13-DE1 geloscht wird) meBtechnisch
zugénglich (Abschnitt 4.3).

Die Messungen zum Fluorescence Quenching erfolgten in PBS in sich wie folgt
zusammensetzenden Ansitzen.

Anti-Fluorescein Antikdrper B13-DE1 80 nM

Anti-Diuron Antikorper B91-CG5 20 nM

Monuron-Fluorescein Konjugat 10 nM

Die Fluorescenz-Messung erfolgte fiinf Minuten nach Zugabe des Analyten Diuron in einem
Endvolumen von 200 pl. Die Wellenldnge der Anregung war 494 nm, die der Emission 525
nm. Fiir jeden MeBpunkt wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Fiir die Messungen

wurde ein Perkin Elmer Luminescence Spectrometer LS50B eingesetzt.
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5.5. Selektion Antikorper produzierender Zellen mittels Toxinkonjugaten

Das Selektionsprinzip beruht auf dem Einsatz eines Konjugats bestehend aus einem Liganden
sowie einem Toxin. Die Toxizitdt dieses Konjugats auf E.coli Zellen wird durch die Bindung
eines Antikorpers an den Liganden inhibiert. Dies ermoglicht dem Produzenten des
Antikorpers das Uberleben in einem entsprechenden Selektionsmedium. Nichtproduzenten

bzw. Produzenten unerwiinschter Antikorpers sterben (Abschnitt 4.4).

Synthese der Toxinkonjugate

5(6)-Carboxyfluorescein N-Succinimidylester (Sigma) wurde mit Ampicillin in einem
molaren Verhiltnis von 2:1 konjugiert. In der Reaktion wurden 2 mg des Fluorescein-Derivats
und 1 mg Ampicillin eingesetzt. Die Reaktion fand in 0,5 ml PBS, bei Raumtemperatur statt.
Sie wurde nach zwei Stunden durch die Zugabe von 1 M Tris; pH 7.5 in einem
Volumenverhiltnis von 1:10 gestoppt. Das resultierende Fluorescein-Ampicillin Konjugat
(FITCillin) wurde ohne weitere Reinigung fiir die Experimente eingesetzt. Die Konzentration
des Konjugats wurde als identisch zu der des fiir die Konjugation eingesetzten Ampicillin
definiert.

Das Biotin-Ampicillin Konjugat (Biotinillin) wurde in Analogie dazu unter Verwendung von

D-Biotin-N-Hydroxy Succinimidester (Sigma) synthetisiert.

Inhibition der Wirkung des Toxinkonjugats auf FE.coli durch bindende Makromolekiile

Alle anschlieBend beschriebenen Experimente wurden in Zellkulturplatten (TPP;
Flachboden), in einem Endvolumen von 100 ul durchgefiihrt. Die Ansétze setzten sich zu

gleichen Teilen wie folgt zusammen aus:

1. einer Verdiinnungsreihe des Antikérpers B13-DE1 in einem Kontrollantikorper

(D11-DG2) gleicher Konzentration (10 mg/ml) und

2. einer Suspension von E.coli (XL-1 blue) in 2YT Kulturmedium

Die Endkonzentration des Toxinkonjugats FITCillin betrug 45 pg/ml. Die Testansidtze wurden
iber Nacht bei 37°C und unter médBigem Schiitteln inkubiert und das Bakterienwachstum am
folgenden Tag mittels Messung der optischen Dichten bei einer Wellenlinge von 630 nm

bestimmt.
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Die Experimente zum Toxinkonjugat Biotinillin wurden in Analogie zu den beschriebenen
Experiment mit Streptavidin (Boehringer, Mannheim) an Stelle des Antikorpers durchgefiihrt.
Im Unterschied zum FITCillin Experiment erfolgte die Verdiinnung des Streptavidins in PBS.

Biotinillin wurde in diesem Experiment in einer Endkonzentration von 22 pg/ml eingesetzt.

Selektion scFv exprimierender Zellen

Fiir dieses Selektionsexperiment wurde eine Mischung aus zwei E.coli Klonen verwendet.
Klon Z10 (Schenk et al., 2007) exprimierte den Fluorescein bindenden scFv B13-DEI1. Klon
A3 (Bottger; nicht publiziert) wurde als Kontrollklon zur Uberwachung des Selektionserfolgs
eingesetzt. Er exprimierte ein Antikorperfragment (scFv), das keine der im System
verwendeten Komponenten band. Beide Zellklone unterschieden sich lediglich in der Art des
von ihnen exprimierten scFv, thr Wachstum war, auch nach Induktion der Expression, bei den
fir die Selektion relevanten Antibiotika-Konzentrationen, identisch. Beide Antikorper-
Sequenzen waren in einen pCANTAB Vektor (McCafferty et al., 1994) kloniert. Die durch
den Vektor kodierte B-Lactamase wurde in den Experimenten durch Kalium Clavulanate
(Biochemie S.p.A. Rovereto — Italien) inhibiert. Eine aktive P-Lactamase wiirde den [3-
Lactamring im Ampicillinanteil des Toxinkonjugats spalten und damit dessen Toxizitét
aufheben. Eine Selektion, basierend auf der Toxizitdt von -Lactam - Antibiotika wire ohne

diesen Inhibitor nicht méglich.

Die Experimente wurden wiederum in einem Volumen von 100 upl auf Mikrotiterplatten

durchgefiihrt. Die Ansitze bestanden aus:

1. 10 pul Antibiotikum, FITCillin bzw. Ampicillin,

2. 10 pl Kalium Clavulanate und

3. 80 ul 2YT Kulturmedium, das 10 pg/ml Tetracyclin, 100 uM IPTG sowie beide
Zellklone in definiertem Mischverhiltnis (in sehr geringer, spektrometrisch nicht mehr

nachweisbarer Konzentration) zueinander enthielt.

Die Endkonzentrationen der Antibiotika wurden von 53,33 bis 0,92 ug/ml, die des
B-Lactamase Hemmers Kalium Clavulanate von 20 bis 5,92 pg/ml variiert. Die Ansétze
wurden wie bereits beschrieben iiber Nacht bei 37°C und unter méaBigem Schiitteln inkubiert
und das Bakterienwachstum am folgenden Tag mittels Messung der optischen Dichten bei
einer Wellenlinge von 630 nm bestimmt. Derjenige Ansatz, in dem ein langsam
aufkommendes Wachstum zu beobachten war, wurde fiir die sich anschlieBende Beurteilung

des Selektionserfolges herangezogen. Die in ihm enthaltenen Zellen wurden nach geeigneter

61



Verdiinnung auf Kulturplatten (2YT; 1,5 % Agar; 10 pg/ml Tetracyclin) ausgestrichen. Diese
Kulturplatten erlaubten das Wachstum beider Zellklone. Nach einer Inkubation bei 37°C
wurden am nédchsten Morgen Einzelklone gepickt und in Zellkulturplatten (TPP, 96 well,
Flachboden) mit Kulturmedium (2YT; 10 pg/ml Tetracyclin; 100 uM IPTG) iiberfiihrt. Das
Kulturmedium erlaubte wiederum das Wachstum beider Zellklone sowie induzierte zusétzlich
die Expression der Antikorperfragmente. Nach Inkubation iiber Nacht bei 37°C und unter
miBigem Schiitteln wurden die im Kulturiiberstand befindlichen Antikorperfragmente im

ELISA auf Fluorescein-Bindung getestet.

1.Tag Gemisch aus Produzent und Kontrollklon

WV, U
W «
Selektion auf FITCillin - Medium \_/

A
2.Tag Anzucht auf Agarplatten !uﬂ-

VAN

3.Tag Einzellklone
picken und anziichten
4.Tag Testim ELISA [T+t ol I
Abb. 5-5: Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der Selektion von E.coli

Zellen, die den Fluorescein bindenden scFv B13-DEI1 sezernieren.
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Fir den Nachweis des Fluorescein bindenden scFv B13-DE1 wurden mit einem
BSA-Fluorescein Konjugat beschichtete Mikrotiterplatten verwendet. Der an Fluorescein
gebundene scFv B13-DE1 wurde iiber dessen myc-tag durch den Antikdrper 9E10 gebunden.
Der Nachweis dieses Antikorpers erfolgte iiber ein Ziege-anti-Maus-IgG - Peroxidase
Konjugat. Der Umsatz des Peroxidase-Substrats TMB wurde photometrisch bei 450 nm

(Referenz 630 nm) bestimmt.

Folgende Inkubationsschritte wurden dabei durchgefiihrt:

Beschichtung mit BSA-Fluorescein: 10 pg/ml; in PBS; 50 ul/well; tiber Nacht bei 4°C

- Blockierung verbliebener Bindungsplitze mit neonatalem Kélberserum: 5 %; in PBS; 1h

- Inkubation mit Kulturiiberstanden der induzierten Einzellklone 100 pl/well; 1Th
- Inkubation mit 9E10 (anti myc tag): 20 pg/ml; 50 ul/well; 1h
- Inkubation mit Ziege anti-Maus-IgG — Peroxidase (Sigma): 1 : 5000; 50 ul/well; 1h

Anmerkung: Alle bisherigen Inkubationsschritte wurden durch einen Waschschritt mit

Leitungswasser abgeschlossen.

- TMB-Substrat Losung (Siehe 5.2.1): 50 ul/well; 10 min
- Stop der enzymatischen Reaktion mittels H,SO4 (1 M) 50 ul/well

- Messung der optischen Dichte bei einer Wellenldnge von 450 nm (Referenz 630 nm)

Ziege anti Maus IgG - POD

9E10 anti myc tag

scFv B13-DE1 Abb. 5-6: Schematische
0 Darstellung des ELISA-Prinzips
zum Nachweis des Fluorescein

i i BSA
BSA-Fluorescein bindenden scFv B13-DE1
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6. Ergebnisse

6.1. Klonierung bispezifischer rekombinanter Antikorper

Die Klonierung eines bispezifischen rekombinanten Antikorperfragments setzt die Klonierung
von Einketten-Antikorper-Fragmenten (scFv) der beiden gewiinschten Spezifititen voraus. Es
standen jeweils mehr als zehn Hybridome zur Verfiigung, die stabil Antikorper (IgG) gegen
POD sowie GOD produzierten. Es wurden fiir jedes Enzym je zehn Hybridome ausgewihlt,
um die Antikorper-Gene zu amplifizieren. Insgesamt gelang es, zwei scFv zu klonieren, einen
mit einer Bindungsspezifitit fiir GOD und einen fiir POD. Die Benennung der Klone erfolgte
in Anlehnung an die fiir die Klonierung eingesetzten Hybridome. Der das Enzym GOD
bindende scFv wurde scFv E13-BC8 benannt. Die Sequenz dieses scFv wurde ermittelt (Abb.
6-3). Es konnte gezeigt werden, dafl scFv E13-BC8 geloste GOD bindet, wobei die Aktivitiit
des Enzyms erhalten bleibt (6-1). Der das Enzym POD bindende scFv wurde scFv B92-FG9
benannt. Seine Antigen-Bindung ist im Abb. 6-2 dargestellt.
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Abb. 6-1: Nachweis der Antigenbindung (GOD) fiir den scFv E13-BC8

Aufbau des ELISA: Mikrotiterplatten wurden mit dem Antikdrper 9E10 beschichtet.
Der Antikérper 9E10 band den myc-tag des scFv E13-BC8 aus unverdiinntem
Kulturiiberstand (KU), Periplasma- (PP) oder osmotischer Schock- (OS) Fraktion. Der
immobilisierte scFv band im Anschlufl sein Antigen (GOD), dessen enzymatische
Aktivitdt photometrisch bestimmt wurde. Der scFv B13-DE1 sowie PBS-NKS dienten

als Negativ-Kontrollen.
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Abb. 6-2: Nachweis der Antigenbindung (POD) fiir den scFv B92-FG9.

Aufbau des ELISA: Mikrotiterplatten wurden mit dem Antikdrper 9E10 beschichtet.
Der Antikérper 9E10 band den myc-tag des scFv B92-FG9 aus unverdiinntem
Kulturiiberstand (KU), Periplasma- (PP) oder osmotischer Schock- (OS) Fraktion. Der
immobilisierte scFv band im Anschlufl sein Antigen (POD), dessen enzymatische

Aktivitdt photometrisch bestimmt wurde. PBS-NKS dienten als Negativ-Kontrolle.

Mit diesen beiden scFv ist die Grundlage zur Konstruktion eines bispezifischen
rekombinanten Antikorpers, der die Bindungsspezifititen fir GOD und POD in einem
Molekiil vereint, geschaffen. Die Arbeiten zu dessen Klonierung wurden jedoch nicht
begonnen. Ausschlaggebend fiir diese Entscheidung waren die im folgenden Abschnitt
(Substrate  Channeling mittels etablierter Immunoassay-Techniken) beschriebenen

Ergebnisse, die einen solchen Aufwand nicht rechtfertigten.
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pelB MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA

Vu FR 1 EVKLQESGPSLVAPSQSLSITCTVSGFSLT
CDR 1 NDGVD
FR I WVRQPPGKGLEWLG
CDR 1II VIWGGGSTNYNSALMS
FR III RLSINKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCAK
CDR III HELGRGFAY
FR IV WGQGTLVTVSA

Linker AKTTPKLEEGEFSEARV

VL FR 1 DILMTQSPLSLPVSLGDQTSISC
CDR 1 RSSQSIVHSNGNTYLE
FR II WYLQKPGQSPKLLIY
CDR II KVSNRFS
FR III GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYYC
CDR III FQGSHFPWT
FR IV FGGGTKLEIK

Tags RADAAS EQKLISEEDL S HHHHHH

Abb. 6-3: Aminosiuresequenz des Glucoseoxidase bindenden scFv E13-BC8.

Die Darstellung der Sequenz erfolgt aufgeschliisselt nach Framework Regionen (FR)

und Complementary determining regions (CDR) der variablen Doméne der schweren

(Vp) und leichten Kette (V) der Antigenbindungsregion (nach Kabat et al., 1991). Die

Sequenz ist N-terminal flankiert durch die pelB Leadersequenz und C-terminal durch

myc und his Affinitytags.
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6.2. Aufbau eines homogenen Immunoassays mittels Substrate Channeling

6.2.1. Substrate Channeling mittels etablierter Immunoassay-Techniken

An der festen Phase der Mikrotiterplatte wurde ein Immunkomplex aufgebaut. In diesem
lagen, wie in Abschnitt 5.2.1 beschrieben, die beiden Enzyme GOD und POD in rdumlicher
Néhe zueinander vor. Dieser Immunkomplex wurde als konstanter Kern bei allen
Experimenten beibehalten. Variiert wurden die Konzentrationen der Glucose, Katalase, dem
POD-Substrat TMB, sowie die Pufferbedingungen und die Volumina der Ansitze. Ziel dieser
Optimierungsarbeiten war es, maximale Mefsignale fiir den intakten Immunkomplex sowie
minimale fiir den aufgelosten Komplex zu erzielen. Aufgelost wurde der Immunkomplex
durch Verdringung des an GOD-Fluorescein gebundenen scFv B13-DEI1 - POD - Konjugats
entweder durch freies Fluorescein oder durch den Fluorescein bindenden Antikorper B13-

DE1 (Abschnitt 4.2.1).

6.2.1.1. Substrate Channeling Immunoassay zur Konzentrationsbestimmung des
Fluorescein bindenden Antikorpers B13-DE1

Das System wurde nunmehr variierenden Konzentrationen des Fluorescein bindenden
Antikorpers B13-DE1 sowie des scFv BI13-DEI ausgesetzt. Die mit steigender
Antikorperkonzentration erfolgende Auflosung des Immunkompelxes resultierte in einer
Abnahme des MefBsignals. Eine Antikorperkonzentration von 50 pg/ml bewirkte die
vollstandige Auflosung des Immunkomplexes. Als Negativkontrollen dienten der CEA
bindende Antikorper D11-DG2 sowie BSA. Die Ergebnisse dieser Verdringung sind in
Abb. 6-4 dargestellt.

1 —e— B13-DEA1
0.107 —=— scFv B13-DE1
£ —o— BSA
S —o—D11-DG2
<
o
O 0.054
O-OO T T LB LI | T T T T TTTy T T T T rrrr
10° 101 102 103
Hg/ml
Abb. 6-4: Substrate Channeling Immunoassay zur Konzentrationsbestimmung des

Antikérpers B13-DE1 und des scFv B13-DEL1.
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6.2.1.2. Substrate Channeling Immunoassay zur Konzentrationsbestimmung des
Haptens Fluorescein

Die Experimente wurden wiederholt, indem diesmal der Immunkomplex nicht wie zuvor
durch Antikorperbindung sondern durch das freie Hapten Fluorescein aufgelost wurde.
Fluorescein verdriangt dabei das scFv B13-DEI1 - POD - Konjugat aus seiner Bindung an das
GOD-Fluorescein Konjugat. Die daraus resultierende Reduktion des MeBsignals wird zur
Konzentrationsbestimmung herangezogen. Eine Fluorescein-Konzentration von 250 pg/ml
bewirkte die vollstindige Auflosung des Immunkomplexes und damit einhergehend den

Zusammenbruch des Substrate Channeling Effekts. (Abb. 6-5).
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Abb. 6-5: Substrate Channeling Immunoassay zur Konzentrationsbestimmung des Haptens
Fluorescein

Es war notwendig diese Experimente in Dunkelheit durchzufiihren, um die Photooxidation
des Peroxidase-Substrats TMB durch Fluorescein zu unterbinden. Die Photooxidationseffekte
und die sich daraus ergebenden Arbeiten und Ergebnisse sind im Abschnitt 6.2.3

zusammengefalt.
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6.2.1.3 Versuche zur Optimierung des Substrate Channeling Systems

Die bisher zusammengetragenen Ergebnisse bestitigten die Eignung des verwendeten System,
fiir den Aufbau homogener Immunoassays. Die im Experiment erzielten Sensitivititen waren
jedoch nicht zufriedenstellend. Daher wurden eine Reihe von Arbeiten mit dem Ziel einer

Optimierung des Systems unternommen.

Das urspriingliche Channeling System sah eine an der festen Phase immobilisierte GOD vor,
welche von POD-Molekiilen umgeben war. Der Versuch dieses Prinzip umzukehren, d.h.
POD durch GOD-Molekiile zu umgeben, fiihrte zu keiner Verbesserung der Sensitivitit des
Systems (Abb. 6-6 A).

In einem weiteren Optimierungsversuch wurde abweichend vom urspriinglichen System
immobilisierte Katalase (ein Konjugat aus scFv B13-DE1 und Katalase) eingesetzt (Abb. 6-6
B). Katalase-Molekiile umgaben nunmehr die immobilisierte GOD, Peroxidase befand sich in
Losung. Die Aufgabe der Katalase war es, das durch die GOD freigesetzte
Wasserstoffperoxid zu zersetzten, und es somit der Reaktion mit Peroxidase zu entziehen. Die
beobachtete maximale Abschirmung der GOD durch die sie umgebenden Katalase-Molekiile
war mit etwa sieben Prozent zu gering, um bei Auflosung des immunologischen Komplexes
mit verwertbaren Mefsignalen rechnen zu konnen. Der Optimierungsansatz wurde somit

aufgegeben.

In einem dritten Optimierungsversuch wurde der in den urspriinglichen Experimenten
verwendete Immunkomplex von weiteren GOD bindenden Antikorpern (die jedoch nicht mit
dem eigentlichen System interferierten) sowie zusitzlich von anti - Maus Ig Antikérpern
umgeben (Abb. 6-6 C). Ziel dieser ,,Aufbldhung* des Immunkomplexes war es, eine bessere
Abschirmung des Komplexes vor der frei in Losung befindlichen Katalase zu erreichen. Diese
Strategie war prinzipiell erfolgreich. Der erwartete abschirmende Effekt war zu beobachten

(Abb. 6-7). Jedoch blieb die Sensitivitit des Systems davon nahezu unbeeinfluft.

Die den Experimenten zugrunde liegenden Prinzipien sind schematisch in Abbildung 6-6

zusammengestellt.

69



Immunkomplex
A

PR SR il san.

[Katalase [Katalase [Katalase
’ (
@ ;

Orginalsystem A B C
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Abb. 6-6: Schematische Darstellung der beschriebenen Optimierungsversuchen. Das
Orginalsystem wurde durch Austausch der Enzyme (A, B) bzw. durch Abschirmung
des Immunkomplexes mittels weiterer Antikorpermolekiile modifiziert (C).
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Abb. 6-7: Versuch zur Optimierung des Substrate Channeling Systems durch eine

Abschirmung des aufgebauten Immunkomplexes in Folge der zusitzlichen
Bindung von anti-GOD und anti-Maus-IgG Antikorpern (vgl. Abb. 6-6. C).

Die Darstellung erfolgte in Relation zum absoluten MefBsignal, erhalten fiir den
intakten Immunkomplex. Die weillen Balken reprisentieren das Verhalten des
urspriinglichen Systems bei Auflosung des Immunkomplexes durch freies Fluorescein.
Der Einflul des abschirmenden Effekts auf die Signalhohe ist insbesondere fiir den

schwarzen Balken deutlich sichtbar. Ein deutlicher Einfluf8 auf die Sensitivitit des

Substrate Channeling Systems blieb jedoch aus.
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6.2.2. Substrate Channeling mittels monoklonaler bispezifischer Antikorper

Zur Vermittlung der raumlichen Nidhe zwischen den beiden Enzymen GOD und POD wurde
bei diesen Experimenten der monoklonale bispezifische Antikorper T4-C10-E9 verwendet.
Der bispezifische Antikorper band sowohl das Fluorescein des GOD-Fluorescein Konjugats
als auch POD. Der Aufbau dieses Experiments kommt somit den urspriinglichen
Vorstellungen von der Verwendung eines rekombinanten bispezifischen Antikorpers sehr nah.
Der Immunkomplex wurde variierenden Konzentrationen des Fluorescein bindenden
Antikorpers B13-DEI1 ausgesetzt. Die mit steigender Antikorperkonzentration erfolgende
Auflosung des Immunkomplexes resultierte in einer Abnahme des MefBsignals (Abschnitt
4.2.2). Das Experiment wurde parallel auch fiir den scFv des Antikorpers durchgefiihrt. Als
Kontrollen dienten der CEA bindende Antikdrper D11-DG2 sowie BSA. Bei einer
Antikorperkonzentration von 100 pg/ml wurde der Immunkomplex offenbar vollstindig
aufgelost, denn die Substrate Channeling Reaktion kam vollstindig zum Erliegen. Damit sind
die fiir den monoklonalen bispezifischen Antikorper T4-C10-E9 erzielten Ergebnisse
vergleichbar zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen, die unter Verwendung etablierter
Immunoassay-Techniken erzielt wurden (Abb. 6-8).

Die unter Verwendung des monoklonalen bispezifischen Antikorper gewonnenen Ergebnisse
sollten sich sehr dhnlich zu denen verhalten, die fiir einen rekombinanten bispezifischen
Antikorper zu erwarten wiren. Da die Sensitivitit des System vergleichsweise gering war,

wurden keine weiteren Anstrengungen in dieser Richtung unternommen.

0.100
] —e— B13-DE1
o 0753 —=— scFv B13-DE1
E —o— BSA
5 ] —o—D11-DG2
5’ 0.050+
o :
0.025
0-000- T T T TTTTg T T T T T TIr] T T LI I B I |
10° 10° 102 103
ua/mi
Abb. 6-8: Substrate Channeling Immunoassay zur Konzentrationsbestimmung des

Antikorpers B13-DE1 und des scFv B13-DE1. Die rdumliche Néhe der Enzyme
GOD und POD im Immunkomplex wurde in diesem Experiment durch den

monoklonalen bispezifischen Antikdrper T4-C10-E9 vermittelt.
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6.2.3. Photooxidation des Peroxidase-Substrats TMB durch Fluorescein

Wie in den Experimenten zur Konzentrationsbestimmung des Haptens Fluorescein (6.2.1.2)
angedeutet, fiihrte der parallele Einsatz von Fluorescein und dem Substrat TMB zu
Problemen. Es war zu beobachten, da} steigende Konzentrationen von Fluorescein zu
ebenfalls steigenden Mefsignalen fiihrten. Dies stand im Gegensatz zur erwarteten Reaktion.
Steigende Konzentrationen an Fluorescein hitten eine Auflosung des verwendeten
Immunkomplexes aus den Enzymen GOD und POD bewirken und damit einen
Zusammenbruch des Channeling Effekts verursachen sollen. Als Resultat wiren somit, im
Gegensatz zur Beobachtung, fallende MeBwerte zu erwarten. Das System hatte seine
prinzipielle Funktionstiichtigkeit zu diesem Zeitpunkt bereits bei der Bestimmung der
Konzentration des Fluorescein bindenden Antikérpers B13-DE1 bewiesen. Auch nach
Austausch aller im Experiment eingesetzter Materialien #nderte sich nichts an der
Reproduzierbarkeit des aufgefundenen Sachverhaltes. Es mufite also einen weiteren, den
eigentlichen MeBvorgang iiberlagernden Effekt geben. Dieser Effekt bestand in der
Photooxidation von TMB durch Fluorescein (Abb. 6-9). Infolge der Lichtabsorption durch
Fluorescein erfolgt dabei die Umsetzung von TMB-Molekiilen mit molekularen Sauerstoff

(Kumke et al., unpublizierte Ergebnisse).

1.00 .
——mit TMB
—o— ohne TMB
0.754
£
c
o
S 0.50-
(]
(@)
0.25+
>4 - —o0———0——0
O_OO 9 T T T N~ LI I ~7 T T T T T T T T I
101 100 10°
Fluorescein pg/ml
Abb. 6-9: Photooxidation des Substrats TMB durch Fluorescein.

Eine TMB-Losung wurden mit einer Fluorescein Verdiinnungsreihe versetzt und die
Proben im Tageslicht belassen. Die erfolgte Photooxidation des TMB wurde

photometrisch bestimmt.

72



Wurde die MeBplatte in kompletter Dunkelheit belassen, war die Photooxidation vollstandig
unterdriickt. Der Effekt der Photooxidation von Peroxidase-Substraten durch Fluorescein war,
wie erwartet, nicht auf TMB begrenzt. Auch OPD (Ortho-Phenyldiamin), ein weiteres
Substrat, wurde oxidiert.

Weitere Arbeiten zu diesem Komplex fiihrten zu dem Resultat, daf} sich die Photooxidation
durch Gaben des Fluorescein bindenden Antikérpers B13-DEI1 inhibieren lie. Dazu wurde
eine Losung, bestehend aus Fluorescein und TMB mit BI13-DEl bzw. mit einem
Kontrollantikorper (D11-DG2) gleicher Konzentration versetzt. Das Experiment wurde

sowohl im Licht als auch in Dunkelheit durchgefiihrt (Abb. 6-10).

0.15
. —— D11-DG2 (im Licht)
—o— B13-DET1 (im Licht)
£ 0.101 —e— B13-DE1 (Dunkelheit)
S
3
a
o
0.05+
OOO- T T T T T T T T T T T T T
100 10° 102
Hg/mi

Abb. 6-10: Inhibition der Fluorescein vermittelten Photooxidation von TMB durch den
Fluorescein bindenden Antikérper B13-DEI1.
Im Experiment wurden jeweils identische Konzentrationen Fluorescein und TMB mit
einer Verdiinnungsreihe des Antikorpers B13-DE1 versetzt. Die Photooxidation wurde
im Gegensatz zum Kontrollantikérper (D11-DG2) deutlich inhibiert. Die fiir den
Kontrollantikérper beobachtete, spéter einsetzende Inhibition, ist wahrscheinlich ein

unspezifischer Proteineffekt.
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6.3. Aufbau eines homogenen Immunoassay mittels Fluorescence Quenching

Fiir den Aufbau dieses Assays wurde ausgenutzt, da} die Fluoreszenz von Fluorescein bei der
Bindung an den Antikorper B13-DE1 geloscht wird. Fiir die Experimente wurde ein

Dihapten-Konjugat bestehend aus Monuron und Fluorescein eingesetzt (Abb. 6-11).
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Monuron Linker Fluorescein

Abb. 6-11: Chemische Struktur des Analyten Diuron sowie des Dihapten Konjugats aus

Monuron und Fluorescein, die im Experiment zum Einsatz kamen.

Der Fluorescein bindende Antikorper B13-DE1 sowie der Diuron und Monuron bindende
Antikorper B91-CGS5 konkurrierten um die Bindung an das Dihapten-Konjugat. Die
Verschiebung des Gleichgewichts nach Zugabe von freiem Diuron 146t sich iiber die
Fluoreszenz des Fluoresceins bzw. deren Loschung verfolgen (Abschnitt 4.3.).

Bereits die Zugabe von 14,5 nM (3,2 ng/ml) Diuron bedingte eine fiinfzig prozentige
Abnahme des Fluoreszenzsignals (Abb. 6-12). Die Messungen wurden durch geringe

Konzentrationen von neonatalem Kilberserum (bis 0,5 %) nicht beeintrachtigt.
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Abb. 6-12: Homogener Fluorescence Quenching Immunoassay zur Konzentrations-

bestimmung von Diuron. Es konkurrieren zwei monoklonale Antikodrper (der eine
spezifisch fiir den Analyten Diuron bzw. fiir Monuron, der zweite fiir das Fluorophor
Fluorescein) um die Bindung an ein Konjugat, bestehend aus Monuron und
Fluorescein. Die Lage des sich einstellenden Gleichgewichts wird iiber die
Fluoreszenz von Fluorescein bzw. deren Loschung nach Bindung durch den
Antikorper B13-DE1 mefBtechnisch verfolgt. Externe Gaben des Analyten Diuron
verschieben das Gleichgewicht zugunsten Fluorescein-Bindung und damit in Richtung

Loschung der Fluoreszenz.
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6.4. Selektion Antikorper produzierender Zellen mittels Toxinkonjugaten

Fiir die Selektion von Antikdrper produzierenden Zellen wurden wieder Hapten-Konjugate
verwendet, an die zwei verschiedene Makromolekiile binden konnen, die sich jedoch
gegenseitig sterisch in ihrer Bindung behindern. Das Konjugat bestand aus einem an ein
Toxin gekoppelten Liganden. Es ist fiir das Experiment unerldBlich, dafl die Toxizitdt des
Toxins auch nach dessen Kopplung an den Liganden erhalten bleibt. Wird das Konjugat von
einem Anti-Ligand-Antikorper gebunden, verliert es seine Toxizitdt, da der Toxin-Anteil
sterisch an der Wechselwirkung mit seiner Zielstruktur auf der Zelle (z.B. einem Enzym)
gehindert wird. Zellen die einen derartigen AntikOrper sezernieren erhalten somit einen
Selektionsvorteil. Geeignete Konzentrationen des Toxinkonjugats vorausgesetzt, werden sich
derartige Zellen gegeniiber nicht produzierenden Zellen bzw. gegeniiber Produzenten
unerwiinschter Binder im System anreichern (Abschnitt 4.4).

Es wurden zwei Konjugate bestehend aus Ligand und Toxin synthetisiert. Das erste,
bestehend aus Fluorescein und Ampicillin, wurde FITCillin genannt (Abb. 6-13), das zweite
bestehend aus Biotin und Ampicillin Biotinillin. Beide Konjugate waren wie Ampicillin

toxisch fiir E.coli Zellen.
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Abb. 6-13: Chemische Struktur des Toxinkonjugats FITCillin, bestehend aus dem Liganden

Fluorescein und dem Antibiotikum Ampicillin.
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In den folgenden Experimenten wurde das der Selektion zu Grunde liegende Prinzip auf seine
Giiltigkeit tberpriift. Dazu wurden E.coli Zellen einer geeigneten Konzentration des
Toxinkonjugats ausgesetzt. Die Ansétze wurden durch variierende Konzentrationen des den
Liganden bindenden Molekiils ergidnzt. Bei diesen externen Gaben handelte es sich, im Fall
von FITCillin um den Fluorescein bindenden Antikorper B13-DEI, im Fall von Biotinillin
um Streptavidin. Die Inhibition der Toxizitdt der eingesetzten Toxinkonjugate wurde am
folgenden Tag mittels photometrischer Messung der optischen Dichte der
Bakteriensuspensionen bestimmt. Beide Konjugate erwiesen sich wie erwartet als toxisch fiir
E.coli. Die Ergebnisse dieser Experimente sind fiir FITCillin in Abb. 6-14, fiir Biotinillin in
Abb. 6-15 dargestellt.

0.8 —o— ohne FITCillin / Ampicillin
o " —°——_ | —e—FITCilin 45 pg/ml
E 0.6 —a— Ampicillin 45 pg/ml
&
Q 0.4
(o]
0.2+
- —m
0.0+ , : : : .
0 1 2 3 4 5

B13-DE1 [mg/ml]

Abb. 6-14: Inhibition der toxischen Wirkung von FITCillin durch externe Gaben des
Fluorescein bindenden Antikorpers B13-DE1. Im Experiment waren die Anzahl der
eingesetzten E.coli, die jeweiligen Antibiotika-Konzentrationen sowie die
Kulturbedingungen konstant. Variiert wurde die Konzentration des Fluorescein
bindenden Antikorpers B13-DE1. Um Proteineffekte auszuschlieen, wurde dieser in
einem Pridparat des CEA bindenden Antikérpers DI11-DG2  gleicher

Ausgangskonzentration verdiinnt.
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Abb. 6-15: Inhibition der toxischen Wirkung von Biotinillin durch externe Gaben von
Streptavidin. Im Experiment waren die Anzahl der eingesetzten E.coli, die jeweiligen
Antibiotika-Konzentrationen sowie die Kulturbedingungen konstant. Variiert wurde

die Konzentration des Biotin-Binders Streptavidin.

Anschlieend wurde die Selektion Antikorper produzierender Zellen untersucht. Zu diesen
Zweck wurden zwei E.coli Klone ausgewihlt. Der Erste exprimierte das Fluorescein bindende
Einketten-Antikorper-Fragment scFv B13-DEI1, der Zweite einen scFv von irrelevanter
Bindungsspezifitit, der zur Kontrolle des Selektionserfolges diente. Beide Klone
unterschieden sich lediglich in der Spezifitit des von ihnen exprimierten scFv. Thr Wachstum
war, auch bei Expression des scFv, vergleichbar.

Die Klone wurden zuerst separat auf ihr Wachstumsverhalten auf FITCillin und Ampicillin
getestet. Der den scFv B13-DE1 exprimierende Klon war in der Lage, hohere FITCillin

Konzentrationen zu tolerieren als der Kontrollklon (Abb. 6-16).
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Abb. 6-16: Vergleich des Wachstums des scFv B13-DE1 exprimierenden Klons (Produzent)
mit dem eines Kontrollklons auf FITCillin bzw. Ampicillin haltigen Medien. Der
den Fluorescein bindenden scFv B13-DEI1 exprimierende Zellklon toleriert hohere

Konzentrationen des Toxin-Konjugats FITCillin als der Kontrollklon.

In den sich nun anschlieBenden Experimenten wurden Zellen beider Klone in
unterschiedlichen Verhiltnissen miteinander gemischt und in dieser Form einer Selektion auf
dem Toxinkonjugat FITCillin unterzogen. In einem Kontrollexperiment wurden die gleichen
Gemische einer zum Toxinkonjugat identischen Konzentration Ampicillin ausgesetzt. Die
Ergebnisse zeigten die erfolgreiche Selektion von Zellen, die den Fluorescein bindenden scFv
exprimieren (Abb. 6-17). Bis zu einer Ausgangsverdiinnung des Produzenten in dem
Kontrollklon von 1:1000 war eine Anreicherung zu beobachten. In dem Kontrollexperiment
unter Verwendung von Ampicillin war keine Anreicherung festzustellen. Ampicillin
inhibierte das Wachstum beider Klone im gleichen Mafe.

Der Selektionserfolg lie3 sich durch den Anschluf} einer zweiten Selektionsrunde allerdings

nicht verbessern.
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Start

1.Selektionsrunde

Anteil an Anteil an Produzenten / getestete Klone
Produzenten |Produzenten
50 % 89,1 % 41/46
2% 50,0 % 23/46
1% 50,0 % 23/46
1% 2,0 % 1/48
0,4 % 78,2 % 36/46
0,4 % 0 % 0/46
0,2 % 58,3 % 28/48
0,2 % 0 % 0/48
0,1 % 31,2 % 15/48
0,02 % 0 % 0/46
Start 2.Selektionsrunde
Anteil an Anteil an Produzenten / getestete Klone
Produzenten |Produzenten
50 % 69,6 % 32/46
2% 100 % 48/48
1%
1%
0,4 % 33,3 % 16/48
0,4 %
0,2 % 17,4 % 8/46 Selektions-Experiment auf FITCillin
0,2 % Kontroll - Experiment auf Ampicillin
0,1%
0,02 %
Abb. 6-17: Selektion von scFv B13-DE1 exprimierenden Zellen (Fluorescein bindender scFv)

auf FITCillin aus definierten Gemischen mit Zellen eines Kontrollklons. Der den
scFv B13-DE1 exprimierende Klon (Produzent) wurde in definierten Verhiltnissen
mit einem Kontrollklon gemischt. Die Gemische wurden einer Selektion auf FITCillin
(Toxinkonjugat) bzw. Ampicillin (ungekoppeltes Toxin) unterzogen. Die aus der
Selektion erhaltenen Zellen wurden auf Kulturplatten ausgestrichen und als einzelne
Kolonien angeziichtet. Die Kulturiiberstinde der angeziichteten Einzelklone wurden
im ELISA auf den Fluorescein bindenden scFv B13-DE1 getestet.

Bis zu einer Ausgangsverdiinnung des Produzenten im Kontrollklon von 1:1000 war
eine Anreicherung zu beobachten. Unter Verwendung von Ampicillin war keine
Anreicherung festzustellen.

Die aus der ersten Selektionsrunde erhaltenen Gemische beider Zellklone wurden in
einem sich anschlieBenden, identischen Selektionsexperiment eingesetzt. Der
Anschluf} einer solchen zweiten Selektionsrunde konnte das Selektionsergebnis nicht

verbessern.
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7. Diskussion

7.1 Aufbau eines homogenen Immunoassay mittels Substrate Channeling

7.1.1 Substrate Channeling mittels bispezifischer rekombinanter Antikorperfragmente

Das urspriingliche Ziel der Arbeiten war es, die gentechnischen Grundlagen fiir den Aufbau
eines homogenen Substrate Channeling Immunoassay unter Verwendung eines
rekombinanten bispezifischen Antikorpers zu legen. Dieser Antikorper sollte einen engen und
gerichteten Kontakt zwischen den Enzymen herstellen, damit das System eine fiir praktische
Anwendungen relevante Sensitivitit erlangt.

Der Aufbau eines derartigen Systems ist moglich. Im Licht der Erfahrungen mit den unter
Verwendung etablierter Immunoassay-Techniken aufgebauten Channeling Assays scheint
jedoch die Hoffnung auf eine damit einhergehende gravierende Steigerung der Sensitivitit
nicht realistisch. Darum wurden die Bemiihungen im Anschlufl auf erfolgversprechendere
Bereiche konzentriert. Die Diskussion der diese Entscheidung erzwingenden Umstinde
erfolgt im Abschnitt 7.1.2.

Die wesentlichen Voraussetzungen zur Generierung des rekombinanten bispezifischen
Antikorpers wurden geschaffen. Dazu wurden zwei Einketten-Antikorper-Fragmente (scFv)
mit der Spezifitit fiir Glucoseoxidase bzw. Peroxidase kloniert (Sellrie et al., 2007). Beide
Fragmente verfiigten nach der Expression in E.coli iiber gute, wenn auch nicht {iberragende
Bindungseigenschaften fiir ihr Antigen. Sie zeigten jedoch eine im Vergleich zu den
entsprechenden monoklonalen Antikdrpern deutlich schwiéchere Affinitit. Dies ist ein fiir aus
Hybridomen klonierte scFv hiaufig zu beobachtender Befund (Ward, 1993). Die erfolgreiche
Expression beider scFv im selben Expressionssystem ist die Voraussetzung fiir die
Klonierung und Expression eines rekombinanten bispezifischen Antikorpers.

Es konnten zwei scFv aus den zwanzig fiir die Klonierung eingesetzten Hybridomen
gewonnen werden. Die Klonierungseffizienz lag somit bei zehn Prozent. Unseren
laborinternen Erfahrungen folgend, kann man im Durchschnitt mit einer Effizienz von fiinf
Prozent fiir die gewihlte Methode der Klonierung und Expression rechnen. Die erzielte
bessere Klonierungseffizienz ist wahrscheinlich ein Zufallsereignis. Die Ursachen fiir ein
Fehlschlagen der Klonierung sind vielféltig. In allen Teilabschnitten des beschriebenen
Klonierungsvorgangs kann es zu Fehlern kommen. Diese konnen jedoch durch die stindige
Verifizierung der jeweiligen  Zwischenergebnisse  durch  Elektrophoresen  und

Sequenzierungen erkannt und eliminiert werden. Doch selbst eine fehlerfreie Klonierung ist
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keine Garantie fiir den Erhalt eines funktionierenden, d.h. einen das Antigen wie der Eltern-
Antikorper bindenden scFv. Die Klonierung eines scFv aus der mRNA von Hybridomzellen
ist zwar aufwendig und fehlertrichtig, sie stellt jedoch nicht das eigentliche Problem dar.
Problematisch ist vielmehr dessen Expression.

Die Ausbeute an rekombinanten Antikorperfragmenten ist nicht vorhersagbar. Bereits die
Mutationen eines einzigen Codons kann die Expression in E.coli dramatisch beeinflussen
(Duenas et al.,, 1995; Knappik und Pliickthun, 1995; Ulrich et al., 1995). In einer
Untersuchung mit 512 Mutanten eines Fv-Fragments zeigte sich, da3 mehr als 10 % der
Punktmutationen in den CDRs die Produktion in E.coli behinderte (Ito et al., 1993).
Offensichtlich konnen also viele rekombinante Antikorper in E.coli nicht richtig gefaltet
werden. Im Umkehrschlufl bedeutet dies jedoch auch, dal} bereits durch den Austausch einiger
weniger Aminosauren die Ausbeuten drastisch steigen konnen (Kipriyanov et al., 1997).

Der eigentliche Engpal3 bei der Herstellung von rekombinanten Antikorperfragmenten in
E.coli liegt nach diesen Studien offenbar in der Faltung zur korrekten Tertidrstruktur. Dem
kann bisher nur durch die Verinderung der Antikorpersequenz selbst (Knappik und
Pliickthun, 1995) abgeholfen werden. So konnten einige ,,Schliisselstellen* in den framework-
Bereichen identifiziert werden, die die Faltungseffizienz beeinflussen. Die Coexpression
zusdtzlicher Faltungshelfer (Knappik et al., 1993) fiihrte bisher nicht zu einer
bemerkenswerten Anderung der Ausbeute an funktionellem Protein.

Eine Moglichkeit, die beschriebenen Schwierigkeiten zu umgehen, besteht im Wechsel des
Expressionssystems. Versagt die Expression in E.coli, so muf} dies nicht zwangsldufig auch in
anderen Systemen der Fall sein. Man bringt sich jedoch um den Vorteil einer einfach zu
handhabenden Bakterienkultur. In diesem Zusammenhang zu erwihnen sind die Expression
rekombinanter Antikorper in Hefen (Edqvist et al., 1991; Bowdish et al., 1991) und in
Insektenzellen (Baculovirus-System) (Matthews, 1982; Maeda, 1989). Als weitere
eukaryotische Expressionssysteme bieten sich Sdugerzellen wie z.B. COS-Zellen (Ridder et
al, 1995; Morton et al., 1993) und CHO-Zellen (King et al., 1993; Dorai et al., 1994) an.
Unabhingig von den diskutierten Schwierigkeiten ist die direkte Klonierung aus Hybridomen
und anschlieende bakterielle Expression von Einketten-Antikorper-Fragmenten (scFv)
insbesondere beim Antibody Engineering ein unverzichtbares Werkzeug (Lu et al., 2006;

Harvey et al., 2006; Pignatari et al., 2007).
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7.1.2 Substrate Channeling mittels etablierter Immunoassay-Techniken

Es wurde ein Channeling System unter Verwendung etablierter Immunoassay-Techniken
aufgebaut. Die Wahl fiel auf einen an der Oberflidche fixierten immunologischen Komplex,
der die beiden Enzyme Glucoseoxidase und Peroxidase enthielt. Externe Gaben des freien
Analyten losten diesen Komplex, bis zum vollstindigen Erliegen der Channeling Reaktion
auf.

Diese Herangehensweise hat sowohl Vor- als auch Nachteile. Von Vorteil ist die Moglichkeit,
den Komplex sukzessive und mit definiertem Ergebnis aufzubauen. Dies erleichtert alle
Optimierungsarbeiten und ermoglicht dariiber hinaus den Vergleich der Daten
unterschiedlicher Experimente, die im selben definierten System erarbeitet wurden.

Von Nachteil sind in einem Festphasensystem die ldngeren Diffusionsstrecken und die damit
einhergehenden lidngeren Inkubationszeiten. Zudem ist es nicht von Vorteil, durch die
Auflosung des Immunkomplexes das MefBsignal zu reduzieren, statt dieses im Zuge der
Formierung eines solchen Komplexes zu generieren.

Die Formierung des Immunkomlexes aus den beiden Enzymen in Losung wiirde diese
Probleme umgehen, doch ist die Einstellung der fiir die Bildung des Kompelexes und die
Entstehung des MeBsignals notwendigen Parameter ungleich schwerer. Der Aufbau des
beschriebenen Festphasensystems ist somit eine Vorstufe fiir ein System in Losung. Erst mit
den Ergebnissen aus dem Ersten ist der Aufbau des Zweiten realistisch.

Dennoch beschreiben Ullman et al. (1984) fiir ein solches System unter Verwendung der
gleichen Enzyme, wie der fiir die Arbeit verwendeten, fiir die Bestimmung von PRP (Poly
Ribose Phosphat) eine Nachweisgrenze von 10 fmol/L. Dieser Wert ist fiir channeling Assays
in der Literatur einmalig. Wére dieses Ergebnis jedoch auf andere Antigene einfach zu
ibertragen gewesen, so wiren die Arbeiten zweifellos vorangetrieben worden. Von
Bedeutung fiir die augenscheinlich hohe Sensitivitit im Poly Ribose Phosphat System ist in
diesem Zusammenhang vermutlich das Vorhandensein einer Vielzahl von Bindungsorten auf
der Oberfliche des Analyten. Ein einziges Analyt-Molekiil ist somit fiir die Formation eines
Immunkomplexes unter Einbeziehung einer Vielzahl von Enzymmolekiilen verantwortlich.
Dies resultiert in einer groleren Channeling Rate, generiert damit ein grof3eres Mefsignal und
wire damit ursédchlich fiir die beobachtete hohe Sensitivitit.

Die vorliegende Arbeit beschreibt im Gegensatz dazu ein System, in welchem der Kontakt der
Enzyme iiber ein oder wenige an Glucoseoxidase gekoppelte Fluorescein Molekiile vermittelt
wurde. Dies kommt praktischen Anforderungen, wie etwa dem Nachweis von Haptenen,

niher. Es ist vermutlich auch die Ursache fiir die beobachtete weit geringere Sensitivitit.
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Wie auch schon Litman et al. (1980) gelang mit dieser Arbeit im wesentlichen der Nachweis
des Effekts. Die Empfindlichkeit des Systems ist sehr gering und liegt im Bereich sehr alter
immunologischer Techniken, wie z.B. der Immundiffusion. Fiir den Nachweis des
Fluorescein bindenden Antikérpers B13-DE1 liegt sie bisher bei 33 nM (5 pg/ml). Die
vollstandige Auflosung des Immunkomplexes durch den Analyten (B13-DE1) und die damit
einhergehende Reduktion des MeBsignals auf Hintergrundniveau erfolgt bei etwa 330 nM (50
pg/ml).

Das System ist ebenfalls geeignet fiir den Nachweis des Analyten Fluorescein. Die zur
vollstandigen Reduktion des MeBsignals notwendige Konzentration ist jedoch mit 500 pg/ml
(1,5 mM) sehr hoch.

Eine mogliche Erklidrung ergibt sich aus der Betrachtung der folgenden Zusammenhénge. Das
die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion bestimmende Enzym ist vermutlich Glucoseoxidase.
Das vollstindige Erliegen des Substrate Channeling - Effekts setzt die Auflosung des
Immunkomplexes und damit einhergehend die Entfernung des letzten Peroxidase-Molekiils
aus dem Komplex voraus. Da nur eine geringe Anzahl von Fluorescein-Molekiilen an GOD
gekoppelt sind, sind auch nur vergleichsweise wenige Antikorper (B13-DE1) notwendig, um
den Immunkomplex aufzulosen. Im scFv B13-DE1 — POD Konjugat sind eine Vielzahl scFv
und Enzymmolekiile vereint. Es ist daher mehr Analyt (Fluorescein) notwendig, das scFv
B13-DEI — POD Konjugat aus dem Immunkomplex zu 16sen.

Das etablierte System ist in seiner jetzigen Form bestenfalls fiir qualitative Bestimmungen
geeignet. Fiir eine derartige Verwendung ist jedoch der zu betreibende Aufwand zu grof3. Die
Empfindlichkeit 148t sich durch eine weitere ,,Aufblihung® des Immunkomplexes, durch
Bindung weiterer Antikorper, verbessern. Jedoch ist der Effekt im Verhiltnis zum Aufwand
gering. Folgt man den Ergebnissen von Ullman et al. (1984), so ist eine weitere sterische
Abschirmung des immunologischen Komplexes wohl insbesondere fiir sich in Losung
befindliche Immunkomplexe von Vorteil. Auch andere Eingriffe, wie z.B. die Erh6hung der
Viskositit der Losung und eine damit einhergehende Herabsetzung der Diffusions-
geschwindigkeit sind denkbar. Derartige Eingriffe haben leider nur eines gemeinsam, sie
erhohen zusitzlich die Komplexitit eines ohnehin schon komplexen Systems.

Hierin liegt vermutlich auch die grundsitzliche Schwiche des Substrate Channeling
begriindet. Ein System aus zwei Enzymen, oder wie im vorliegenden Fall aus drei, ist nur
schwer zu handhaben. Mit Technologien die einen besseren Zugriff auf rekombinante
Antikorper und dariiber hinaus ein gezieltes Design von Proteinen erlauben, werden diese

jedoch in Zukunft zu iiberwinden sein. Derartige Techniken sollten eine bessere Abstimmung
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der enzymatischen Eigenschaften der beiden im Substrate Channeling System vereinten
Molekiile ermdglichen.

Beim Substrate Channeling handelt es sich um ein System, in welchem die Herstellung bzw.
Auflosung der rdumliche Nidhe zwischen zwei Komponenten zur Generierung eines
Melsignals genutzt wird. In diesem Zusammenhang sind die dem Substrat moglichen relativ
weiten Diffusionsstrecken von Nachteil. Dies erzwang z.B. den Einsatz von freier Katalase,
um das entstehende Wasserstoffperoxid auflerhalb des Immunkomplexes abzufangen. Hierin
ist vermutlich auch eine weitere Ursache, fiir die geringe Sensitivitit des Systems zu suchen.
Das Grundprinzip der Ausnutzung der rdumlichen Néhe zweier Komponenten zur
Generierung eines MefBsignals findet in anderen dem Substrate Channeling technologisch
verwandten homogenen Systemen Anwendung. Es wurde dahingehend modifiziert, daf}
entweder Energie zwischen zwei Komponenten transferiert wird, wie beim Fluoreszenz
Energie Transfer (FRET; Abschnitt 3.2.1.2), oder daB3 Sauerstoffradikale als Briicke dienen,
wie beim Luminescent Oxygen Channeling Immunoassay (LOCI; Abschnitt 3.2.1.5). Beide
Systeme beruhen damit auf einer Wechselwirkung von zwei Komponenten, welche nur bei
direktem Kontakt moglich wird. Die Systeme umgehen zudem das gro3e Problem der
unspezifischen Wechselwirkung ihrer Komponenten mit Bestandteilen der Probe. Dieses wire
fiir einen Substrate Channeling Immunoassay noch ungelost. Im FRET wird dieses Problem
durch eine zeitaufgeloste Messung (TRF; time-resolved fluorescence), im LOCI durch die
konsequente Abschirmung der Komponenten in Sphiren aus Latex, gelost. Fiir diese Systeme
sind damit pikomolare Nachweisgrenzen im FRET (Blomberg et al., 1999) bzw. femtomolare
Nachweisgrenzen im LOCI (Ullman et al., 1996) beschrieben. Ein homogener Substrate
Channeling Immunoassay wird, beim gegenwirtigen technischen Stand, aus den angefiihrten
Griinden, derartige Sensitivititen nicht erreichen konnen. Auch der Einsatz anderer
Enzymkombinationen dndert nichts an dieser Einschitzung.

Fiir den Aufbau homogener Immunoassays, welche sowohl sensitiv als auch praktikabel sind,
sollte man sich auf moglichst einfache Systeme beschrinken. Besonders Systeme, in denen
ein MefBsignal infolge der direkter Wechselwirkung eines Antikorpers mit einer
Systemkomponente generiert wird, sollten von Vorteil sein. Derartige Systeme sollten

generell leichter zu handhaben und auf viele Antigene zu iibertragen sein.
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7.1.3 Substrate Channeling mittels monoklonaler bispezifischer Antikorper

Es ist ebenfalls moglich, die rdumliche Nihe zwischen den Enzymen im immunologischen
Komplex durch einen bispezifischen Antikorper zu vermitteln. Die grundsétzlichen Aussagen
zum System treffen selbstverstiandlich auch hier zu.

Die fiir das System nachgewiesene Sensitivitét ist mit der des mit etablierten Immunoassay-
Techniken aufgebauten Systems vergleichbar. Die vollstindige Auflosung des Komplexes,
und die damit einhergehende vollstindige Reduktion des MeBsignals, erfolgt bei einer
Konzentration von 100 pg/ml des Fluorescein bindenden Antikorpers B13-DEI. In der
Literatur sind keine Substrate Channeling Systeme unter Verwendung eines monoklonalen
bispezifischen Antikorpers beschrieben.

Der Einsatz eines monoklonalen bispezifischen Antikorpers war insofern von Interesse, da er
das Ergebnis fiir einen rekombinanten bispezifischen Antikérper vorwegnahm. Diese Aussage
beruht auf der Feststellung, dal der Abstand zwischen den Enzymen im monoklonalen
bispezifischen System nur unwesentlich grofer ist als im rekombinanten System. Es ist nicht
zu erwarten, dal der Aufbau eines Substrate Channeling Systems unter Verwendung eines
rekombinanten bispezifischen Antikdrpers zu einer fiir eine praktische Anwendung relevanten
Verbesserung der Sensitivitit des Systems beitragen konnte. Dies gab den entgiiltigen

Ausschlag zur Aufgabe dieses Ansatzes.
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7.1.4 Photooxidation des Peroxidase-Substrats TMB durch Fluorescein

Die Beobachtung, dal Fluorescein unter Lichteinwirkung die Photooxidation des Substrats
TMB hervorruft, machte die Unterdriickung dieses Effekts in den Experimenten notwendig.
Die Experimente wurden, sobald Fluorescein und TMB in einer gemeinsamen Losung
vorlagen, im Dunkeln weitergefiihrt. Auch ein Arbeiten unter Ausschluf3 von Sauerstoff wire
moglich gewesen. Der Effekt stellt eine Kuriositit dar. Im Zusammenhang mit
immuntechnologischen Anwendungen besitzt er keine bisher erkennbare praktische
Bedeutung.

Es besteht eine Gemeinsamkeit zwischen der beobachteten Photooxidation von TMB und der
Fluoreszenz von Fluorescein. Beide Effekte lassen sich wunspezifisch durch hohe
Proteinkonzentrationen bzw. spezifisch durch Antikorperbindung an Fluorescein
unterdriicken. Viele hochaffine Fluorescein bindende Antikorper, 16schen dessen Fluoreszenz
(Watt und Voss, 1977; Voss, 1984). Der Effekt beruht vermutlich auf der Offnung eines
weiteren Relaxationskanals in Folge der Antikdrperbindung. Somit wird der strahlungsfreie
Ubergang des angeregten Fluoresceins in den Grundzustand méglich. Die eingestrahlte
Lichtenergie geht strahlungsfrei in thermische Energie iiber — die Fluoreszenz unterbleibt. Die
Photooxidation wird unterbunden, indem iiber den gleichen Mechanismus eine
photochemische Aktivierung von molekularem Sauerstoff und somit die Oxidation von TMB
unterbleibt.

Beide Effekte sind gute Beispiele dafiir, dal Antikorper iiber Eigenschaften verfiigen konnen,
die iiber die bloBe Bindung des Antigens hinausgehen. Effekte, welche bei einer einseitigen
Konzentration auf das Bindungsverhalten vielleicht unerkannt bleiben, bzw., wie im Beispiel
der Photooxidation, zu experimentellen Problemen fiihren. Die Nutzung solcher Effekte kann,
wie am Beispiel des Fluorescence Quenching demonstriert, fiir bioanalytische Zwecke sehr

lohnend sein.
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7.2 Aufbau eines homogenen Immunoassay mittels Fluorescence Quenching

Der beschriebene Fluorescence Quenching Immunoassay ist ein schneller, einfach zu
handhabender und dabei sensitiver homogener Immunoassay. Er geniigt damit allen an ein
solches System gestellten Anspriichen.

Es war moglich, den urspriinglich von Nargessi et al. (1979); Zuk et al.(1979) und Ullman
(1981) als Fluorescence Protection Immunoassay vor fast zwanzig Jahren beschriebenen
Immunoassay durch den Einsatz hochaffiner monoklonaler Antikorper substanziell zu
verbessern.

Fiir die damaligen Arbeiten standen lediglich polyklonale Antikérper zur Verfiigung. D.h. es
wurde mit einem Gemisch von Serum-Antikdrpern gearbeitet, die sich in ihrer Affinitdt und
Spezifitit fiir Fluorescein wie auch fiir den Analyten stark unterschieden. Um den Analyten
und das Fluorophor mit der fiir die Demonstration des Testprinzips notwendigen Effektivitit
zu binden, war die Kompensation der durchschnittlich schlechteren Bindungseigenschaften
der Antikorpergemische durch deren hoherkonzentrierten Einsatz erforderlich. Nur durch
diesen Kompromif3 war es moglich, am Fluorophor die notige Loschung der Fluoreszenz
sowie am Analyt-Fluorescein Konjugat den notwendigen gegenseitigen Bindungsausschluf3
zu realisieren. Dies hatte gravierende, sich nachteilig auf die Sensitivitit des Systems
auswirkende Folgen. Die damaligen Experimente konnten daher lediglich das
Funktionsprinzip bestétigen. Eine Trennung der Subpopulationen im Antikdrpergemisch war
vor der Entwicklung der Hybridomtechnik durch Kohler und Milstein (1975) nicht moglich.
Erst der Einsatz monoklonaler Antikorper erlaubt eine iiber den bloBen Nachweis des
Funktionsprinzips hinausgehende Anwendung des Testsystems.

Der etablierte homogene Immunoassay weist fiir den Nachweis von Diuron eine lediglich um
eine GroBenordnung geringere Sensitivitit als ein konventioneller, heterogener
Verdringungsassay auf (Werner et al., in preparation). Die zu 50 % inhibierende
Konzentration wurde fiir den beschriebenen Fluorescence Quenching Immunoassay mit 14,5
nM (3,4 ng/ml) Diuron bestimmt (Sellrie et al., 2006).

Die Sensitivitit des Systems ld6t sich jedoch vermutlich noch weiter steigern. Die
durchgefiihrten Arbeiten dienten lediglich dazu, das Testprinzip soweit zu verbessern, um
praktischen, diagnostischen Anforderungen zu geniigen. Bei den bisherigen Arbeiten wurden
deshalb nur die Konzentrationen der Antikorper und des Konjugats einer Optimierung
unterzogen. Alle Arbeiten, die den eigentlichen Kern des Systems, das Analyt-Fluorophor
Konjugat betreffen, stehen noch aus. Fiir die Experimente wurde ein Konjugat bestehend aus

Monuron und Fluorescein eingesetzt. Damit verband sich die Erwartung, daf sich die
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Verwendung des zum Analyten Diuron strukturell sehr eng verwandten Monuron vorteilhaft
auf die Sensitivitit des Systems auswirken wiirde. Ob die etwas geringere Affinitit des
Antikorpers B91-CG5 fiir Monuron tatsédchlich diese Auswirkung hat, wurde bisher nicht
iberpriift. Ebenso unklar ist die Auswirkung von Linge und Struktur des Linkers zwischen
Analyt und Fluorescein im Konjugat. Fiir das beschriebene Experiment wurden zwei
hochaffine monoklonale Antikorper ausgewdhlt. Inwieweit die Affinititen der eingesetzten
Antikorper EinfluB3 auf die Sensitivitit des Systems haben, wird in weiteren, auf diesen
Arbeiten aufbauenden, Experimenten bestimmt werden. Es ist weiterhin notwendig, die
Kreuzreaktivitit des Assays fiir Diuron strukturell eng verwandte Verbindungen zu
bestimmen.

Das beschriebene System verfiigt iiber eine Reihe auBerordentlich vielversprechender
Eigenschaften, die im folgenden aufgefiihrt werden. Der Fluorescence Quenching
Immunoassay ist ein homogenes System. Wasch- und Inkubationsschritte, die fiir einen
konventionellen, heterogenen Immunoassay typisch sind, sind nicht notwendig. Das
Gleichgewicht im System stellt sich in Sekunden bis Minuten ein (in unserem System erfolgte
die Messung nach fiinf Minuten), was schnelle Messungen zuldft. Dariiber hinaus ist das
System universell einsetzbar, d.h. es ist nicht auf ein oder eine Gruppe von Antigenen
begrenzt. Da monoklonale Antikorper gegen fast jedes Antigen erzeugt werden kdnnen, kann
das System auch leicht fiir andere Hapten-Analyten adaptiert werden. Auch die Analytik von
Proteinen ist moglich, obwohl schwieriger. Dafiir stehen grundsitzlich zwei Wege offen. Zum
einen kann eine sterische Behinderung der Antikorperbindung direkt auf der
Proteinoberfliche ausgenutzt werden, indem gekoppeltes Fluorescein und das Epitop des
Antikorpers in entsprechender rdumlicher Nihe zueinander vorliegen. Dies wurde im Prinzip
von Ullman (1981) und Nargassi (1979) bereits demonstriert. Eine alternative Variante setzt
den Einsatz von Konjugaten bestehend aus Peptid und Fluorescein voraus. Bei den Peptiden
kann es sich dabei um lineare Epitope der Proteinoberfliche oder um Mimotop-Peptide
handeln. Mimotop-Peptide imitieren die Antikorperbindung an das Orginalepitop, haben
jedoch eine andere chemische Struktur (Monzavi-Karbassi et al., 2003). Die Bindung des
Mimotops erfolgt dabei mehrheitlich iiber andere Aminosdure-Seitenketten des Paratops.
Orginalepitop und Mimotop konnen sich dabei gegenseitig aus ihrer Bindung an den
Antikorper (Paratop) verdridngen (Sellrie et al., 2002). Beide Arten von Peptiden kénnen aus
Phagenbibliotheken selektiert werden (Zwick et al., 1998; Bottger et al., 1999). Die Nutzung

dieser Technik wiirde zudem die Auswahl von Peptiden geeigneter Affinitit ermoglichen.
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Da die Affinititen des anti-Analyt und des anti-Fluorophor Antikoérpers einen direkten Einfluf3
auf die Lage des Gleichgewichts haben, kann mit Hilfe des Fluorescence Quenching auch die
Abschitzung (gegebenenfalls sogar Messung) der Affinitit eines Antikorpers, relativ zu der
eines bereits bekannten Antikorpers erfolgen.

Auf Grund seiner Einfachheit bei der Durchfithrung und Universalitit in der Wahl der
Analyten bietet sich das System fiir eine Automatisierung an. Entsprechende Fluorescence
Plate Reader sind kommerziell erhiltlich.

Ein praktischer Einsatz des Fluorescence Quenching Immunoassay erscheint auch aus diesem
Grund als sehr realistisch. Um so erstaunlicher ist es, dall das MeBprinzip bisher nicht mehr
Aufmerksamkeit auf sich zog. Eine Ursache hierfiir kann in einem generellen Problem fast
aller homogener Immunoassays liegen, der wunspezifischen Wechselwirkung von
Bestandteilen der MefBprobe mit den Assay-Komponenten. Dies erschwert insbesondere die
Diagnostik von Analyten in Korperfliissigkeiten, wie z.B. Serum. So ist bekannt, dal hohe
Konzentrationen von Proteinen die Fluoreszenz von Fluorescein 10schen. Dies, sowie die
Eigenfluoreszenz von Komponenten des Serums erschweren bzw. verhindern dann eine
Messung. Die Sensitivitit des etablierten Fluorescence Quenching Systems blieb somit auch
nur bis zu einer Serumkonzentration von einen halben Prozent in der Mefprobe erhalten. Dies
schrinkt die Einsatzfihigkeit des Systems in seiner bisherigen Form ein.

Die Losung des Problems besteht in der Kombination des hier beschriebenen Assay Systems
mit einer zeitaufgelosten Messung der Fluoreszenz (Hemmila und Mukkala, 2001),
vergleichbar mit der bereits beim Fluoreszenz Energie Transfer verwendeten Technik
(Abschnitt 3.2.1.2). Fluorescein erlaubt eine solche Messung nicht und muf3 daher durch
andere Fluorophore ersetzt werden. Dazu bieten sich insbesondere die Cheleate und Cryptate
von Terbium und Europium an (Banzin et al., 2001 und 2002; Mathis, 1993). Erste eigene
Versuche haben gezeigt, daf} sich auch die Fluoreszenz dieser Fluorophore durch geeignete
Antikorperpriparate 10schen 148t (Sellrie et al., unpublizierte Daten).

Es ist damit zu rechnen, da das Prinzip des Fluorescence Quenching Immunoassays,
insbesondere fiir den Nachweis niedermolekularer Substanzen, seinen Platz in

praxisrelevanten Anwendungen finden wird.
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7.3. Selektion Antikorper produzierender Zellen mittels Toxinkonjugaten

Die Toxizitét eines Konjugats aus Ligand und Toxin kann fiir die erfolgreiche Selektion von
Zellen eingesetzt werden, die Liganden bindende Makromolekiile produzieren. Grundlage
dieses Effekts ist die sterische Behinderung der Wechselwirkung der Toxin-Komponente des
Konjugats, mit dessen Zielstruktur in oder auf der Zelle, wenn das Makromolekiil an die

Ligand-Komponente des Konjugats bindet.

Eine solche Inhibition der Toxizitit wurde fiir zwei Proteine gezeigt, die unterschiedliche
Ligand-Toxin Konjugate binden, fiir den anti-Fluorescein Antikdrper B13-DE1 sowie fiir das
Biotin bindende Streptavidin. Das System wurde zudem zur Selektion von E.coli eingesetzt,
die einen den Liganden bindenden scFv exprimieren. Dabei wurden E.coli-Zellen, die den
Fluorescein bindenden scFv B13-DE1 sezernierten, aus einem Gemisch mit anderen Zellen
angereichert.

Als Toxin-Komponente im Konjugat wurde Ampicillin verwendet. Der Begriff Toxin wird in
diesem Zusammenhang sehr weitreichend verwendet, da Ampicillin lediglich das Wachstum
der im Test verwendeten E.coli Zellen inhibiert, jedoch nicht unmittelbar deren Zelltod
verursacht. Fiir den Ausgang der Experimente ist dieser Unterschied jedoch unerheblich. Im
Folgenden wird daher der Begriff Ligand-Toxin Konjugat verwendet, auch wenn es sich im
konkreten Fall um das Konjugat eines Wachstumsinhibitors handelt.

Die beobachteten Effekte sind ausschlieBlich auf die Bindung des Ligandenanteils des
Toxinkonjugats zuriickzufiihren, denn die Wirkung von Ampicillin wurde nicht beeinfluf3t.
Die Ursache dieses Effekts besteht in der sterischen Behinderung der Wechselwirkung der
Toxin-Komponente mit deren Zielstruktur. Nach Bindung des Makromolekiils (gleichgiiltig
ob Antikorper oder Streptavidin) an den entsprechenden Liganden, ist das Ampicillin nicht
langer in der Lage mit den Penicillin bindenden Proteinen (PBP) der Zellmembran von E.coli
zu interagieren. Ampicillin (wie alle anderen B-Lactam-Antibiotika) hemmt das Endstadium
der Peptidoglykansynthese und stort so den Zellwandaufbau der Mikroorganismen. Die
Antibiotika binden dazu die Penicillin bindenden Proteine (PBP). Der B-Lactam-Ring geht
dabei eine kovalente Bindung mit dem aktiven Zentrum des Enzyms Murein-Transpeptidase
ein. Dieses Enzym ist fiir die Quervernetzung des Mureins der Bakterienzellwand notwendig.
In Folge der irreversiblen Hemmung der Murein-Transpeptidase durch das Antibiotikum wird
der Aufbau der Zellwand gestort (Abraham, 1981).

Ob die eigentliche sterische Behinderung durch das Makromolekiil bereits an der Bakterien-
Zellwand oder direkt an den Penicillin bindenden Proteinen der Zellmembran stattfindet, ist

unbekannt. Da jedoch das Biotin-Ampicillin Konjugat (Biotinillin) {iber einen, wenn auch
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kurzen Linker zwischen Biotin und Ampicillin verfiigt, ist zu vermuten, dal} der
Bindungsauschlufl bereits an der Bakterienzellwand erfolgt. Durch Streptavidin gebundenes
Biotinillin ist vermutlich nicht oder nur im begrenztem MalBle in der Lage, diese zu
durchdringen, um somit seine Wirkung auf die Penicillin bindenden Proteine zu entfalten. Das
Ergebnis dieser Uberlegung ist auf das Fluorescein-Ampicillin Konjugat (FITCillin)
ibertragbar.

Die Selektion von scFv exprimierenden E.coli Zellen konnte in einem Modellsystem unter
Verwendung eines Gemisches aus zwei Klonen demonstriert werden. Eine erfolgreiche
Selektion war bis zu einem Mischungsverhiltnis von 1:1000 (Zellen des anti-Fluorescein scFv
exprimierenden Klons : Zellen eines Kontrollklons) moglich (Sellrie et al., 2007). Fiir eine
praktische Anwendung muf} es gelingen, noch seltenere Zellen aus einem komplexeren
Gemisch (ein oder wenige Klone unter mehreren Millionen) zu selektieren.

Der Umstand, daf3 jenseits eines Mischungsverhéltnisses von 1:1000 keine Selektion mehr zu
beobachten war, hat seine Ursache im Aufbau des Experiments. Um Zellwachstum zu
beobachten, ist der Einsatz sehr geringer Zelldichten beim Start des Experiments notwendig.
Da die Experimente auf 96-well Zellkulturplatten in einem Volumen von nur 100 pl
durchgefiihrt wurden, fiihrte dies zu Problemen. Bei sehr ungiinstigen Mischungsverhéltnissen
sind somit keine Zellen mehr vorhanden, die den scFv B13-DE1 produzieren, wodurch eine
Selektion dieser Zellen unmdglich wird. Berechnungen auf Grundlage der Auszdhlung von
auf Kulturplatten gewachsenen Einzellkolonien der Startkultur lieferten die theoretische
Bestitigung fiir das Erreichen einer solchen Grenze bei etwa 1:5000 (Anzahl der Produzenten
zur Anzahl der Kontrollklone).

In Hinblick auf eine praktische Anwendung ist es notwendig, das Design des
Selektionsverfahrens zu veriandern. Insbesondere ist die Anzahl der Klone, aus denen die
Selektion erfolgen soll, stark zu erhohen. Im Anwendungsfall sollte die Selektion aus einer
Bibliothek von scFv sezernierenden Zellen erfolgen. Um dies zu erreichen, ist vermutlich der
Ubergang von einer Selektion in Losung zu einer solchen auf Kulturplatten mit festen
Nidhrmedien notwendig. Erste Experimente in diese Richtung unter Verwendung des
beschriebenen Modellsystems erwiesen sich als schwierig. Es gelang bisher nicht, fiir die
Selektion geeignete Kulturplatten, von definierter und homogen auf der Platte verteilter
Konzentration des Ligand-Toxin Konjugats (FITCillin) herzustellen. Die fiir das GieBBen der
Agar-Platten notwendigen Temperaturen wirkten sich negativ auf die Stabilitdt des
Ampicillin-Konjugats aus. Ein Ausstreichen des Konjugats, wie normalerweise iiblich, fiihrt

zu dessen inhomogener Verteilung. Die Probleme der Stabilitit und der homogenen
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Verteilung des Konjugats sind kritisch, da im Selektionsexperiment die Konzentration des
Konjugats sehr genau eingehalten werden muf, sie liegt nur geringfiigig iiber der ohnehin
tolerierten Ampicillin-Konzentration.

Die Losung fiir dieses Problem sollte der Einsatz eines Kulturmediums sein, das sich bei
Raumtemperatur verfestigt. Dies konnte z.B. durch den Zusatz eines die Polymerisation eines
Mediumbestandteils startenden Katalysators erfolgen.

Die Selektion aus Antikorper-Bibliotheken verursacht weitere Probleme. Mit dem
beschriebenen System, ist man gezwungen, mit verhéltnismifBig geringen Toxinkonzentration
zu arbeiten. Die Ursache hierfiir wird offensichtlich, sobald man in Rechnung stellt, da} zur
Inaktivierung eines Toxinmolekiils ein Makromolekiil notwendig ist. Es findet keine Katalyse
mit einem entsprechenden Umsatz statt. Insbesondere, sobald mehrere Selektionsrunden
notwendig werden, ist das Auftreten von Resistenzmutationen unvermeidlich. Dies war
vermutlich auch die Ursache fiir die Beobachtung, dafl eine zweite Selektionsrunde nicht zu
einer Verbesserung des Selektionsergebnisses der ersten Runde fiihrte. Ein weiteres
Hindernis, das bei der Selektion aus Antikorper-Bibliotheken auftreten wird, ist die
Anreicherung von  Zellen, deren Expressionsprodukt den  Toxinanteil bzw.
Ubergangsstrukturen zwischen Ligand und Toxin binden. Sowohl dieses Problem als auch das
der Resistenzmutationen kann geldst werden, wenn wenigstens zwei unterschiedliche Toxine
als Konjugate des Liganden in alternierender Reihenfolge zum Einsatz kommen.

Dies macht jedoch den Einsatz weiterer Toxine zusitzlich zum Ampicillin notwendig. Diese
miissen niedermolekular, stabil, kommerziell erhiltlich, leicht einer Kopplung an den
Liganden zugénglich und nach erfolgter Kopplung weiterhin toxisch sein. Das Auffinden von
weiteren diese Anforderungen erfiillenden Toxinen ist zweifellos moglich, wenn auch
schwierig.

Das vorgestellte Selektionsverfahren ist bisher beschrinkt auf die Selektion von
Makromolekiilen, die niedermolekulare Substanzen binden. Die Konjugation -eines
Makromolekiils (wie z.B. eines Proteins) an das Toxin wird in den allermeisten Fillen zum
Funktionsverlust des Toxins fithren. Selbst wenn dies ausbleiben sollte, ist nicht zu erwarten,
daB} die Toxizitit durch Bindung eines weiteren Makromolekiils moduliert wird, zumindest
nicht auf Grundlage des postulierten Mechanismus.

Es ist jedoch moglich die Methode auch auf Proteine auszuweiten, wenn geeignete, aus der
DNA-Sequenz des Proteins abgeleitete, Peptide im Konjugat mit dem Toxin zum Einsatz

kommen. Da jedoch nicht alle so gewonnenen Peptid-Binder auch das native Protein binden,
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muf} sich an diese Selektion ein konventionelles Screening auf Bindung des Proteins
anschlieBen.

Das hier etablierte System verfiigt {iber weitere potentiell sehr interessante
Anwendungsmoglichkeiten. Der durch das Toxinkonjugat ausgeiibte Selektionsdruck wirkt in
zweierlei Richtung auf die Zelle. Sie kann diesem Druck, wenn dieser langsam durch
steigende Konzentrationen des Toxinkonjugats erhoht wird, durch die Produktion eines
besseren d.h. hoher affineren Binders oder durch die bloBe Erhohung der Produktion des
Binders begegnen. Beide Eigenschaften sind in der Praxis angestrebte Merkmale. Die
Veridnderung von Affinitit, Spezifitit und Expression des bindenden Makromolekiils kann
durch Mutagene beeinfluf3t werden (Adams and Schier, 1999).

Eine weitere Anwendung eines Toxinkonjugats konnte darin bestehen, die Antikorper-
produktion eines Klons stabil aufrechtzuerhalten. Im Normalfall gewinnen Zellen, die die
Produktion des von ihnen zuvor in grofler Menge exprimierten Proteins aufgeben, einen
Selektionsvorteil gegeniiber jenen, die die Expression weiter aufrechterhalten. Die
Anreicherung der Nichtproduzenten in der Kultur konnte durch das Toxin-Konjugat
unterbunden werden.

Alle bisherigen Betrachtungen bezogen sich auf den Einsatz des beschriebenen Systems zur
Selektion von Zellen, die ein Molekiil mit gewiinschten Bindungseigenschaften exprimieren.
Aber auch die vollstindige Umkehrung des Systems erscheint moglich, d.h. der Einsatz zum
Auffinden eines Liganden fiir einen gegebenen Binder. Mit Hilfe der kombinatorischen
Chemie ist es moglich, eine Vielzahl von Verbindungen zu synthetisieren und diese im
Anschlu3 mit einem entsprechenden Toxin zu konjugieren. Diese Toxinkonjugate konnen,
nachdem sie auf Erhalt ihrer Toxizitédt getestet wurden, einzeln oder in Gruppen hinsichtlich
ihrer biologischen Wirkung auf Zellen untersucht werden, die das bindende Molekiil
produzieren. In einem solchen Testansatz iiberleben die Zellen nur dann, wenn die durch
kombinatorische Chemie entstandene Verbindung durch das von der Zelle produzierte
Makromolekiil gebunden wird. Eine Automatisierung des Prozesses ist jedoch spitestens an
dieser Stelle unumginglich. Aber auch hierfiir bietet sich das Selektionsverfahren auf Grund
seiner Einfachheit an.

Das wichtigste Ziel ist jedoch die Adaption des Selektionsverfahrens auf die Produktion von
monoklonalen Antikoérpern in Erweiterung oder Erginzung der Hybridomtechnik. Diese ist
bisher auf ein Screening der erzeugten Hybridome angewiesen. Dies ist ein sowohl zeit- als
auch materialaufwendiger Vorgang, der einen Grofteil der anfallenden Kosten ausmacht.

Eine Losung in Form eines einfach zu handhabenden Selektionsverfahrens wére von groflem
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wirtschaftlichen Nutzen. Die Etablierung eines solchen Verfahrens erscheint méglich, wie
erste Vorversuche unter Verwendung von Zytostatika-Toxin-Konjugaten nahelegen.

Das vorgestellte Selektionsverfahren wird sich dabei durch seine Einfachheit stark von allen
anderen Losungsansitzen zur Umgehung oder Erleichterung des Screenings bei der
Hybridomtechnik unterscheiden. Unter den publizierten Losungsansidtzen bedienen sich
mehrere der Zellsortierung mittels Durchfluzytomerie (Gray et al., 1995; Carroll et al., 2004
und 2005; Bohm et al., 2005). Eine andere kiirzlich publizierte Technologie ist das
sogenannte microengraving (Love et al., 2006). Dabei werden die Hybridomzellen in
Vertiefungen einer vorgefertigten Polymermatrix abgelegt und deren Sekretionsprodukt auf
einem mircoarray analysiert. Keine dieser Technologien ist soweit ausgereift, ein Screening
zur Gewinnung von Hybridomen zu ersetzen. Allen gemeinsam ist ihr groer technischer
Aufwand. Ich gehe davon aus, daf der hier vorgeschlagene Weg, einer Selektion der
Antikorper produzierenden Zellen mittels Toxinkonjugaten, eine einfacheren Weg zur Losung

des Problems bieten kann.
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