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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem der Vertebraten ist ein komplexes, ineinander greifendes und redundantes
System und dient zur Erhaltung der Individualstruktur. Hierzu werden korperfremde
Substanzen, wie z. B. Bakterien, Viren oder Parasiten, abgewehrt und verdnderte
Korperzellen, wie z.B. maligne entartete Zellen, kontinuierlich eliminiert. An diesen
Vorgéingen sind die Organe des lymphatischen Systems (Knochenmark und Thymus als
primdre lymphatische Organe und Lymphknoten, Milz, darmassoziiertes (GALT) und
mukosaassoziiertes lymphatisches Gewebe (MALT) als sekundére lymphatische Organe),
sowie Zellen (z.B. Leukozyten), Molekiile und Molekiilverbidnde (Immunglobuline,
Lymphokine) beteiligt. Bei den korperfremden Substanzen kann es sich um Molekiile oder
Organismen (z.B. Bakterien und Viren) handeln. Zu deren Abwehr stehen mehrere
Mechanismen zur Verfiigung, welche durch das unspezifische und das adaptive Immunsystem
ausgelost werden.

Das unspezifische Abwehrsystem, auch angeborenes Abwehrsystem genannt, stellt fiir das
Individuum einen Schutz in den ersten Tagen einer Erstinfektion dar, bis das adaptive
Immunsystem aktiviert geworden ist. In der Frithphase der Infektion bedient sich das
angeborene Immunsystem zum einen des Komplementsystems (im Serum und auf
Zelloberflichen vorkommende Proteine, welche, ohne Anwesenheit von Antikdrpern, in den
Organismus eingedrungene Fremdstoffe, inaktivieren konnen) und zum anderen der
Makrophagen. Aktivierte Makrophagen sind befdhigt zur Phagozytose des Fremdstoffes und
zur Freisetzung von z.B. Interleukin 1 und 6, welche ihrerseits die Sekretion von akut-Phase-
Proteinen (v.a. CRP, a;-Antitrypsin, Fibrinogen, Haptoglobin und Coeruloplasmin) in der
Leber stimulieren. Die akut-Phase-Proteine konnen das Komplementsystem aktivieren.

Das adaptive, erworbene Abwehrsystem eliminiert spezifisch Antigene, bzw. Zellen, die diese
Antigene tragen. Lymphozyten, welche als T- und B-Lymphozyten vorkommen, werden
durch Kontakt mit Antigenen spezifisch aktiviert. T-Lymphozyten aktivieren entweder als T-
Helferzellen die B-Lymphozyten oder greifen als zytotoxische T-Zellen den korperfremden
Erreger direkt oder mit ihm befallene Zellen an und lysieren diese. B-Lymphozyten werden
durch den Antigen-Kontakt und durch Co-Stimulation von T-Helferzellen zur Produktion und
Sekretion von spezifischen Plasmaproteinen (Antikdrper) angeregt. Diese Proteine binden
spezifisch an Antigene und opsonieren sie fiir phagozytierende Zellen und das
Komplementsystem (Aktivierung iiber klassischen Weg), welche dann die Fremdstoffe aus
dem Organismus eleminieren (Lo6ffler, 1997; Junqueira, 1996; Abbas, 1997; Janeway, 1997).
Sowohl bei dem angeborenen, wie bei dem erworbenen Immunsystem spielen Zytokine als
Botenstoffe des Immunsystems eine wichtige Rolle (Abbas, 1996).

1.2 Zytokine und deren Rezeptoren

Bei dem angeborenen Abwehrsystem findet die Produktion und Sekretion der Zytokine zum
groBten Teil in den mononukledren Phagozyten statt, weshalb diese Zytokine auch Monokine
genannt wurden. Die Zytokine, welche im Rahmen des erworbenen Abwehsystems auftreten,
werden vor allem in den T-Lymphozyten gebildet. Deshalb werden sie auch als Lymphokine
bezeichnet (Abbas, 1996).
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1.2.1 Zytokine

Bereits in den Jahren von 1950 bis 1970 fanden Untersuchungen iiber Zytokine statt. Im
Zentrum der Forschungen stand die Charakterisierung von bestimmten Proteinen. Man fand
z.B. die antivirale Wirkung von Interferon (Lindenmann, 1957; Isaacs, 1960) oder die zu
Fieber fiihrenden Pyrogene (Petersdorf, 1975; Kenton King, 1957). Dariiber hinaus wurden
viele Zytokine gereinigt und neutralisierende Antiseren entwickelt. In den folgenden Jahren
fand mittels moderner labortechnischer Verfahren, wie z. B. molekulare Klonierung, eine
weitere Aufkldrung der Zytokine und ihrer Struktur und Eigenschaften statt. Dennoch ist
immer noch nicht zur Ginze geklart, wie wichtig bestimmte biologische Wirkungen von
Zytokinen in vivo sind und welche davon notwendig sind, um ganz bestimmte definierte
biologische Reaktionen zu erzeugen. Da seit einigen Jahren Zytokine und deren Antagonisten
im Rahmen von klinischen Therapien eingesetzt werden, wird es immer wichtiger,
prognostische und krankheitsverlaufsmodulierende Auswirkungen dieser Zytokine /
Antagonisten zu kennen. Nur dadurch ist eine gezielte, erfolgreiche und moglichst
nebenwirkungsarme Beeinflussung der Immunreaktionen moglich (Abbas, 1996).

Betrachtet man die Zytokine, so kommt man zu dem Schluss, dass sie eine heterogene Gruppe
von Proteinen und Glykoproteinen sind, welche eine grof3e Variabilitit beziiglich Struktur und
Wirkung besitzen. Nichts desto weniger lassen sich vier grofle Bereiche beziiglich der
Wirkung und Funktion von Zytokinen abgrenzen (Abbas, 1996).

» Mediatoren des angeborenen Abwehrsystems

» Regulatoren der Aktivierung, des Wachstums und der Differenzierung von
Lymphozyten

» Regulatoren des erworbenen Abwehrsystems

» Regulatoren des Wachstums und der Differenzierung von Leukozyten

Zytokine lassen sich nicht nur im Rahmen von pathologischen Prozessen (vor allem
Entziindungen) laborchemisch detektieren, sondern kommen auch unter physiologischen
Bedingungen vor. Im Rahmen von physiologischen Prozessen sind Zytokine ebenso an der
Regulation von Zellen, deren Wachstum und Differenzierung beteiligt. Hierbei kdnnen sie vor
allem auf das hidmatopoetische System sowohl einen inhibitorischen als auch einen
stimulierenden Einfluss haben (Kirchner, 1993). Ebenso wie bei der Wirkung und Funktion,
lassen sich bei den Zytokinen, bei Wahrung aller Vielfalt, typische Eigenschaften ausmachen,
welche allen zu eigen sind. So findet man folgende gemeinsame Eigenschaften (Abbas, 1996;
Janeway, 2002):

Zytokine regulieren die Entziindungsreaktionen und die Immunantwort.

Die Sekretion von Zytokinen ist ein kurzer, sich selbstlimitierender Vorgang, bei
dem in der Regel keine praformierten Zytokine gespeichert werden.

Zytokine konnen von verschiedenen Zelltypen produziert und sezerniert werden.
Zytokine beeinflussen verschiedene Zelltypen (= Pleiotropismus).

Zytokine konnen auf ein und dieselbe Zelle unterschiedliche Wirkungen haben.
Die Wirkung von Zytokinen ist redundant.

Zytokine konne zur Produktion und Sekretion von anderen Zytokinen beitragen.
Zu Beginn einer Zytokinwirkung muss eine Bindung an einen spezifischen
Rezeptor stattfinden. Fiir gewohnlich besteht zwischen Zytokin und spezifischem
Rezeptor eine sehr hohe Affinitit (Dissoziationskonstanten zwischen 10" und
107'%), so dass schon geringe Konzentrationen von Zytokinen zu einer biologischen
Wirkung fiihren (Tsujimoto, 1986; Reinemer, 2000).

Dabei kann die Wirkung des Zytokins am Rezeptor
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- autokrin (Zielzelle ist die Zytokin sezernierende Zelle selbst),
- parakrin (Zielzelle ist in direkter Umgebung der sezernierenden Zelle) oder
- endokrin (Zielzelle ist eine rdumlich weit entfernte Zelle) sein.

1.2.2 Rezeptoren der Zytokine

Zytokine erzielen ihre Effekte, indem sie mit einer sehr hohen Affinitit an Rezeptoren binden.
Dadurch findet eine Signaltransduktion statt. Das extrazelluldre Signal, in Form des
vorhandenen Zytokins als Ligand, wird in ein intrazelluldres Signal umgewandelt, indem der
Ligand an den Rezeptor bindet und dieser intrazellulire Reaktionen in Gang setzt.
Zytokinrezeptoren sind Transmembranrezeptoren, was bedeutet, dass das Molekiil in den
meisten Féllen einen extrazelluldren, einen transmembranéren und einen intrazelluldren Anteil
hat. Auf Grund von bestimmten Strukturmotiven lassen sich die Zytokinrezeptoren in flinf
unterschiedliche Familien einteilen (Abbas, 2000; Janeway, 2002).

>

Ig-Superfamilie:

Diese Rezeptoren besitzen extrazellulire Immunglobulindoménen. Zu dieser
Gruppe gehoren die Interleukin-1-Rezeptoren und die Rezeptoren von M-CSF.
Familie der Rezeptoren fir Zytokine und hamatopoetischen
Wachstumsfaktor (Zytokinrezeptor-Typ-I):

Man findet bei diesen Rezeptoren, bevorzugt kurz vor dem transmembraniren
Teil, eine konservierter Aminosdurensequenz. Diese strenge Abfolge von fiinf
Aminosduren besteht aus Tryptophan-Serin-X-Tryptophan-Serin (WSXWS),
wobei das X durch eine beliebige Aminosdure ersetzt werden kann. Diese
Rezeptoren binden Zytokine, die vier o—Helix-Stringe besitzen, wie Interleukin
(IL) -2 bis -7, sowie IL-9, -11 bis -13, IL-15 GM-CSF und G-CSF.
Der IL-6-Rezeptor weist sowohl eine Ig-Doméne wie eine WSXWS-Sequenz auf.
Familie der Interferon-Rezeptoren (Zytokinrezeptor-Typ-I11):

Bei diesen Rezeptoren fehlt die Aminosdurensequenz WSXWS, wobei man
dennoch Sequenzhomologien findet. Liganden, welche an diese Rezeptoren binden
sind allen voran die Interferone. Auflerdem Interferon-like-molecules sowie
Interleukin -19, -20, -22, -24, -26, -28A, 28-B und 29.

Familie der TNF-Rezeptoren (Zytokinrezeptor-Typ-I111):

In dieser Familie findet man zwei TNF-Rezeptoren, zum einen den TNF-Rezeptor
mit einem Molekulargewicht von 55 kDa (pS5TNFR) und zum anderen den TNF-
Rezeptor mit einem Molekulargewicht von 75kDa (p75TNFR). Das gemeinsame
Merkmal sind die konservierten cysteinreichen Extrazellulirdoménen (Paul, 1999).
Die bindenden Liganden sind Trimere und fiihren durch das Binden an den
Rezeptor zu einer Trimerisierung der Rezeptoren (Janeway, 2002). Der
Rezeptorkomplex fiihrt dann zu einer Induktion von Apoptose oder
Genexpression.

Familie der sieben transmembranen Helices:

Hierbei findet man eine siebenfache, helikale Struktur, welche sich im
Transmembran-Anteil des Rezeptors befindet. Die Rezeptoren sind im Zytoplasma
an ein heterotrimeres GTP-bindendes Protein gekoppelt. Diese Art von Rezeptoren
findet man bei den Chemokinrezeptoren.
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1.3 TNF und seine Rezeptoren

Wie bereits oben erwihnt, findet man zwei TNF-Rezeptoren. Beziiglich der Bezeichnung
dieser beiden Rezeptoren besteht zurzeit eine uneinheitliche Nomenklatur. Je nach Autor und
Literatur, werden unterschiedliche Bezeichnungen fiir die Rezeptoren verwendet. Der TNF-
Rezeptor 1 (TNFR1) wird auch noch als p55/p60 (mouse/human), CD120a, TNFRSF1A oder,
wie im Folgenden verwendet, als pSSTNFR bezeichnet. Ebenso verhélt es sich bei dem TNF-
Rezeptor 2 (TNFR2). Er wird auch noch bezeichnet als p75/p80 (mouse/human), CD120b,
TNFRSFIB oder p75TNFR. Im Folgenden wird fiir diesen Rezeptor letztere Bezeichnung,
also p75TNFR, verwendet (Byungsuk, 1999).

1.3.1 TNF

Der Tumor-Nekrose-Faktor wurde urspriinglich im Serum von Tieren gefunden, welche mit
LPS (=Lipopolysacchariden), einem Bestandteil der Zellwand von gram-negativen Bakterien,
behandelt wurden. Bei diesen Tieren fithrte TNF zu einer Nekrose von Tumoren, was
namensgebend war (Carswell, 1975). Schon tiber 80 Jahre frither wurde ein Zusammenhang
zwischen Tumornekrose und bakterieller Infektion konstatiert. Vereinzelt kam es bei
Patienten mit einem Sarkom zu einer spontanen Tumornekrose, wenn zusitzlich ein Erysipel
auftrat (Coley, 1893). In den folgenden Jahren gelang die Klonierung von TNF (Aggarwal,
1985) und die Identifizierung von TNF als das schon bekannte Kachektin (Beutler, 1985).
Kachektin ist ein Protein, welches vor allem im Rahmen von malignen Erkrankungen gebildet
wird und zu der oft krankheitstypischen Kachexie, daher auch der Name, fiihrt.

Der Genlocus von TNF befindet sich beim Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms
6 (Chr. 6p) (Newin, 1985; Spies, 1986). Exprimiert wird humanes TNF als Trans-Membran-
Protein. Es findet die Translation einer Vorlduferform von 233 Aminosduren, mit einem
Molekulargewicht von 26 kDa, statt, welche post-translational noch modifiziert wird
(Stevenson, 1992; Utsumi, 2001).

Mittels proteolytischer Prozessierung des membranstindigen TNF entsteht das
freizirkulierende humane-TNF, bestehend aus 157 Aminosduren und mit einem
Molekulargewicht von 17 KDa. Die Prozessierung findet vor allem mittels
TACE (=TNF-alpha-Cleavage-Enzyme) / ADAMI17 statt, einer Metalloproteinase, bestehend
aus 824 Aminosduren (Moss, 1997; Black, 1997). TNF bildet nach der Expression sofort ein
Homotrimer aus (Smith, 1987). Das als Homotrimer systemisch zirkulierende TNF ist nur bei
pathologischen Zustinden wie akuten oder chronischen inflammatorischen Erkrankungen
detektierbar (Wingfield, 1987). Strukturell zeigt es eine pyramidale Form, deren
Rezeptorbindungsstelle sich an der Nahtstelle der drei Monomere der Pyramide befindet
(Banner, 1993). Dadurch hat es die Mdglichkeit, an drei Rezeptoren gleichzeitig zu binden
(Abbas, 1996; Wallach, 1999). Die Wirkung von TNF ist charakterisiert durch eine
beeindruckende Dualitét. Er fiihrt sowohl zu einer Induktion von Wachstum und Reparatur als
auch zu einer, oft tddlich endenden Schadigung des Organismus (Wallach, 1999; Tartaglia,
1993). TNF ist sowohl ein Mediator des angeborenen als auch des erworbenen
Abwehrsystems. Er stellt den zentralen Mediator bei der akuten Immunreaktion gegen gram-
negative Bakterien dar. Medizinisch bedeutsame gram-negativ Bakterien sind unter anderem
Neisserien, Pseudomonas, Vibrio, Helicobacter, Haemophilus, Legionella, Treponemen,
Enterobakterien und Borrelien (Hof, 2000). Der immunologisch aktive Teil der gram-
negativen Bakterien sind die Lipopolysaccharide (= LPS, auch Endotoxin genannt) und
stammen aus der Bakterienzellwand. LPS induziert bei Monozyten und anderen Zellen (z.B.
T- / B-Lymphozyten, Granzulozyten, Mastzellen) die Produktion von TNF (Ménnel, 2000).
LPS in niedrigen Konzentrationen fiihrt zu einer Aktivierung von mononukledren Phagozyten.
In hoheren Konzentrationen beobachtet man Gewebeschiddigungen, Verbrauchskoagulopathie



Einleitung 5

(= DIC = disseminierte intravasale Koagulopathie) und septische Schockzustinde, welche
letztendlich sehr oft letal enden. TNF stellt einen der wichtigsten Mediatoren der LPS-
induzierten Reaktionen dar. Darliber hinaus spielt TNF eine wichtige Rolle bei der
immunologischen Reaktion bei Infektionen mit Pilzen, Protozoen, Bakterien, und Viren. So
fand man bei HIV (= human immunodeficiency virus) - Infektionen (Aukrust, 1994; Hober,
1996) und bei HCV (Hepatits C Virus) - Infektionen (Zylberberg, 1999) im Serum der
Patienten eine deutlich erhohte TNF-Konzentration. Ebenso detektierte man bei Patienten mit
einer Parvovirose-B19 erhohte TNF-Konzentrationen, die Einfluss auf die Auspriagung der
Symptome und das Out-come der Infektion hatten (Kerr, 2001; Barasch, 2003). AuBlerdem
spielt TNF bei den akuten und chronischen Arthritiden, welche im Rahmen von Parvovirus-
B19-Infektionen auftreten konnen, eine wichtige Rolle (Fu, 2002). Die mittels TNF induzierte
immuno-biologische Reaktion ist abhidngig von der Konzentration. Liegt eine niedrige
Konzentration (ca. 10 9 M) von TNF vor, so wirkt es nur am Ort der Produktion, es steht die
para- und autokrine Funktion des Mediators im Vordergrund. Es werden Endothelien
angeregt, Adhésionsmolekiille zu exprimieren, so dass sie systemisch-zirkulierende
Leukozyten binden. Dariiber hinaus bedingt TNF bei neutrophilen Granulozyten eine
erleichterte Adhdsion an die Endothelzellen. Dadurch findet am Ort der Inflammation eine
Akkumulation von Entziindungszellen statt. TNF fiihrt ebenso zu einer Aktivierung von
Leukozyten und Phagozyten, was wiederum zu einer Anregung der Produktion von Zytokinen
(auch TNF selbst) und Chemokinen fiihrt. Schlussendlich hat TNF eine viro-protektive
Wirkung, indem es zu einer Steigerung der MHC-I-Expression fiihrt und so die Lyse der
Viren erleichtert wird. Ist die TNF-Sektretion auf Grund ausreichend starken Stimuli groBBer
(bei septischen Zustinden bis 10 7 M), so fiihrt dies zu einer systemischen Wirkung und es
steht die endokrine Funktion im Vordergrund. TNF fiihrt dann, ebenso wie Interleukin-1 als
endogenes Pyrogen, zu einem Anstieg der Korpertemperatur und es kommt zu fieberhaften
Symptomen (Kluger, 1979). TNF und IL-1 fiihren am Thermoregulationszentrum im
Hypothalamus zu einer Hochregulierung des Sollwertes und einer konsekutiv hoheren
Syntheseleistung von Prostaglandinen (vor allem Prostaglandin E, = PGE,) (Hellon, 1991;
Kluger, 1991). Dariiber hinaus bewirkt TNF bei Phagozyten und vaskuldren Endothelzellen
eine Sektretion von IL-1 und IL-6. AuBlerdem wird eine Aktivierung des Gerinnungssystems
und eine Suppression der Mitoserate des hdmatopoetischen Systems bewirkt (Jacobsen,
1995). Besteht eine hohe systemische TNF-Konzentration iiber eine ldngere Zeit, so fiihrt dies
zu einer katabolen Stoffwechsellage und es kommt zur Kachexie, wobei die TNF-induzierte
Appetitlosigkeit im Vordergrund steht (Cerami, 1985).

Kommt es im Rahmen einer bakteriellen Infektion mit gram-negativen Erregern zu einem
passageren Anstieg der TNF-Konzentration auf iiber 10 ~' M, so fiihrt dies zum septischen
Schock des Individuums mit hauptséchlich lebensbedrohlichen hypotonen und hyperdynamen
Herz-Kreislaufinsuffizienzen, disseminierten intravasalen Koagulopathien (DIC) und
Hypoglykdmien. Zentrale Mediatoren bei septischen Zustinden sind TNF und IL-1. Trotz
intensivmedizinischer Techniken wie Kreislaufilberwachung, maschineller Beatmung und
Nierenersatzverfahren sowie hochwirksamer Breitspektrumantibiotika, konnte die hohe
Letalitdt von bis zu 70 % nicht grundlegend gesenkt werden (Riedemann, 2003; Angus, 2001;
Martin, 2003; Epidem. Bulletin Nr. 35, 2003).

1.3.2 TNF-Rezeptoren

Es existieren zwei membranstindige TNF-Rezeptoren, bei denen es sich um Typ-II-
Membran-Proteine handelt. Anfang der 90er Jahre gelang die Klonierung der Rezeptoren
(Loetscher, 1990). Die Bezeichnung der Rezeptoren mit pSSTNFR und p75TNFR wurde auf
Grund des jeweiligen Molekulargewichts gewihlt. Der Rezeptor gliedert sich in einen sehr
homologen extrazelluldre, einen hydrophoben transmembranédren und einen sehr variablen
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intrazelluliren Teil. Man findet bei beiden im extrazelluliren Bereich eine cysteinreiche
Domine, welche fiir die Rezeptoren typisch ist und es besteht eine ca. 30%ige
Sequenzhomologie. Bei beiden Rezeptoren stellt man eine hohe Ubereinstimmung beziiglich
der Bindungsstellen mit dem Liganden fest. An dem zytoplasmatischem Teil des pSSTNFR
findet man einen Bereich, der ,,Todesdoméne* genannt wird. Diese ,,Death domain“ kann
nach Bindung des Liganden an den extrazelluldren Teil eine Kaskade von zelluldren
Proteasen, so genannte Caspasen, auslosen und damit zum programmierten Zelltod (auch
Apoptose genannt) flihren (Tartaglia, Ayres, 1993; Wallach, 1999;).

Das zytoplasmatische Ende des p75TNFR besitzt keine ,,Death domain®, sondern weist einen
Rezeptoranteil auf, an dem Liganden binden konnen, welcher als TNF-receptor associated
factors (= TRAFs) bezeichnet werden (Rothe, 1994). Bei den TRAFs hat man bisher 6 Typen
gefunden, wobei nur TRAF 1 und TRAF 2 an den p75TNFR binden. TRAF 1 ist ein 45 kDa
grof3es Protein und wird fast ausschlieBlich in Milz- und Lungengewebe exprimiert. TRAF 2
hingegen ist ein ubiquitdr vorkommendes Protein mit einem Molekulargewicht von 56 kDa
(Rothe, 1994). Bei TRAF 3 findet man eine Interaktion mit CD 40 und dem Epstein-Barr-
transforming-Protein LMP 1, bei TRAF 4 eine Interaktion mit CD 40 und LT-B-Rezeptor und
TRAF 6 spielt eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion von IL-1 (Darnay, 1997). Die
Bindung dieses Liganden an den Rezeptor fiihrt dazu, dass der klassische NFxB-Pathway
aktiviert wird (Wajant, 2003). Die TNF-Rezeptoren sind im Organismus weit verbreitet und
kommen in fast allen Geweben vor. Einige Zellen exprimieren beide Rezeptorformen, jedoch
scheint pS5TNFR deutlich hdufiger exprimiert zu werden und ist wesentlich weniger auf
bestimmte Zelltypen beschriankt, als p75STNFR. Dieser ist vor allem auf immumodulierende
Zellen beschrinkt und erfdhrt eine stirkere regulierende Kontrolle beziiglich seiner
Expression (Smith, 1990; Dembic, 1990; Ware, 1996). Eine grof3e Zahl von Agenzien sind in
der Lage, die Regulation der TNF-Rezeptoren-Expression zu regulieren. IFN-y fiihrt bei
vielen Zelltypen zu einer Hochregulation der TNF-Rezeptoren, wodurch die Anzahl der
Rezeptoren ansteigt. Dies scheint auch mit ein Grund fiir die beobachteten synergistischen
Effekte von TNF und IFN-y zu sein (Tsujimoto,Yip 1986; Aggarwal, Eessalu 1985). Ruhende
T-Lymphozyten exprimieren keine TNF-Rezeptoren, kdnnen aber mittels IL-2 dazu
stimuliert werden (Owen-Schaub, 1989). Ebenso stellen LPS und hypoxische Zustdnde
addquate Stimuli dar, um eine Hochregulation von p75TNFR zu induzieren (Seitz, 1998).

Zu den Agenzien, welche zu einer Herunter-Regulation, und damit zu einer Reduktion der
Rezeptoren-Anzahl fiithren, zdhlen IL-1, IL-6, TGF-B, Retinoide und TNF selbst (Aderka,
1996).

Im Rahmen von immunologischen Abwehrreaktion gegen potentielle Krankheitserreger
scheint pSSTNFR eine zentrale Rolle einzunehmen. Unter experimentellen Bedingungen
zeigten Méuse, welche nicht in der Lage waren pSSTNFR zu exprimieren, keine Reaktion auf
LPS-Applikation. Im Vergleich dazu erlitten die Wildtyp-Méuse einen septischen Schock
nach LPS-Applikation. Des weiteren zeigten die defizienten Maiuse eine deutlich hohere
Anfilligkeit fiir die Infektion mit anderen Erregern, wie z.B. Listeria monocytogenes (Pfeffer,
1993; Rothe, 1993). Dies bestitigt die Annahme, dass p55TNFR im Rahmen von
Abwehrvorgéngen gegen Erreger eine zentrale Rolle spielt.

Nimmt man p75TNFR-defiziente Méuse und vergleicht diese mit dem Wildtyp, so lassen sich
keine groBen Unterschiede konstatieren. Lediglich ein reduziertes Ansprechen auf TNF und
eine geringer Anfilligkeit fiir Hautnekrose ist auszumachen (Erickson, 1994). Dieselbe
Metalloprotease (TACE / ADAM17), welche bei der Prozessierung des membranstindigen
TNF zur proteolytischen Freisetzung des freien TNF fiihrt, kann zu einer Abspaltung des
TNF-Rezeptors von der Zellmembran fithren. Die so 16slich gewordenen TNF-Rezeptoren
konnen TNF abfangen und so dessen Wirkung neutralisieren (Mohler, 1993). Die
proteolytische Freisetzung von p75TNFR kann, bei Makrophagen und T-Zellen mittels TNF
und LPS induziert werden (Crowe, 1993; Lantz, 1994).
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Das es fiir den gesamten Organismus und fiir die einzelne Zelle wichtig ist, den
extrazelluliren Anteil der TNF-Rezeptoren abzuspalten, wird durch das ,,Tumor-Nekrosis-
Factor Receptor-Associated Periodic Syndrom* deutlich, welches bei einem Gendefekt
auftritt. Auf Grund des Gendefektes kommt es zu einer Mutation im pS5TNFR, so dass er
nicht mehr abgespalten werden kann. Dadurch erleiden die Patienten rezidivierende febrile
und inflammatorische Zustidnde (Aksentijevich, 2001). Die l6slichen extrazelluldren Anteile
von TNF-Rezeptoren sind sowohl bei gesunden wie auch bei an diversen Krankheiten
leidenden Individuen in Serum und Urin zu detektieren. Néhere Ausfiihrungen dazu unter
1.3.3. Durch alternatives Spleilen gibt es neben dem loslichen p75TNFR noch andere
Isoformen, deren biologische Relevanz nicht geklirt ist.

1.3.3 Klinische und therapeutische Aspekte des TNF / TNFR-Systems

Bei einer sehr groBen Anzahl von Erkrankungen wurde im Serum, in der Synovialfliissigkeit
und im Urin von Patienten eine erhohte Konzentration von sowohl TNF als auch seiner
l6slichen Rezeptoren, pSSTNFR und p75TNFR, gemessen (Bartholdy, 1999). Die beiden
16slichen Rezeptoren konnen bereits in geringer Menge im Gesunden in Serum und Urin
detektiert werden. In einer wesentlich hoheren Konzentration findet man sie dann bei
Patienten, welche an chronischer Polyarthritis (Cope, 1992), septischen Zustidnden (Schrdder,
1995) oder systemischen Lupus erythematodes (Aderka, 1993) litten. AuBBerdem konnte bei
Patienten mit malignen Neoplasien eine erhdhte TNFR-Konzentration gemessen werden
(Aderka, 1991). TNF findet man bei den unterschiedlichsten Infektionskrankheiten, wie HIV-
Infektionen und AIDS, bei Menigitiden bakterieller Genese und bei septischen Zustinden im
Serum und im Urin. Des Weiteren gehen einige Autoimmunerkrankungen wie chronische
Polyarthritis (Feldmann, 1996), Encephalomyelitis disseminata, Morbus Crohn (Noguchi,
1998), Kawasaki-Syndrom und AbstoBungsreaktionen im Rahmen von Transplantationen mit
einer erhohten TNF-Konzentrationen einher (Eigler, 1997). Aber auch nicht-entziindliche
Erkrankungen, wie Myocardinfarkte, Herzinsuffizienzen im NYHA-Stadium III und IV
(Bozkurt, 2001; Deswal, 1999) und akutes Leber- / Lungenversagen fithren zu einem TNF-
Anstieg (Eigler, 1997). TNF stellt eine zentrale Steuergrofe fiir lokale und systemische
Enziindungsreaktionen dar. Durch neue Erkenntnisse beziiglich der Pathophysiologie von
entziindlichen Erkrankungen, der Rolle von TNF und seinen beiden Rezeptoren wurde in den
letzten Jahren der Weg fiir eine Reihe von potentiellen therapeutischen Ansétzen geebnet, von
denen heute bereits einige etabliert sind. Dabei entstehen beziiglich TNF zwei grofle
therapeutische Bereiche: Zum einen kann TNF als Therapeutikum im Rahmen von
Tumorerkrankungen eingesetzt werden. Zum andern konnen TNF-Inhibitoren als
Immunbiologika (,,Biologicals®) vor allem bei autoimmun-bedingten Erkrankungen eingesetzt
werden.

1.3.3.1 TNF in der Therapie

TNF als Therapeutikum stellt zurzeit noch einen innovativen Therapieansatz in der
Tumortherapie dar und ist immer noch Gegenstand von klinischen Priifungen. Durch die
bekannte und beschriebene Féhigkeit von TNF zur Induktion von apoptotischen Vorgingen
und der Interferenz mit der Angiogenese, Zelladhdsion und immunologischer Infiltration des
Tumors mit Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten, stellt er potentiell ein potentes
therapeutisches Instrument dar. Im Tiermodel konnte eine direkte Nekroseaktivitit von
gereinigtem TNF gegen Tumoren bei in-vivo-Experimenten (Ménnel, 1986) sowie ein
Hemmen des Tumorwachstums bei Mausen gezeigt werden (Moriya, 1984).

Eingesetzt im Rahmen von klinischen Studien wird momentan Tasonerin (Beromun®), ein
rekombinanter Tumornekrosefaktor o-la, bei non-resektablen Weichteilsarkomen in
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Kombination mit Melphalan (Aleran®), einem Zytostatikum. Die Applikation findet als sog.
isolierte Extremitédtenperfusion (isolated limb perfusion; ILP) in sehr hohen Dosen (ca. 200-
fache hohere Konzentrationen als im Korperkreislauf) unter Blutleere statt. Therapeutisches
Ziel ist die Vermeidung oder zeitlich hinausgezogene Amputation (Eggermont, 1997; Gérain,
1997; Gunterberg, 1997). Eine systemische Applikation von TNF ist momentan noch nicht
moglich, da dies durch die starken Nebenwirkungen verhindert wird. Als Nebenwirkungen
von TNF wurden folgende beschrieben: Ubelkeit, Emesis, Fieber, Diarrhden,
Appetitlosigkeit, orthostatische Dysregulation, Leberschiden sowie Thrombozytopenien.

1.3.3.2 Anti-TNF in der Therapie

Zur Therapie mit TNF-Inhibitoren stehen zwei Angriffspunkte zur Verfliigung: Zum einen
besteht die Moglichkeit, bereits die ,,Bildung* von TNF zu verhindern. Hierbei kann die
proteolytische Abspaltung von TNF durch die Metalloprotease TACE / ADAM 17 verhindert
werden, indem man dieses Protein blockiert. Somit wiirde kein freies TNF entstehen.
Derartige Enzym-Inhibitoren sind derzeit noch Gegenstand von molekularbiologischen
Untersuchungen.

Die andere Moglichkeit und schon wesentlich etabliertere Methode ist das bereits
abgespaltene losliche TNF zu binden und so zu neutralisieren (Rankin, 1995). Derartig
wirkende Substanzen werden als Immunbiologika oder Biologicals bezeichnet und finden vor
allem bei Patienten mit rheumatoider Arthritis, Psoriasis-Arthritis, Morbus Bechterew und
juveniler idiopathischer Arthritis ihre Anwendung.

- Etanercept:
Eines der ersten Biologics, welches in diesem Rahmen in den Entziindungsprozess eingreift,

ist der rekombinant hergestellte l0sliche TNF-a-Rezeptor Etanercept (Enbrel®). Am
15.02.2001 wurde es fiir die Therapie der rheumatoiden Arthritis von der amerikanischen
Arzneimittelzulassungsbehdrde FDA (Food and Drug Administration) zugelassen. Etanercept
ist ein dimeres Fusionsprotein aus dem extrazelluldren liganden-bindenden Anteil des
p75TNFR und dem Fc-Anteil von humanem IgG (Kalden, 2002). Etanercept, bestehend aus
934 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von ca. 150 kDa, bindet mit einer sehr hohen
Affinitdt spezifisch an zirkulierendes TNF, wodurch dieses in seiner biologischen Aktivitit
gehemmt wird und dadurch die Initiierung, bzw. die Verstirkung der Entziindungsreaktion
unterbleibt. Etanercept bindet spezifisch an TNF und verhindert so, dass TNF an den
membranstindigen Rezeptor bindet und seine biologische Wirkung vermittelt (Kalden, 2002).
In klinischen Studien wurde der Wirkstoff sowohl als Monotherapeutikum (Moreland, 1999)
als auch in Kombination mit MTX eingesetzt.

Die rheumatoide Arthritis stellt eine Hauptindikation dar. Bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis werden erh6hte Konzentrationen von TNF und andern Zytokinen, z.B. Interleukin-1
(IL-1) und Interleukin-6 (IL-6) (Feldmann, 2001; Moreland, 2004), im Serum und in der
Synovialfliissigkeit, wo es von synovialen Makrophagen und Lymphozyten produziert wird,
gefunden (Feldmann, 1996; Brennan, 1992; Feldmann, 2001). Besonders die erhohte TNF-
Konzentration flihrt zu Synovitis und zur Gelenkdestruktion. Dariiber hinaus induziert TNF
die Expression und Sekretion von weiteren Zytokinen, allen voran IL-1 und IL-6 (Feldmann,
2001). Somit kommt TNF im Rahmen der Pathophysiologie der rheumatoiden Arthritis eine
zentrale Rolle zu (Brennan, 1992).

In einer dosisabhingigen, multizentrischen, doppelverblindeten Phase-11-Studie konnte in der
Verumgruppe mit Eternacept bei Patienten mit therapierefraktdrer rheumatoider Arthritis eine
signifikante, dosisabhingige Verbesserung des klinischen Zustandes der Patienten und ein
signifikantes Absinken der Akut-Phase-Proteine (z.B. CRP) gezeigt werden (Moreland,
1997). Ebenso konnte in anderen Studien die Sicherheit, die gute Vertraglichkeit und der
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grofe klinische Benefit (signifikante Reduktion der Aktivitdt der rheumatoiden Arthritis) von
Etanercept im Rahmen der Behandlung der rheumatoiden Arthritis gezeigt werden (Weinblatt,
1999; Moreland, 1999, Kalden, 2002). Besonders bei der frithen rheumatoiden Arthritis zeigte
sich unter anderem in der TEMPO-Studie (Trial of Etanercept and Methotrexat with
Radiographic Patient Outcome) die Therapie mit Etanercept in Kombination mit einem
weiteren Immusuppressivum, dem Folinsdureantagonisten Methotrexat, als sehr sicher und
effektiv (Bathon, 2000; Genovese, 2002; Zink, 2005).

Eine weitere Indikation fiir die Anwendung von Etanercept stellt die Psoriasis-Arthritis dar.
Auch hier zeigte sich in mehreren Studien eine signifikante Verbesserung der klinischen
Symptome unter Etanercept-Medikation (Mease, 2000).

In der juvenilen idiopathischen Arthritis findet Etanercept eine weitere wichtige Indikation.
Im Rahmen des Deutschen Etanercept-Registers fiir die Behandlung von Kindern mit
juveniler idiopathischer Arthritis zeigte sich bei guter Vertrdglichkeit eine signifikante
Beschwerdebesserung der Patienten unter Etanercept (Horneff, 2004). Dariiber hinaus zeigte
sich auch in anderen Studien ein gutes Ansprechen der Symptome unter Etanerceptmedikation
(Lovell, 2000; Tynjéla, 2006).

Weitere Indikationen, bei denen Etanercept zum Einsatz kommt, sind der Morbus Bechterew
(Davis, 2003; Davis 2002; Calin, 2004).

Des Weiteren wurde eine Wirksamkeit von Etanercept bei Patienten mit Herzinsuffizienz
(Bozkurt, 2001) und bei Patienten mit akuten Ischiasbeschwerden (Genevay, 2004)
festgestellt.

- Infliximab:

Infliximab (Remicade®) ist ein rekombinant hergestellter chimédrer (Maus / Mensch)
Antikorper, welcher gegen TNF gerichtet ist. Infliximab ist unter anderem indiziert bei
mafiger bis schwerer rheumatoider Arthritis, welche durch andere DMARD’s (Disease
modifying anti-rheumatic drugs) nicht therapiert werden konnen. Infliximab hemmt die
biologische Aktivitit von TNF, durch die Neutralisierung von freiem und membranstindigem
TNF und hemmt so die Sekretion von anderen Zytokinen, allen voran von Interleukin-15
(Feldmann, 2001; Kageyama, 2006). In vielen Fillen konnte unter Kombinationstherapie von
MTX und Infliximab erreicht werden, dass die radiologischen Anzeichen der rheumatoiden
Arthritis stagnierten (Lorenz, 2002). Ebenso konnte in mehreren Studien eine signifikante
Schmerzreduktion, sowie eine Verminderung der Morgensteifigkeit der Gelenke und
Verbesserung der Lebensqualitit unter Infliximabmedikation gezeigt werden (Elliott, 1993;
Elliott, 1994; Maini, 1998; Maini, 1999; Lipsky, 2000; Taylor, 2003). Parallel zeigte sich bei
Patienten mit rheumatoider Arthritis unter Infliximab eine Verbesserung des
Knochenstoffwechsels mit einem Anstieg der Knochenmasse (Vis, 2006; Miheller, 2006).

In der IMPACT-Studie (Imfliximab Multinational Psoriatic Arthritis Controlled trial) konnte
die Wirkung von Infliximab bei schweren Formen der Psoriasisarthritis, welche auf andere
Basismedikamente nicht mehr angesprochen haben, gezeigt werden (Antoni, 2005).

Bei der Behandlung von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), wie M. Crohn
und Colitis ulzerose, zeigte sich bei Infliximabgabe eine deutliche klinische Verbesserung,
wobei bei anderen Therapie, wie Etanercept, sich die Effektivitét nicht zeigte (Brown, 2005;
Korzenik, 2004). Ebenso wie bei Etanercept wurde auch bei Infliximab eine
Symptombesserung bei akuten Ischialgien beobachtet (Karppinen, 2003). Daneben scheint
Infliximab noch bei mehreren Erkrankungen einen positiven Effekt zu haben, so wurde bei
Patienten mit einer langjahringen atopischen Dermatitis durch Infliximab eine Verbesserung
der Symptome erzielt (Cassano, 2006). Ebenso wurde bei Patienten mit COPD (chronisch
obstruktiver Lungenerkrankung) ein deutlicher Nutzen der Infliximabtherapie festgestellt
(Antoniu, 2006).
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- Adalimumab:

Adalimumab ist ein humaner monoklonaler Antikoérper vom Typ IgGl. Es findet seinen
Einsatz bei rheumatoiden Arthritis (Finckh, 2005), aber auch bei schweren Formen des
Morbus Crohn (Hanauer, 2006).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich mit den neuen Biologics eine neue
Medikamentengruppe aufgetan hat. Diese erzielten bereits sehr viele Erfolge, besonders im
Bereich der Autoimmunerkrankungen. Weitere Untersuchungen und Studien werden wohl
auch in Zukunft noch neue Indikationsgebiete aufzeigen.
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2 Material

2.1 Chemikalien

2°2-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-
sulfonsiure(6))(ABTS)

ABTS Substrat Puffer

Agarose, electophoresis grade
Acrylamid-Bisacrylamid Losung
Bovine Serum Albumin (BSA)
Biotinyl-e-Aminocapronsédure-N-
Hydroxysuccinimidester
Chloroform

Coomassie Brilliant Blue R 250
Dextransulfat (DSS, MG: 36000 — 50000)
Dimethylsulfoxid
Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum (FCS)

G 418 (Geneticin)

Gentamycin

Giemsa-Staining Modified
IMDM Medium
B-Mercaptoethanol
N,N-Dimethylformamid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Penicillin/Streptomycin

Phorbol mystrate acetate (PMA)
RPMI 1640-Pulvermedium
SIGMA 104

TEMED

Trypanblau
Trypsin-EDTA-L6sung

Tween 20

Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Boehringer Mannheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Fluka, Bucha, Schweiz
Fluka, Bucha, Schweiz

ICN Biochemicals, Ohio, USA
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach
ICN, Meckenheim

Sigma Diagnostics, St. Louis, USA
GIBCO/Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Tecomara, Fernwald

Fluka, Bucha, Schweiz

Tabelle 2.1: Chemikalien und Reagenzien
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2.2 Puffer und LOsungen

Beschichtungspuffer fiir ELISA

Bindungspuffer nativ fiir Proteinreinigung

Blockierlosung fiir ELISA

Coomassie-Blau-Losung

Coomassie-Entfarbelosung

Ethidiumbromid-Stammldsung

Imidazol-Elutionspuffer

Laemmli-Elektrodenpuffer (5x)

PBS

0,1% PBS-T

Sammelgel-Trispuffer

SDS-Probenpuffer (2x)

50 mM NaHCO3

pH 9,2

500 mM NacCl

20 mM Na-Phosphat

pH 7,8

10% Magermilchpulver in PBS
0,25% Coomassie blue R250 in
45% Methanol

10% Essigsdure

45% H,0O

40% Methanol

10% Essigsdure

50% H,O

10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O
500 mM Imidazol in
Waschpuffer nativ pH 6,0 fiir
Proteinreinigung

40 mM Tris Base

0,95 M Glycin

150 mM NacCl

8 mM K,;HPO4

2 mM KH,POq4

pH 7,3

0,1% Tween in PBS

0,5 Tris-HC1

pH 6,8

20% Glycerin

1,25 Tris-HCI (ph 6,8)

4% SDS

0,02% Bromphenolblau

10% B-Mercaptoethanol
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TAE-Puffer

TBE-Puffer

Transferpuffer A — Western Blot

Transferpuffer B — Western Blot

Transferpuffer C — Western Blot

Trenngel-Trispuffer

0,5% Triton X-100 Losung
Trypanblau-Losung

Waschpuffer nativ fiir Proteinreinigung

40 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

pH 8,3

89 mM Tris-HCl

89 mM H,BO;

2 mM EDTA

pH 8,0

0,3 M Tris Base in
20% Methanol

80% dem. Wasser
pH 10,4

25 mM Tris Base in
20% Methanol

80% dem. Wasser
pH 10,4

4 mM e-Amino-n-Capronsdure in
20% Methanol

80% dem. Wasser
pH 7,6

1,5 M Tris-HCl

pH 8,8

0,5% Triton X-100 in dem. Wasser
0,15% Trypanblau
150 mM NacCl

500 mM NacCl

20 mM Na-Phosphat
pH 6,0

Tabelle 2.2: Puffer und Lésungen
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2.3 Reagenzien

Anti-Human IgGl1, Fc Fragment Specific,
HP6069 (mouse) Biotin Conjugate
Anti-Maus-TNF (V1q, Ratten IgG)
Anti-Ratten-1gG-POX

Streptavadin-POX

ECL Western Blot Detection Kit

EMD Biosciences, San Diego, Kalifornien,
USA

Echtenacher, 1990

Sigma Aldrich, Steinheim

Dianova, Hamburg

Energene, Regensburg

Tabelle 2.3: Antikérper und Enzyme

2.4 Molekulargewichtsstandards

SDS-PAGE Molecular Weight Standard,
Broad Range
Full Range Rainbow recombinant protein

molecular weight markers

BioRad, Miinchen
Amersham Life Science, Buckinghamshire,

UK

Tabelle 2.4: Molekulargewichtsstandards

2.5 Verbrauchsmaterial und Gerate

Begasungsbrutschrank — Cell Safe
Eppendorfcups (1,5 ml /2 ml)
Eppendorf Plastik-Pistille

ELISA Reader
Gelelektrophoreseapparaturen
Gewebekulturschalen

Hyperfilm ECL

Inkubatoren

Kryo-Rohrchen

Laminair Flow HB 2448 — Sterilbank
Mikroskop

Mikrospin S — 200HR Séulen
Mikrotiterplatten

Neubauer Zahlkammer

Integra Biosciences, Baar, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

MWG Biotech, Ebersberg
BioRad, Miinchen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Heraeus, Hanau

Nunc, Naperville

Heraeus, Hanau

Olympus, Hamburg
Amersham, Braunschweig
Falcon, Heidelberg

Brand, Giessen
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Nitrocellulosemembran
Polystyrolrohrchen
Reaktionsgefasse

Rontgenfilm Biomax

Spannungsgerit: Biorad 200/2,0 Constant

Voltage

Waggen:

Satorius R 160P

Satorius L2200S

Whatman Filterpapier

Zeiss Mikroskop

Zellkulturflaschen (70, 250, 750 ml)

Zentrifugen:

Beckmann J2-21 M/E Zentrifuge
Beckmann L-70 Ultrazentrifuge
Tischzentrifuge
Zentrifugenrohrchen (15, 50 ml)

Zellsieb — Cellstrainer

Osmonics, Minnetonka, USA

Falcon, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Kodak, Rochester

BioRad, Miinchen

Satorius, Gottingen
Satorius, Gottingen
Laborcenter, Niirnberg
Leitz, Wetzlar

Falcon, Heidelberg

Beckmann, Miinchen
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Falcon, Heidelberg
Falcon, Heidelberg

Tabelle 2.5: Verbrauchsmaterial und Geréate

2.6 Zelllinien

Ag8-Zellen (Ratten-Myelom-Zellinie)

RAW 264.7 murine Monozyten-Makrophagen-Zelllinie

1.929-Zellen (murine Fibroblastenzelllinie)

Tabelle 2.6: Zelllinien

Alle nicht erwdhnten Chemikalien / Reagenzien wurden von der Firma Merck, Darmstadt
bezogen und hatten den Reinheitsgrad p. a..




Methoden 16

3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Bedingungen der Zellkultur

Zur Verhinderung einer Kontamination der Zellen fanden sdmtliche zellbiologischen Arbeiten
in einer Sterilbank statt. Die Kultivierung der Zelllinien fand in Zellkulturflaschen mit dem
jeweils angegebenen Medium in einem Begasungsbrutschrank (Cell Saver) unter folgenden
Bedingungen statt:

Temperatur: 37°C, CO,-Gehalt: 5%, Luftfeuchtigkeit: 95%.

3.1.2 Zellkulturmedien

Die Kultivierung sdmtlicher Zelllinien fand unter Verwendung folgenden Kulturmediums
statt:
RPMI 1640, 10% FCS, (Gentamycin (50 pg / ml)).

3.1.3 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitit der Zellen fand der Trypanblau-Ausschlusstest
Anwendung. Hierzu wurde die Zellsuspension mit einer Trypanblaulosung verdiinnt, in eine
Neubauer-Zahlkammer tiibertragen und die lebenden, nicht farbenden Zellen, innerhalb eines
GroBquadrates (entspricht 16 Kleinquadrate) mikroskopisch ausgezihlt. Die Konzentration
der vitalen Zellen wurde unter zur Hilfe nahme folgender Formel berechnet:

Zellzahl in 16 Kleinquadraten x Verdiinnungsfaktor = Zellzahl x 10*/ ml.

3.1.4 Kultur adharent wachsender Zellen

Die Zellenkultur wurde alle drei bis vier Tage geteilt. Hierzu wurde das Medium abgesaugt,
bzw. abgeerntet und die Zellen zweimal mit ca. 10 ml PBS gespiilt. Anschlieend wurde in
die Zellkulturflasche ca. 2 ml Trypsinlésung geben und das Gefdll 15 — 30 mal langsam
geschwenkt. Die Trypsinlosung wurde wieder abgesaugt und nach ca. 2 Minuten Wartezeit
mikroskopisch kontrolliert, ob die Zellen durch die Trypsinlosung kugelig und frei beweglich
geworden sind. Die Zellen wurden nun in ca. 5 — 10 ml Medium resuspendiert und die
Zellsuspension im Verhéltnis 1:5 verdiinnt.

3.1.5 Kultur von Suspensionszellen

Die Suspensionszellen wurden ebenso alle drei bis vier Tage verdiinnt. Hierzu wurde das
Medium mit den Zellen in sterile Falconréhrchen iibertragen und bei 1000 bis 1200 rpm fiir 5
Minuten abzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt, bzw. abgeerntet und
das Zellpellet in neuem Medium resuspendiert. AbschlieBend wurden die Zellsuspension im
Verhiltnis 1:5 verdiinnt.
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3.1.6 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren:

Bei einer dauerhaften Lagerung der Zellen, wurden diese geerntet, bevor sich die Konfluenz
einstellte. Die Zellen wurden bei 1200 rpm in der Zentrifuge pelletiert und in eiskaltem
Einfriermedium (50% FCS; 40% RPMI; 10% Dimethylsulfoxid) resuspendiert. Die Dichte
der Zellen sollte 1 — 3 x 10° Zellen / ml betragen. Die so entstandene Zellsuspension wurde zu
je 1,8 ml in Kryorohrchen tiberfiihrt und fiir mindestens 24 Stunden bei —80°C tiefgefroren.
Bei einer Aufbewahrungsdauer von nicht ldnger als 6 Monate konnen die Zellen bei
—80°C gelagert werden (Patel, 1987). Lagerungszeiten von mehr als 6 Monaten erfordern eine
Aufbewahrung in fliissigem Stickstoff, in welchen die Zellen anschlie3end {iberfiihrt wurden.

Auftauen:

Zur erneuten Kultivierung tiefgefrorener Zellen, wurden diese bei 37°C ziigig aufgetaut und
anschlieBend umgehend in 20 ml warmes Kulturmedium aufgenommen. Um die Eliminierung
des toxisch wirkenden DMSO zu gewihrleisten, wurden die Zellen fiir 8 Min. bei 4°C und
1200 rpm abzentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 20 ml frischem
Kulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.

3.1.7 Gewinnen von Uberstand aus der Zellkultur

3.1.7.1 Gewinnen von Uberstand aus adharent wachsenden Zellkulturen

Der Uberstand wurde geerntet, in eine saubere verschlieBbare Flasche pipettiert und bei 4°C
im Dunklen gelagert. Die zuriickbleibenden Zellen wurden wie oben genannt weiter kultiviert
oder eingefroren.

3.1.7.2 Gewinnen von Uberstand aus Suspensionszellkulturen

Das Medium mit den Zellen wurde in sterile Falconréhrchen pipettiert und bei 1.000rpm fiir 5
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde geerntet, in eine saubere verschlieBbare
Flasche gegeben und bei 4°C gelagert. Das Zellpellet wurde wie oben erwéhnt weiter
kultiviert oder eingefroren.

3.1.8 Transfektion

Bei der Transfektion handelt es sich um ein Verfahren zum Einbringen von zellfremder DNA
oder RNA in eine Zielzelle durch physikalische und chemische Methoden. Damit
repriasentiert die Transfektion ein wichtiges Instrument zur Untersuchung, bzw. zur
Kontrollierung der Expression eines Genes. Die Ziele einer durchgefiihrten Transfektion
konnen vielfdltig sein. Zum einen konnen die Gene, welche transfiziert worden sind,
biochemisch charakterisiert werden. Zum anderen konnen die Folgen und Effekte von
Genmutationen genauso bestimmt werden wie die Auswirkungen von Uberexpressionen von
Genen auf das jeweilige Zellwachstum. Letztendlich kann die Transfektion verwendet
werden, um ein bestimmtes rekombinantes Protein fiir die Reinigung herzustellen.
Grundsitzlich werden zwei Arten von Transfektion unterschieden. Die transiente
Transfektion und die stabile Transfektion.

Bei der transienten Transfektion werden die Gene nur kurzfristig in die Zelle eingebracht. Es
findet bei den Genen auch nur fiir eine kurze Zeit eine Expression statt. Aulerdem werden sie
nicht in die chromosomale DNA der Zelle eingebaut. Bereits nach einigen Mitosen sind die
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eingebrachten Gene verloren gegangen und werden nicht mehr exprimiert. Vorteile der
transienten Transfektion ist die hohe Transfektionsrate, welche erreicht wird (bis zu 80%), das
relativ kurze Procedere (ein bis drei Tage) und die Tatsache, dass relativ wenige Zellen und
wenig DNA erforderlich ist. Einen Nachteil stellt die kurze Etablierung gut charakterisierter
Klone da, sowie, dass fiir wiederholte Experimente ein erhohter Aufwand und eine etwaige
erhohte Variabilitit in Kauf genommen werden muss.

Die zweite Form der Transfektion wird durch die stabile Transfektion dargestellt. Sie kann
nur mit linearisierten DNA-Vektoren duchgefiihrt werden, da eine Integration der
transfizierten DNA in das Genom der Zelle stattfinden muss. Es kommt damit zur Etablierung
von Zellklonen mit dauerhafter Integration des DNA-Vektors. Eine Co-Transfektion ist oft
ndtig, da sonst keine stabil-transfizierte homogene Zellpopulation erreicht werden kann. Zur
Co-Transfektion wird ein selektionierbares Marker-Gen, meist ein Antibiotika-Resistenz-Gen
(im vorliegenden Fall wurde als Selektionsmarker Hygromycin verwendet) verwendet. Die
Wahrscheinlichkeit ist sehr hoch, dass sowohl der Selektionsmarker wie auch die zu
transfizierende DNA (sie wird im Verhiltnis 1:10 eingesetzt) in dieselbe Zelle aufgenommen
werden. Nachdem das jeweilige Antibiotikum (Hygromycin) zugegeben worden ist, sterben
alle Zellen ab, auBler jene, welche das Antibiotika-Resistenz-Gen und damit wahrscheinlich
auch die DNA stabil in ihr Genom aufgenommen haben. Vorteil dieser Form der Transfektion
ist die Etablierung von unbegrenzt verwendbaren und gut charakterisierten Klonen mit
konstanter und gleich bleibender Expression. Als Nachteil zeigt sich ein sehr aufwendiges und
langes Procedere, eine Integration des DNA-Vektors an meist zufélliger Lokalisation sowie
ein groBBer Bedarf an Zellen und DNA.

Zur Einschleusung von DNA in die Zelle haben sich verschiedene Methoden etabliert. Die
dlteste und kaum noch angewandte Technik ist die Di-ethyl-amino-ethyl-Dextran-Technik
(DEAE-Dextran-Technik). Die Kalziumphosphat-Koprézipitation zdhlt ebenfalls zu den
altesten Techniken und findet auch heute noch vielfach ihre Anwendung. Eine neuere Technik
ist die Transfektion mittels Elektroporation. Hierbei wird die Permeabilisierung durch
Elektroschocks erreicht. Ein groBBer Vorteil dieser Technik ist das kurze Procedere. Weitere
zur Anwendung kommende Techniken sind die Mikroinjektion, hierbei wird mittels einer
Mikrokapillare die DNA-Losung direkt in den Zellkern injiziert, und die virale Transfektion,
bei der ein speziell verdndertes Virus als Vektor benutzt, der die DNA in die Zelle schleust.
Letztendlich gibt es noch die liposomenvermittelte Transfektion. Die Permeabiliesierung wird
dabei durch DNA-haltige Liposomen erreicht. Die negativ geladenen DNA-Molekiile binden
durch elektrostatische Wechselwirkungen an die positiv geladenen Lipide und bilden einen
sogenannten DNA-Lipid-Komplex. Dieser DNA-Lipid-Komplex ist &hnlich wie die
Zellmembran aufgebaut und verschmilzt mit dieser. Somit kommt die DNA in das Zellstroma
und letztendlich in den Kern, wo sie exprimiert wird. Diese Technik ist sowohl bei der
stabilen, wie bei der transienten Transfektion moglich und zeigt als Vorteil ein breites
Spektrum an Zielzellen und eine relativ geringe Anzahl von Zellen und DNA.

Im  Vorliegenden wurde die liposomenvermittelte  Transfektionstechnik  nach
LIPOFECTAMINE™ druchgefiihrt.

3.1.8.1 transiente Transfektion vom Ag8-Zellen

LIPOFECTAMINE™ wurde fiir die Transfektion der Ag8-Zellen verwendet. Am ersten Tag
wurden in einer 6-well-Zellkulturplatte (@ 35 mm) 5 x 10° Ag8-Zellen pro well ausgesit und
iiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, inkubiert, so dass sie am nédchsten Tag eine
Konfluenz von ca. 80% hatten. Am nichsten Tag wurden die Plasmide in einer Konzentration
von 30 pg / ml in serumfreiem Medium angesetzt. Ebenso wurde das Liposomengemisch
(LIPOFECTAMINE™) in einer Konzentration von 10 pl / ml in serumfreiem Medium
angesetzt. Aquvalente Mengen der Liposomenldsung und der Plasmidldsung wurden
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gemischt und fiir 45 Minuten bei Zimmertemperatur inkubiert. In dieser Zeit fand die
Ausbildung von Mycellen um die DNA statt. AnschlieBend wurde die Losung mit der
vierfachen Menge serumfreien Mediums verdiinnt. Je 1 ml dieser Losung wurde nun auf die
zuvor zweimal mit serumfreien Medium gewaschenen Zellen gegeben und fiir sechs Stunden
im Brutschrank inkubiert. Nach Abschluss der Inkukubation wurde das Transfektionsgemisch
wieder entfernt, die Zellen erneut zweimal mit serumfreien Medium gewaschen und
komplettes Medium hinzu gegeben. Am dritten Tag konnte eine Expression des eingebrachten
Genes gerechnet werden.

3.1.8.2 stabile Transfektion von Ag8-Zellen

Am ersten Tag wurden 5 x 10° Zellen je Kultur in 6-well-Platte ausgebracht und iiber Nacht
im Brutschrank inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Plasmide (Konzentration: 30 pg / ml)
und das Liposomengemisch (LIPOFECTAMINE™) (Konzentration: 10 ul / ml) getrennt in
serumfreien Medium ohne Antibiotika angesetzt. Gleiche Mengen von Plasmid- und
Liposomenlosung wurden gemischt, fiir 45 Minuten inkubiert und anschlieBend mit der
vierfachen Menge an serumfreiem Medium aufgefiillt. Die zweimalig gewaschenen Zellen in
der Zellkulturplatte (Waschlosung: serumfreies Medium) wurde pro Kultur mit 1 ml der
Reagenzlosung versetzt. Nach einer Inkubation von 6 Stunden im Brutschrank wurde die
Losung wieder entfernt, durch komplettes Medium ohne Hygromycin ersetzt und fiir 24
Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Zellkulturen wurden am dritten Tag in
Selektionmedium, welches neben FCS auch 50 pg / ml Hygromycin enthélt, umgebettet. Dazu
wurden die Zellen abzentrifugiert, in dem Selektionsmedium resuspendiert und erneut auf der
Platte ausgesit. Nach einer Inkubation von 72 Stunden waren alle nicht transfizierten Zellen
abgestorben und Klone von den Transfekanten zu beobachten. Nachdem pro well ca. 200
Zellen erreicht waren, wurden sie zunédchst in Zellkulturplatten und spéter in
Zellkulturflaschen kultiviert.

3.1.9 TNE-Zvytotxizitatsassay

Zur Bestimmung des TNF-induzierten Zelltodes von 1L.929-Zellen wurde das Eluat, welches
bei der Reinigung iiber Protein G — Sepharose gewonnen wurde, erneut dialysiert. Dazu
wurde das Eluat in einen Dialyseschlauch gegeben und iiber Nacht bei 4°C im Kiihlraum
gegen RPMI dialysiert. Das so gewonnene Eluat wurde zu Kontrolle der biologischen
Aktivitit im TNF-Zytotoxizititsassay eingesetzt. Hierzu wurden zuvor kultivierte 1.929-
Zellen in der Kulturflasche mit PBS gewaschen, mit Trypsinldsung behandelt, um die
interzelluldren Adhérenzen zu l6sen und das Trypsin wieder abgesaugt. Die Zellen wurden
anschlieBend mittels 5 ml Zellkulturmedium suspendiert und in ein steriles Falcon-Tube
pipettiert. Unter zu Hilfenahme der Neubauer-Zdhlkammer wurde die Zellzahl bestimmt.
Dazu wurden 10 pl Zellsupension mit 40 pl Tryan-Blau versetzt in eine Neubauer-
Ziahlkammer pipettiert und die Zellzahl bestimmt. Danach wurde die Zellsuspension auf 2,5 x
10° Zellen pro 10 ml eingestellt. Auf eine 96-well-Platte wurde nun von dieser
Zellsuspension, mit definierter Zellzahl, pro well 100 pl (entspricht ca. 2,5 x 10* Zellen pro
well) aufgebracht. Die Platte wurde iiber Nacht (16 bis 24 Stunden) bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am néchsten Tag wurde das Medium abgesaugt und 200 ul der Proben, Kontrollen
und Standards in die erste Reihe aufgetragen. In die folgenden wells der Platte wurden jeweils
100 pl Verdiinnungsmedium vorgelegt. Nun wurde eine serielle Verdiinnung von 1:2
durchgefiihrt und 100 pl aus dem ersten well in das zweite gegeben, dort gut gemischt und
dann 100 pl vom 2 well in das dritte gegeben, usw., so dass eine Verdiinnungsreihe von 1:2
entstanden ist. Zur Sensibilisierung der Zellen wurde jeweils 100 pl des Proteinsynthese-
Inhibitors Actinomycin D (4 pg/ml) in jedes well gegeben. Die Zellen wurden nun wieder bei



Methoden 20

37 °C iiber Nacht inkubiert. Danach wurde pro well 10 ul MTT (5 mg/ml PBS) (CAVE:
kanzerogen) zugefiigt und die Platte liber 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. Danach wurde je
well 70 ul 20%iges SDS zugegen und erneut iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Abschlieend
wurde am ndchsten Tag die Mikrotitrierplatte im ELISA-Reader (MWG Biotech, Ebersberg,
Germany) die OD (= optical density) bei 540 nm die Messung durchgefiihrt. Je hoher die OD
ist, desto mehr Zellen sind lebendig und desto niedriger ist die TNF-Konzentration.

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Poteinanalyse mittels SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach ihrem jeweiligen Molekulargewicht
wurden SDS-Polyacrylamidgele, bestehend aus einem Sammelgel und einem Trenngel,
verwendet (Shapiro et al., 1967, Lammli et al. 1970). Die Sammel-, bzw. Trenngele hatten
folgende Zusammensetzung:

Sammelgel (3%)

Acrylamid-Stammlésung (30%) 0,85 ml
Sammelgel-Trispuffer (pH 6,8) 1,5 ml
H,0 3,75 ml
SDS (10%) 60 ul
APS (10%) 50 pl
TEMED Sul

Tabelle 3.1: Zusammensetzung des Sammelgels

Trenngel (6%0)

Acrylamid-Stamml6sung (30%) 3,25 ml
Trenngel-Trispuffer (pH 8,8) 3,75 ml
H,O 8 ml
SDS (10%) 150 pl
APS (10%) 100 pl
TEMED 10 pl

Tabelle 3.2: Zusammensetzung des Trenngels

Die Stromstirke wihrend der Elektrophorese betrug 0,8 mA / cm®.

3.2.2 Western-Blot-Analyse

Um eine Immobilisierung der Proteine aus dem SDS-Gelen zu erreichen, war es notig, diese
mittels eines elektrophoretischen Transfers im Semy-dry-Verfahren zu blotten (Towbin et al.,
1979). Dazu wurden jeweils drei gelgrole Lagen Whatman Filterpapier von 3 mm (Millipore)
in drei verschiedene Anodenpuffer eingelegt (Transferpuffer A: 0,3 M Tris Base, 20%
Methanol, pH 10,4; Transferpuffer B: 25 mM Tris Base, 20% Methanol, pH 10,4;
Transferpuffer C: 4 mM e-Amino-n-Capronsdure, 20% Methanol, pH 7,6). Die
Nirozellulosemembran wurde ebenfalls auf die GroBe des Gels zugeschnitten und zuerst mit
Methanol benetzt und anschlieBend in Transferpuffer B geschwenkt. Das SDS-Gel wurde aus
der Elektrophorese-Kammer genommen und kurz in Transferpuffer B gelegt. Nun wurden
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zuerst die drei Lagen Whatmanpapier aus dem Transferpuffer A, dann aus dem Transferpuffer
B auf die Anodenplatte der Blotapparatur gelegt. Darauf wurde die Membran, das SDS-Gel
und schlieBlich das Whatmanpapier aus Transferpuffer C aufgelegt. Wobei darauf geachtet
wurde, dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten befanden. Mit der
Kathodenplatte wurde die Blotapparatur geschlossen. Fiir die Dauer von 45 Minuten wurde
der Proteintransfer bei 0,8 mA / cm® Gelfliche durchgefiihrt.

Kathode

3 Lagen Whatman Filterpapier aus Transferpuffer C
SDS-Gel

Nitrozellulosemembran

3 Lagen Whatman Filterpapier aus Transferpuffer B
3 Lagen Whatman Filterpapier aus Tranferpuffer A
Anode

Tabelle 3.7: Western-Blot-Aufbau

3.2.3 Nachweis und Charakterisierung von Proteinen

Zur Detektion der mittels Western-Blot aufgetrennten Proteine auf Nitrozellulosemembranen
oder in Polyacrylamidgelen, wurden die Farbung nach Coomassie mit Coomassie Blue und
die Immunfarbung von Proteinen mit Antikérpern verwendet.

3.2.3.1 Coomassiefarbung von Proteinen in Gelen

Die Membran oder das Gel wurden fiir ca. 10 Minuten in die Farbelosung (0,25% Coomassie
Blue R250/L, 45% Methanol, 10% Ethansdure (=Essigsdure))gegeben. Danach wurden sie in
die Entfarbelosung (40% Methanol, 10% Ethansédure) gelegt, bis die einzelnen Banden der
Proteine deutlich auszumachen waren.

3.2.3.2 Immunfarbungen von Proteinblots

Zur Detektierung der Proteine mittels Immunfarbung wurden die Membran nach dem
elektrophoretischen Transfer fiir ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 8°C in
1% Magermilchpulverlosung mit 0,05% Tween und TBS blockiert. Nach der Inkubation
wurde die Membran 3 — 4 mal mit TBST fiir ca. 10 Minuten gewaschen. Es wurde nun der
erste Antikorper, suspendiert in 1% Magermilchpulverlosung (3 pg Antikdrper pro ml
Magermilchpulverldsung), auf die Membran gegeben und fiir mindestens 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde nun erneut 3 — 4 mal mit TBST fiir ca. 10
Minuten gewaschen. Der zweite, Peroxidase-gekoppelte Antikérper wurde nun ebenfalls in
1% Magermilchpulverldsung 1:1000 geldst, auf die Membran gegeben und fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Abschluss dieser Inkubation wurde die Membran 5 mal mit
TBST und 3 mal mit TBS fiir je 10 Minuten gewaschen. Die Detektion des Antikorpers
erfolgte mit dem ECL-Western-Blot-System (EnerGene). Die Nachweisreaktion beruht auf
einer Chemolumineszenzreaktion, die durch die Oxidation eines Substrats (Luminol)
hervorgerufen wird. Diese Lichtemission kann anschlieBend auf einem Ro&ntgenfilm
(Hyperfilm-ECL) sichtbar gemacht werden.
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3.2.4 Reinigung des Zellkulturitberstand

3.2.4.1 Ammoniumsulfat-Fallung

Zur Reinigung des, in den Zellkulturiiberstand sezernierten, Proteins, musste dieses zuerst mit
Ammoniumsulfat (Peters, 1990) ausgefallt werden. Ursdchlich fiir das Ausfallen des Proteins,
wobei das Protein selbst nicht denaturiert wird, ist die verringerte Dipolwechselwirkung
zwischen Oberflichenaminosiduren und dem Losungsmittel.

Zur Fillung wurde zu 55% gekiihltem Zellkulturiiberstand langsam und unter stindigem
Riihren 45% eisgekiihlte geséttigte Ammoniumsulfatldsung [(NH4)>SO4] hinzu gegeben. Die
Losung wurde zur Ausfillung fiir 6 Stunden bei 4°C im Kiihlraum stehen gelassen. Die
Losung wurde anschlieBend in 250 ml Bechern bei 20.000 g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Die Pellets wurden vereinigt und in méoglichst
wenig Wasser gelost. Das Wasser mit den geldsten Pellets wurde in einen Dialyseschlauch
gegeben und iiber Nacht im Kiihlraum gegen eine moglichst groBe Menge PBS dialysiert.
AnschlieBend wurde eine zweite Dialyse durchgefiihrt. Dazu wurde die Losung mit den
Pellets {iber Nacht bei 4°C im Kiihlraum gegen 0,1 M Natrium-Acetat (pH 5,0) dialysiert. Das
Natrium-Acetat stellt den Bindungspuffer fiir die Protein G — Sepharose dar.

3.2.5 quantitative Proteinbestimmung mittels Protein-G

Zur Reinigung des Proteins wurde Protein G, ein Streptokokken-Oberflichenprotein,
verwendet, welches gegen den Fc-Teil eines Anti-Korpers gerichtet ist und an diesen bindet.
Zuerst wurde die Sdule mit 0,5 ml Bindungspuffer pro Minute gespiilt. Anschliefend wurden
30 ml, der zuvor bei Fillung und Dialyse gewonnenen Antikorper-Losung auf die Saule
aufgetragen. Nun wurde mit dem Bindungspuffer gewaschen, bis die Extinktion 0, den
Grundlevel erreichte. Mittles 0,1 M Glycin, mit dem pH-Wert 2,8 wurde das Protein von der
Saule gelost und das Eluat in einem Eppendorf-Cup aufgefangen, in dem bereits 10 pl
TrisHCI mit dem pH-Wert 11 vorgelegt wurden, um das Eluat sofort abzupuffern.

3.2.6 Dialyse des Eluats

Nach Durchfiihrung der quantitativen Proteinbestimmung mittels Protein-G musste das Eluat
mit dem Fusionsprotein erneut dialysiert werden. Deshalb wurde das Eluat in einen
Dialyseschlauch gegeben und iiber Nacht im Kiihlraum bei 4°C gegen moglichst viel RPMI
dialysiert. Am ndchsten Tag wurde der Dialyseschlauch entnommen und der Inhalt in
Eppendorf-Cups tiberfiihrt. Diese wurden zur weiteren Lagerung in den Kiihlraum gegeben.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)

Zur Fithrung des Nachweises der spezifischen Bindung von rekombinanten Proteinen an
Antikdrpern, welche aus Uberstinden von antikdrpersezernierend Zelllinien gewonnen
wurden, wurde als Bindungstest ein ELISA durchgefiihrt.
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3.3.1.1 Allgemeine ELISA-Methoden

Der Immunoassay stellt ein Prinzip eines immunologischen und serologischen
Nachweisverfahrens dar. In ihm wird die Prasenz antigene Substanzen mittels einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion in vitro gezeigt.

Generell stehen verschiedene Testaufbauten zur Verfligung, die in zwei Bereiche aufgeteilt
werden konne. Zum einen kommen kompetitive Verfahren zum Einsatz. Hierbei stehen
Antigen und Ligand (markiert) in Konkurenz zueinander. Dieses Verfahren findet im Rahmen
von Radio-Immunassays (RIA) seine Anwendung. Zum anderen gibt es nicht-kompetitive
Verfahren, bei denen der jeweilige Antikorper im Uberschuss vorhanden ist. Hierunter fillt
die ELISA-Methode. Im Rahmen der ELISA-Methode, kann das jeweilige Antigen entweder
direkt durch Bindung an eine inerte Oberfliche (Mikrotiterplatte) und Zugabe eines
Antikdrper nachgewiesen werden oder man filhrt den Nachweis mittels der
Sandwichmethode. Dabei wird die Mikrotiterplatte {iber Nacht mit einem Capture-Antikorper
inkubiert. AnschlieBend wird nach dreimaligem Waschen der wells mit Waschldsung eine
Blockierlosung zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen an der Oberfldche der wells
aufgetragen. Die Platte wird fiir eine Stunde bei 37°C oder iiber Nacht bei 4°C in der
Kiihlkammer inkubiert. Nach dieser Zeit wird die Blockierlosung entfernt und die Probe mit
dem Antigen auf die Platte pipettiert. Die Platte wird erneut fiir ca. eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wird die Probe entfernt und die Platte erneut dreimal
gewaschen. Das Antigen wird nun durch ein Zweitantikorper, welcher hinzupipettiert wird,
nachgewiesen. Dieser zweite Antikdrper, auch Detektionsantikdrper oder Sekundarantikorper
genannt, kann nun selbst an ein Enzym gebunden vorliegen. Ist dies der Fall, so kann nach
einer weiteren Inkubationszeit von einer Stunde bei Zimmertemperatur in Gegenwart von
Substrat die photometrische Messung durchgefiihrt werden. Ist der Sekundérantikdrper nicht
an ein Enzym gebunden, so muss ein weiterer Antikorper hin zugegeben, welcher den
Sekundérantikorper erkennt, an ihn bindet und selbst eine enzymatische Markierung enthilt,
der wiederum Substrat umsetzt.

Haufig gekoppelte Enzyme sind Peroxidase (POX), alkalische Phosphatase (AP). Dariiber
hinaus finden Antikorper, welche biotinyliert sind Anwendung. Diese werden dann mittels
Streptavidin-POX-Komplex oder mittels Streptavidin-AP-Komplex detektiert.

Nachdem der dritte Antikorper hinzugegeben wurde und eine Stunde inkubierte, kann die
photometrische Messung, durch Zugabe von Substrat fiir das Enzym, durchgefiihrt werden.

3.3.1.2 Qualifizierung / Quantifizierung der Bindungsfahigkeit des
Fusionsproteins mittels ELISA

Bei der Sandwichmethode wurde wie folgt vorgegangen:

Zuerst wurde in jedes well einer Mikrotiterplatte ein Capture-Antikorper (P75TNFR)
pipettiert und iiber Nacht bei 4°C im Kiihlraum bei leichtem Rotieren inkubiert, so dass jedes
well von Capture-Antikorper beschichtet war (coaten). Am ndchsten Tag wurde der
Uberstand mit dem nichtgebundenen Capture-Antikdrper entfernt und jedes well dreimal mit
200 pl Waschlosung gespiilt. Damit sicher gestellt war, dass im folgenden Schritt nur an den
Capture-Antikorper gebunden wird, wurden mdgliche andere Bindungsstellen an der
Oberfliche der wells mit einer Blockierlosung geblockt. Hierzu wurde in jedes well ein
Volumen von 200 pl der Blockierlosung pipettiert und fiir eine Stunde bei 37°C oder liber
Nacht bei 4°C inkubiert. Nach abgeschlossener Blockierung wurde die Blockierlosung
entfernt. Die Probe mit dem Antigen (mTNF = raw-Uberstand) wurde nun hinzupipettiert und
die Platte fiir ca. eine Stunde bei Zimmertemperatur und leichtem Schiitteln stehen gelassen.
Nach Ablauf der Stunde wurde die Probe wieder entfernt und die Platte dreimal mit
Waschlosung gewaschen. Zum Nachweis des gebundenen Antigens wurde nun ein
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Sekundérantikdrper (anti-Maus TNF = V1QHS8 rat anti-mTNF Ratten IgG 1,0 ng/ml)
zugegeben und die Platte erneut bei Zimmertemperatur, unter leichtem Schiitteln, fiir eine
Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde der Sekundérantikdrper wieder entfernt und die Platte
erneut mit Waschlosung dreimal gespiilt.

Auf Grund der Tatsache, dass der Sekundarantikoper (V1QHS rat anti-mTNF IgG 1,0 ng/ml)
selbst nicht an ein Enzym gekoppelt ist, wurde ein dritter Antikdper (anti-rat-AK-IgG-POX)
zugegeben. Dieser dritte Anitkdrper bindete an den Sekundérantikorper. Die Mikrotiterplatte
wurde bei Zimmertemperatur fiir eine Stunde unter leichtem Rotieren inkubiert. Danach
wurde liberschiissige Menge des dritten Antikorpers wieder entfernt. Um letztendlichen die
Detektion und damit die photometrische Messung mdglich zu machen, wurde Substrat (Sigma
104), fiir eine enzymatische Reaktion zugegeben. Nach einer Inkubation von ca. einer Stunde
bei Zimmertemperatur und leichtem Schiitteln, wurde die photometrische Messung
durchgefiihrt und die Absorption bei einer Wellenlinge von 405 nm im ELISA-Reader
(MWG Biotech, Ebersberg, Germany) durchgefiihrt.

Die Menge an umgesetztem Substrat (Sigma 104) ist der Menge an gebundenem Antigen
proportional. Unter Verwendung einer Standardkonzentration kann die Menge im Photometer
bestimmt werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Fusionsprotein
Das Fusionsprotein besteht aus der Extrazellulirdoméne des Maus-p75TNFR und dem Fc-
Teil eines humanen IgGs. Ag8-Zellen wurden transfiziert, das Fusionsprotein exprimiert und

von den Zellen in den Zellkulturiberstand sezerniert. Die Zellen wurden kultiviert und die
Uberstinde jeweils bei Mediumwechsel geerntet.

4.2 Transfektion

Bei der vorliegenden Dissertation wurde auf eine bereits transfizierte Ag8-Zelllinie
zuriickgegriffen.

4.3 Reinigung des Fusionsproteins

Zur Reinigung des Fusionsproteins wurde die Affinitdtschromatographie mittels Protein-G-
Sepharose verwendet.

4.4 \Western Blots

4.4.1 Western Blot ungereinigter Uberstand

Nachdem die transfizierten Ag8p75-Ig-Zellen fiir einige Wochen kultiviert wurden und die
Zellkulturiiberstinde dabei jeweils geerntet, gesammelt und bei 4 °C im Kiihlraum gelagert
worden waren, wurde durch einen Western Blot (Gel: 12,5 % SDS-PAGE) gepriift, ob die
Zelllinie das Fusionsprotein sezerniert und somit in den Uberstinden die Extrazellulirdomine
des p75TNF-Rezeptor enthalten ist (Abb. 4.1).

Es wurde eine 12,5 %ige SDS-PAGE durchgefiihrt. Als Antikorper wurde der gegen das
Fc-Teil des Fusionsproteins gerichtete Antikdrper Anti-human IgG, Fc-Fragment-Specific,
HP6069 Mouse, Biotin conjugate (3 pg / ml) und zur Detektion des Antikorpers, POX-
conjugate Streptavidin (1 pg / ml) verwendet. Der verwendete Standard war der SDS-PAGE
Molekulargewichtsstandard
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Coomassie-Farbung anti-Fc Western Blot anti-Fc
I II 11T I IT 11T

| 97kDa

_| 66kDa _166kDa

Abbildung 4.1: Western Blot und Coomassie-Farbung (anti-Fc)

Es wurden eine Coomassie-Farbung und ein Western Blot durchgefiihrt, wobei Zelliiberstand aus zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellkultivierung verwendet wurde. I stammt aus einem spéteren
Stadium der Zellkultivierung, als II. III stellt den Léngenstandard dar. In beiden Zelliiberstdnden lésst
sich auf Hohe von ca. 76kDa eine Bande ausmachen. Ebenso zeigt sich in der Coomassie-Farbung und
im Western Bot mit anti-Fc eine deutliche spezifische Bande bei ca. 76kDa. Dies zeigt an, dass sich in
dem Zellkulturiiberstand das Fusionsprotein mit dem Molekulargewicht von 76kDa befindet.

4.4.2 Anti-p75

Nach Durchfiihrung der Fusionsproteinreinigung iiber Protein-G-Sepharose wurden die drei
Eluate, welche durch die Aufreinigung enstanden, getrennt voneinander in einem Western
Blot auf die Anwesenheit des Fusionsproteins hin gepriift.

Der Antikdper Anti-mouse (anti-p75), welcher gegen den p75-Extrazelluldr-Teil des
Fusionsproteins gerichtet ist, wurde in einer Konzentration von 1 pg / ml als Primédrantikorper
verwendet und POX-conjugate Streptavidin (1 pg / ml) als Zweitantikorper.

Es wurde eine 8%ige SDS-PAGE durchgefiihrt und als Standard der SDS-PAGE
Moelukalgewichtsstandard verwendet.
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Western Blot anti-p75

I II III v

97kDa

66kDa

Abbildung 4.2: Western Blot (anti-p75)

Mit den Eluaten aus der Reinigung wurde ein Western Blot durchgefiihrt.

Hierbei kamen drei Eluate zur Anwendung. Eluat 1 (Line II) ist jenes, welches zu Beginn der
Aufreinigung gewonnen werden konnte, Eluat 2 (Line III) ist jenes aus der Mitte und Eluat 3 (Line 1V)
jenes, welches zum Ende der Reinigung gewonnen werden konnte. Bei Eluat 1 zeigt sich eine sehr
feine Bande auf Hohe von 76 kDa. In Eluat 2 und 3 eine deutlich kréiftigere Bande auf der gleichen
Hoéhe.

In allen drei Fraktionen, aber im Besonderen in Fraktion II und III zeigt sich in der
Coomassie-Farbung und im Western Blot mit anti-p75TNFR jeweils bei ca. 76kDa eine
deutliche Bande. Auf Grund dieser Tatsache lésst sich sagen, dass in allen drei Eluaten das
aufgereinigte Fusionsprotein vorhanden ist.

4.4.3 Anti-Fc-Fragment und Anti-p75

Das gereinigte Eluat wurde in einem weiteren Western Blot auf die Anwesenheit des
Fusionsproteins hin gepriift. Dabei wurde auf dem einen Teil (A1 und B1) des Western Blots
ein Primdrantikorper verwendet, welcher gegen den Fc-Teil des Fusionsproteins gerichtet ist
und zum anderen wurde getrennt davon auf dem anderen Teil (A2 und B2) des selben
Western Blots ein Primérantikdrper verwendet, der gegen den p75-extrazellulér-Doméne
gerichtet ist. Es wurde dabei sowohl ein 12,5 % iges SDS-PAGE (Abb.4.3A), sowie ein 8 %
iges SDS-PAGE (Abb.4.3B) durchgefiihrt und als Standard der Full Range Rainbow-
Molekulargewichtsstandard verwendet. Es wurden zwei Gele mit zwei unterschiedlich hohen
prozentualen Anteilen an Acrylamid gewihlt, um unterschiedliche Porengroflen und damit
unterschiedliche Auftrennungsbereiche zu erreichen.
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Al) Western Blot anti-Fc A2) Western Blot anti-p75
I II I II
160kDa | 160kDa_|
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Abbildung 4.3A (Gel: 12,5 % SDS-PAGE):

Western Blot (anit-Fc und anti-p75)

Es wurden zwei Western Blots mit einem 12,5%igem SDS-PAGE-Gel durchgefiihrt.

Hierbei wurden bei Al ein anti-Fc-AK verwendet und bei A2 ein anti-p75-AK. In beiden Western
Blots zeigt sich auf Hohe von ca. 76 kDa eine Bande.

B1) Western Blot anti-Fc B2) Western Blot anti-p75
| 11 I 11
160kDa_|
160kDa |
75kDa_|
75kDa_|

Abbildung 4.3B (Gel: 8 % SDS-PAGE):

Western Blot (anit-Fc und anti-p75)

Es wurde ein Western Blot mit einem 8%igem SDS-PAGE-Gel durchgefiihrt. In B1 wurde ein anti-
Fc-AK und in B2 ein anti-p75-AK verwendet. Hier zeigt sich ebenso bei beiden Antikdérpern eine
deutliche Bande auf Hohe von ca. 76kDa. Auf Grund der Banden bei ca. 76kDa in beiden Western
Blots bei Verwendung eine Antikdrpers gegen den Fc-Teil und eines Antikorpers gegen den p75-Teil
zeigt, dass das Fusionsprotein vollstdndig, also mit Fc- und p75-Teil vorliegt.
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4.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentration in den durch Aufreinigung erhaltenen Eluaten wurde ein
Proteinbestimmung durchgefiihrt. Dabei ergaben sich fiir die einzelnen Eluate folgende
Konzentrationen:

> Fluat 1: 0,148 mg / ml
> Eluat 2: 1,644 mg / ml
> Fluat 3: 1,147 mg / ml

Somit ergab sich filir das gesamte erhaltene Eluat eine Proteinkonzentration von
> Eluat Gesamt: 2,939 mg / ml

Das Gesamtvolumen der Eluate betrug 7 ml.

4.6 TNF-Zytotoxizitatsassays

Auf Grund der Tatsache, dass der 16sliche p75TNFR und damit auch das Fusionsprotein, die
Fahigkeit besitzt, TNF zu binden und es zu neutralisieren, wurde das Fusionsprotein im TNF-
Zytotoxizititsassay bei L-929-Zellen eingesetzt, um die Bindungsfihigkeit und dadurch die
biologische Aktivitét zu priifen.
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Abb. 4.4: TNF-Zytotoxizitats-Assay

Zytotoxizitdtsassay, wobei bei Gruppe 1 kein TNF und kein Protein zugegenben wurde. Bei Gruppe 2
wurde TNF und das Fusionsprotein vor Aufreinigung hinzugegeben. Gruppe 3 wurde mit dem Vektor
V1Q und mit TNF versetzt. Bei Gruppe 4 wurde lediglich TNF hinzugegeben. Zugabe von TNF in
aufsteigender Konzentration.

Es wurden L-929-Zellen kultiviert und dann in vier gleich groBe Populationen aufgeteilt.
Diese vier Populationen wurden dann wie folgt behandelt:

- Gruppe 1: es wurde weder TNF, noch das Fusionsprotein zugegeben

- Gruppe 2: es wurde TNF und das noch nicht gereinigte Protein zugegeben
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- Gruppe 3: es wurde TNF und der Vektor V1Q (ein IgD der Ratte gegen mTNF)
zugegeben
- Gruppe 4: es wurde nur TNF zugegeben

TNF wurde dabei in einer aufsteigenden Konzentration zugegeben.

Die unbehandelten Zellen und die mit TNF und V1Q behandelten Zellen zeigen eine etwa
gleich hohe Anzahl an lebenden Zellen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass der
monoklonale Antikérper das TNF gebunden hat und es somit nicht zu einer zytotoxischen
Wirkung kommen konnte.

Bei den Zellen, welche nur mit TNF bzw. mit TNF und dem Fusionsprotein vor der
Reinigung verwendet wurde, zeigte sich mit zunehmender TNF-Konzentration ein deutliches
Abfallen der lebenden Zellen.

Da die berechnete TNF-Konzentration durch Zugabe des Fusionsproteins geringer wird,
bedeutet das, dass das Fusionsprotein TNF noch toxischer macht.

Abb.4.5
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Abb.: 4.5: TNF-Zytotoxizitats-Assay

Zytotoxizitatsassay, wobei bei Gruppe 1 kein TNF und kein Protein zugegenben wurde. Bei Gruppe 2
wurde TNF und das Fusionsprotein nach Aufreinigung hinzugegeben. Gruppe 3 wurde mit dem
Vektor V1Q und mit TNF versetzt. Bei Gruppe 4 wurde lediglich TNF hinzugegeben. Zugabe von
TNF in aufsteigender Konzentration.

Es wurden L-929-Zellen kultiviert und dann in vier gleich groe Populationen aufgeteilt.
Diese vier Populationen wurden dann wie folgt behandelt:
- Gruppe 1: es wurde weder TNF, noch das Fusionsprotein zugegeben
- Gruppe 2: es wurde TNF und das gereinigte Protein zugegeben
- Gruppe 3: es wurde TNF und der Vektor V1Q (ein IgD der Ratte gegen mTNF)
zugegeben
- Gruppe 4: es wurde nur TNF zugegeben

TNF wurde dabei in einer aufsteigenden Konzentration zugegeben.

Die unbehandelten Zellen und die mit TNF und V1Q behandelten Zellen zeigen auch hier
eine etwa gleich hohe Anzahl an lebenden Zellen. Zu einer toxischen Wirkung von TNF kam
es nicht.

Bei den Zellen, welche nur mit TNF bzw. mit TNF und dem Fusionsprotein nach der
Reinigung verwendet wurde, zeigte sich mit zunehmender TNF-Konzentration auch hier ein
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deutliches Abfallen der lebenden Zellen. Unter der Zugabe von TNF und Fusionsprotein kam
es schon bei einer niedrigeren TNF-Konzentration zu einer stirkeren zytotoxischen Wirkung
als bei alleiniger TNF-Zugabe. Das Fusionsprotein scheint auch hier TNF noch toxischer zu
macht.

4.7 Immunprazipitation

Zur weiteren Abkldrung der Bindungsfihigkeit des Fusionsproteins wurde ein TNF-
Zytotoxizitits-Assay mit einer Vorbehandlung mit Sepharose (Immunprézipitation)
durchgefiihrt. Dabei wurde das Fusionsprotein mit TNF zusammen inkubiert, so dass sich das
Fusionsprotein an das TNF binden kann und einen TNF-Fusionsprotein-Komplex bildet.
Anschliefend wurde Protein-G-Sepharose hinzugegeben, um ebenfalls an das Fusionsprotein
am Fc-IgG-Teil zu binden und somit nicht nur dieses, sondern auch das vorher gebundene
TNF, zu eliminieren. Die Losung, welche man, nach Abzentrifugieren und Verwerfen des
Pellets (darin enthalten der TNF-Fusionsprotein-Sepharose-Komplex), erhalten hat und in
dem bei voller Bindungsfahigkeit des Fusionsproteins kein TNF mehr enthalten sein darf,
wurde im TNF-Zytotoxizitits-Assay bei L-929-Zellen eingesetzt.

Im Vergleich zu dem Assay mit Sepharose wurde zeitgleich und unter den gleichen
Bedingungen ein Assay ohne Sepharose-Vorbehandlung durchgefiihrt.

Abb.4.6
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Abb. 4.6: TNF-Zytotoxizitats-Assay mit Sepharose-Vorbehandlung

Zytotoxizitatsassay, wobei bei Gruppe 1 kein TNF und kein Protein zugegenben wurde. Bei Gruppe 2
wurde TNF und das Fusionsprotein vor Aufreinigung und nach Sepharosevorbehandlung
hinzugegeben. Gruppe 3 wurde mit dem Vektor V1Q und mit TNF versetzt. Bei Gruppe 4 wurde
lediglich TNF hinzugegeben. Zugabe von TNF in aufsteigender Konzentration.

Es wurden L-9292-Zellen kultiviert und in flinf gleich groe Gruppen eingeteilt. Diese
Gruppen wurden wie folgt behandlet:
- Gruppe 1: L-929-Zellen ohne Behandlung mit TNF oder Fusionsprotein
- Gruppe 2: es wurde das ungereinigte Protein zugegeben, welches zuvor zuerst mit
TNF und dann mit Sepharose zusammengeben und abzentrifugiert wurde
- Gruppe 3: es wurde der Vektor V1Q (IgD der Ratte gegen mTNF) zugegeben,
welcher zuvor zuerst mit TNF und dann mit Sepahrose zusammengegeben wurde
- Gruppe 4: es wurde nur TNF zugegeben



Ergebnisse 32

TNF wurde hierbei wieder in aufsteigender Konzentration verwendet.

Es zeigte sich auch hier, dass die prozentuale Anzahl der iiberlebenden Zellen bei der
Behandlung mit dem Vektor V1Q und TNF iiber denen liegt, welche mit dem gereinigten
Protein und TNF, mit dem ungereinigtem Protein und TNF, sowie iiber denen, welche nur mit
TNF behandelt wurden. Bei der Zugabe von TNF und Fusionsprotein vor Aufreinigung zeigte
eine deutlich zytotoxischere Wirkung als TNF alleine.

Abb.4.7
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Abb. 4.7: TNF-Zytotoxizitats-Assay mit Sepharose-Vorbehandlung

Zytotoxizitdtsassay, wobei bei Gruppe 1 kein TNF und kein Protein zugegeben wurde. Bei Gruppe 2
wurde TNF und das Fusionsprotein nach Aufreinigung und nach Sepharosevorbehandlung
hinzugegeben. Gruppe 3 wurde mit dem Vektor V1Q und mit TNF versetzt. Bei Gruppe 4 wurde
lediglich TNF hinzugegeben.

Es wurden L-9292-Zellen kultiviert und in fiinf gleich groBe Gruppen eingeteilt. Diese
Gruppen wurden wie folgt behandlet:
- Gruppe 1: L-929-Zellen ohne Behandlung mit TNF oder Fusionsprotein
- Gruppe 2: es wurde das gereinigte Protein zugegeben, welches zuvor zuerst mit
TNF und dann mit Sepharose zusammengegeben und abzentrifugiert wurde
- Gruppe 3: es wurde der Vektor V1Q (IgD der Ratte gegen mTNF) zugegeben,
welcher zuvor zuerst mit TNF und dann mit Sepahrose zusammengegeben wurde
- Gruppe 4: es wurde nur TNF zugegeben
TNF wurde hierbei wieder in aufsteigender Konzentration verwendet.

Es zeigte sich, dass die prozentuale Anzahl der {iberlebenden Zellen bei der Behandlung mit
dem Vektor V1Q und TNF {iber denen liegt, welche mit dem ungereinigtem, bzw. gereinigten
Protein und TNF behandelt wurden. Bei der Zugabe von TNF und Fusionsprotein vor und
nach Aufreinigung zeigte zudem eine deutlich zytotoxischere Wirkung als TNF alleine.
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Abb.4.8
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Abb. 4.8: TNF-Zytotoxizitats-Assay ohne Sepharose-Vorbehandlung

Zytotoxizitdtsassay, wobei bei Gruppe 1 kein TNF und kein Protein zugegeben wurde. Bei Gruppe 2
wurde TNF und das Fusionsprotein nach Aufreinigung und ohne Sepharosevorbehandlung
hinzugegeben. Gruppe 3 wurde mit dem Vektor V1Q und mit TNF versetzt. Bei Gruppe 4 wurde
lediglich TNF hinzugegeben.

Zum direkten Vergleich wurde analog zu dem Versuch mit Sepharose-Vorbehandlung ein
Versuch ohne Sepharose-Vorbehandlung durchgefiihrt. Die L-929-Zellen wurden wieder
entweder unbehandelt gelassen oder mit gereinigtem Protein und TNF, dem Vektor V1Q und
TNF oder nur mit TNF behandelt. Unter aufsteigender TNF-Konzentration zeigt sich erneut,
dass der Vektor V1Q eine schiitzende Wirkung vor der zytotoxischen Wirkung des TNF
besitzt, das gereinigte Protein jedoch nicht. Unter der Behandlung mit TNF und Protein zeigt
sich eine starkere zytotoxische Wirkung als unter alleiniger Zugabe von TNF.

In dem Assay ohne Sepharose-Vorbehandlung bestdtigte sich das Ergebnis, wonach keine
biologische Bindungsfdhigkeit des Fusionsproteins gegeben ist. Ebenso zeigte der Assay mit
Sepharose-Vorbehandlung, dass in der Vorbandlung kein TNF mittels Fusionsprotein
gebunden und dann durch die Sepharose eliminiert werden konnte.

4.8 TNF- ELISA-Bindungstest

Um eine weitere Bestimmung der Bindungsfihigkeit zu erlangen, wurde ein ELISA-
Bindungstest durchgefiihrt. Dabei wurde mit dem Fusionsprotein (p75TNFR-
Extrazellulirdoméne) gecoated und TNF zugegeben. Das TNF miisste bei biologischer
Aktivitit des Fusionsproteins an dieses binden. AnschlieBend wurde V1Q (= anti-TNF der
Ratte) zugegeben, welches seinerseits ebenfalls an das TNF bindet. Zur Detektion des V1Q
wurde ein anti-rat AP gekoppelter Antikorper hinzugegeben. SchlieBlich wurde Sigma 104
hinzugegeben, um eine Auswertung zu ermoglichen.
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Abb.: 4.9: TNF-ELISA-Bindungstest

Es wurde ein 96-well-Platte mit dem gereinigten Fusionsprotein.
Dazu wurde zuerst mTNF, dann das anti-mTNF V1Q (IgG der Ratte gegen mTNF), dann ein
Antikorper (anti-rat-AK) gegen das IgD-der Ratte (=V1Q) und dann das Sigma 104, welches gegen
das anti-rat-AK gerichtet ist, gegeben. In der Positivkontrolle wurde statt dem Fusionsprotein mTNF
verwendet. In der Negativkontrolle PBS. AnschlieBend wurde OD (optical density) im ELISA-Reader
gemessen. Es wurde fiir jedes well die OD aufgetragen.

Es zeigt sich, dass das Fusionsprotein auch in dem TNF-ELISA-Bindungstest keine
Bindungsfihigkeit besitzt. Die OD des mit Protein behandeltem ELISA’s liegt auf gleicher
Hohe wie die Negativkontrolle. Somit hat sich in den Western Blot gezeigt, dass das
Fusionsprotein zwar vorhanden ist, allerdings, wie die TNF-Zytotoxizitdts-Test zeigten, in
biologisch inaktiver Form.
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5 Diskussion

5.1 Biologicals und TNF-Antikorper in der klinischen Anwendung

Seit Anfang diesen Jahrhunderts kam es durch den Einsatz von sog. Biologicals, also
Arzneimitteln, welche durch Verfahren der Biotechnologie in gentechnisch verdnderten
Organismen hergestellt werden, zu ganz neuen therapeutischen Mdglichkeiten.

Biologicals finden heute ihre Anwendung unter anderem als Gerinnungsfaktoren, z.B.
Eptacog alfa (NovoSeven®) (Hedner, 2010; Franchini, 2009; Roberts, 2004) und als
Fibrinolytika, z.B. Alteplase (recombinant tissue-type plasminogen activator, rt-PA) (Lees,
2010; Madhani, 1993), aber auch als Hormone, z.B. Somatotropin, hdmatopoetische
Wachstumsfaktoren, z.B. Erythropoetin, Interferone, z.B. Interferon-o und Impfstoffen.

Eine weitere Arzneimittelgruppe, welche ebenfalls zu den Biologicals gehort, sind die TNF-
Antikorper. Seit Einfilhrung vor ca. 10 Jahren findet es seine Anwendung durch
Rheumatologen, Gastroenterologen und Dermatologen.

Nimmt man die TNF-Ligandenbindungsdoméne des TNFR-p75 und fusioniert diese mit dem
Fc-Teil des IgG, so erhdlt man ein Fusionsprotein, welches TNFa binden und somit seine
biologische Aktivitét neutralisieren kann.

Bei dem Fusionsprotein im vorliegenden Fall wurde der Fab-Teil des Immunglobulins G
(IgG), welche die Antigenbindungsstelle des IgG darstellt, durch die Extrazellulirdoméane des
mausTNFR-p75 ersetzt.

Zwei Wirkmechanismen stehen momentan zur Verfligung. Zum einen gibt es die Moglichkeit,
einen 16slichen TNFRezeptor, wie Etanercept, zu applizieren, der in seiner Struktur dem
zelluldaren TNF-Rezeptor entspricht (Blumenauer, 2003). Etanercept hat jedoch dadurch, dass
er dimerisiert vorliegt, eine hohere Affinitidt zu TNF als die Membranrezeptoren und fungiert
so als kompetetiver Inhibitor fiir die TNF-Bindung an Zellrezeptoren. Etanercept bindet somit
TNF, welches seinerseits nun nicht mehr an die TNF-Rezeptoren auf der Zelle binden kann
und damit keine biologische Wirkung hat (Wiens, 2009; Mohler, 1993). Die zweite
Moglichkeit ist der Wirkmechanismus von Infliximab und Adalimumab. Hierbei handelt es
sich um monoklonale Antikorper, welche an TNF binden und dadurch TNF neutralisieren,
wodurch die Bindung von TNF an die Rezeptoren verhindert wird (Knight, 1993).

Strukturell sind die erwdhnten TNF-Antikorper aufgebaut wie das Fusionsprotein, welches in
dieser Arbeit untersucht wurde. Sie haben wie das Fusionsprotein eine
Ligandenbindungsdomédme des TNF-Rezeptors und einen Fc-Teil des IgG. Der Fc-Teil bei
Etanercept ist humanen Ursprungs (Knight, 1993), bei Infliximab murinen Ursprungs, also
von der Maus stammend (Mohler, 1993). Bei dem Fusionsprotein ist die
Ligandenbindungsdomine des p75-TNF-Rezeptors von der Maus.

Die Indikationen fiir die Anwendung von TNF-Antikorpern sind momentan Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises, z.B. rheumatoide Arthritis (Blumenauer, 2009; Taylor, 2009;
Rankin, 1995; Elliott, 1993), Morbus Crohn (Kollias, 2010; Behm, 2008; Brown, 2005),
Psoriasis (Mease, 2000) und M. Bechterew (Kalden, 2002).

Immer wieder werden auch kleinere Studien oder Einzelfallbeobachtungen publiziert, welche
die Wirksamkeit von TNF-Blockern priifen. Hier zeigte sich z.B. eine Wirksamkeit bei
Erkrankungen aus dem Bereich der Vasulitiden (Morbus Behcet, Churg-Strauss-Vaskulitis,
Riesenzellarteritis) oder bei Dermatomyositiden. Ebenso bei granulomatéen FErkrankung
(Morbus Wegener, Sarcoidose) zeigte sich ein Ansprechen auf eine Infliximab-Behandlung
(Keystone, 2004).

Die wichtigsten, in der Klinik verwendeten Wirkstoffe sind Infliximab, Etanercept,
Adalimumab und Certolizumab.
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Als zwei Vertreter fiir die beiden Wirkmechanismen der in der Klinik angewandten TNF-
Antikorper sind im Folgenden Infliximab und Etanercept dargestellt

5.1.1. Infliximab (Remicade®)

Infliximab war das erste TNF-Antikorper-Biological, welches im August 1999 die Zulassung
zur Therapie bei schwergradigen, aktiven und fistulierenden Morbus Crohn bekam. Seit Mai
2003 besteht auch die Zulassung zur Erhaltungstherapie des schwergradig aktiven Morbus
Crohn. Des Weiteren hat Infliximab die Zulassung zur Behandlung von rheumatoider
Arthritis (seit 2000) und ankylosierender Spondylitis (= Morbus Bechterew) (seit 2003).
Infliximab ist ein chimirer monoklonaler IgG-Antikorper, welcher zu 75 % aus einer
humanen und zu 25 % aus murinen, antigenbindenden Sequenzen besteht und mit hoher
Spezifitiat an TNF bindet und dieses neutralisiert (Elliot, 1993; Kalden, 2002).

Junming Le und Jan Vilcek gelang es 1989, den monoklonalen Antikorper gegen TNF zu
erzeugen. Die Wirksamkeit und Effektivitit von Infliximab konnte in den letzten Jahren durch
mehrere klinische Studien belegt werden (Elliot, 1993; Elliot 1994; Maini, 1998; Maini, 1999;
Lipsky, 2000). In der sogenannten ACCENT-I-Studie (A Crohn’s Disease Clinical Trial
Evaluating Infliximab in a New Long Term Treatment Regime) konnte die Wirksamkeit von
Infliximab als langfristige Medikation bei Morbus Crohn gezeigt werden (Hanauer, 2002).
Nach einer zweiwochigen Gabe sprachen bereits 58 % der Patienten auf die Behandlung an.
Nach einer Behandlungsdauer von 30 Wochen war der Anteil, der sich in Remission
befindenden Patienten, in der Infliximab-Gruppe (42%) deutlich hoher als in der
Kontrollgruppe (21%) (Hanauer, 2002). Die Wirksamkeit von Infliximab bei rheumatoider
Arthritis konnte in zwei multizentrischen, randomisierten, doppelverblindeten Studien
gezeigte werden, der ATTRACT- Studie (= Anti-TNF-alpha Trial in Rheumatoid Arthritis
with Concomitat Therapy) und der ASPIRE-Studie (= Active controlled Study of Rheumatoid
arthritis of Early onset). In der ATTRACT-Studie waren insgesamt 428 Patienten mit einer
aktiven rheumatoiden Arthritis trotz Methotrexat-Therapie eingeschlossen. Es fand eine
Randomisierung in fiinf Gruppen statt, wobei die Patienten 3, bzw. 10 mg Infliximab pro
Kilogramm Korpergewicht alle 4 bzw. 8 Wochen zusammen mit Methotrexat erhielten. Die
fiinfte Gruppe erhielt nur Methotrexat mit einer Placeboinfusion alle 4 Wochen. Die
Wirksamkeit von Infliximab wurde nach 30 und 54 Wochen an Hand der ACR-Kriterien
beurteilt. Es konnte durch die Kombination von Methotrexat und Infliximab die
Therapieansprechrate gegeniiber einer Methotrexat-Monotheapie verdoppelt werden (Maini,
2004; Lipsky, 2000; Maini, 1999).

Die ASPIRE-Studie konnte zeigen, dass die Kombinationstherapie von Methotrexat und
Infliximab bei Patienten mit frither rheumatoider Arthritis fortschreitende Gelenkzerstorung
verhindern kann und einer Monotherapie mit Methotrexat iiberlegen ist (Maini, 1999; St
Claire, 2004; Maini, 2004). Eine im Jahre 2005 veroffentlichte Studie (the BeSt Study) konnte
ebenfalls zeigen, dass die Kombinationstherapie von DMARD mit Prednisolon oder
Infliximab eine frithe Verbesserung der Funktionsfdhigkeit und eine geringere
Gelenkschddigung nach einem Jahr zur Folge hat (Goekoop-Ruiterman, 2005).

5.1.1. Etanercept (Enbrel®)

Etanercept ist ein menschliches TNF-Rezeptor-p75-Fc-Fusionsprotein (Kalden, 2002;
Moreland, 1999), welches seit Februar 2000 eine Zulassung als Immunsupressivum bei
rheumatoiden Erkrankungen, Psoriasis-Arthritis, sowie des Morbus Bechterew besitzt.

Etanercept besteht aus 934 Aminosduren und hat eine Molekiilmasse von 150kDa (Fachinfo
Enbrel® 25mg / 50 mg). Etanercept ist strukturell sehr &hnlich aufgebaut wie das
Fusionsprotein, welches in dieser Arbeit untersucht wurde. Es ist ein dimeres chiméres
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Protein, bestehend aus dem extrazelluldren Ligandenbindungsdomidne des humanen
Tumornekrosefaktor-Rezeptors 2 (p75) und dem Fc-Teil des IgG1-Antikdrpers des Menschen
(Moreland, 2002). An diese Punkt unterscheidet sich Entanercept von dem Fusionsprotein, da
hier der TNFR-p75 von der Maus angehéngt ist. Etanercept hat die Mdglichkeit, sowohl TNF
als auch Lymphotoxin zu binden (Taylor, 2003).

Im Rahmen der Indikation rheumatoide Arthritis, eine der héufigsten entziindlichen
Erkrankungen der Gelenke mit einer Prévalenz von ca. 0,5 bis 1 % der Weltbevolkerung,
zeigte sich in mehreren multizentrischen, randomisierten, doppelverblindeten Studien, dass es
zu einer Reduktion der ACR (= American College of Rheumatology)-Klassifikationkriterien
von 1987 kam (Moreland, 1997; Moreland,1999; Kalden, 2002; Genovese, 2002). Zu diesen
Kriterien zéhlen Morgensteifigkeit von mindestens einem Gelenk fiir mindestens eine Stunde,
Gelenkentziindungen in mindestens drei verschiedenen Gelenkregionen, sowie an Hand- oder
Fingergelenken, beidseitige Gelenkentziindung derselben Gelenke beider Korperhilften,
Rheumaknoten, Nachweis von Rheumafaktor, radiologische Verdanderungen der Gelenke.
Ebenso zeigte sich, dass Etanercept in Kombination mit Metotrexat (MTX) eine gute
Vertrdglichkeit besitzt und einer Monotherapie mit MTX iiberlegen ist (Weinblatt, 1999;
Bathon, 2000).

Weiterhin findet Etanercept bei der polyartikuldren juvenilen idiopathischen Arthritis, der
Arthritis psoriatica und des Morbus Bechterew Anwendung (Kalden, 2002).

Etanercept findet zur Zeit eine Anwendung von 25 mg zweimal die Woche oder 50 mg einmal
die Woche.

5.2 Molekulargewicht des Fusionsproteins

In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass ein Protein von den transfizierten Ag8-Zellen
produziert wurde. Dieses Protein wurde sowohl im ungereinigten Zelliiberstand sowie nach
Reinigung in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese nachgewiesen.

Das Fusionsprotein besteht aus zwei Teilen. Zum einen aus der Extrazellulirdomine des
Maus-p75TNFR und zum anderen aus dem Fc-Teil des IgG. Das Molekulargewicht des
Fusionsproteins ergibt sich somit als Summe aus den Molekurgewichten der beiden
Bestandteile. Der Fc-Teil des humanen IgG besteht aus 232 Aminosduren und hat ein
Molekulargewicht von 26kDa (Carosella, 1988, Michaelsen, 1971). Die Extrazellulirdoméne
des Maus-p75TNFR hat ein Molekulargewicht von ca. 50kDa. Hieraus ergibt sich, dass das
Fusionsprotein ein Molekulargewicht von ca. 76kDa hat und auch in der SDS-PAGE bei ca.
76kDa erscheint. Es ldsst sich somit aussagen, dass das Fusionsprotein in der erwarteten
molekularen Grofle produziert wurde.

5.3 Antigenstruktur des Proteins und Erkennung durch
Antikorper gegen mTNFRp75 und Fc-1gG

Bei dem Fusionsprotein wurde davon ausgegangen, dass es aus zwei Anteilen besteht, einem
Fc-Anteil eines Immunglobulin G1 und dem extrazelluldren Anteil des murinen-TNFRp75.
Eine Detektion des Fusionsproteins, mit entsprechenden Antikorpern, ist somit sowohl {iber
den mTNFR-p75 als auch tiber den Fc-IgG-Teil moglich.

Zur Kliarung der Frage, ob das Protein {iberhaupt in dieser erwarteten Struktur produziert
wurde, wurden sowohl Western Blots mit Antikdrpern gegen den mTNFRp75-Anteil, als auch
gegen den Fc-IgG-Anteil durchgefiihrt. Es wurde hierbei auf Antikérper zuriickgegriffen,
welche bereits vielfach zur Detektion eingesetzt worden sind (Pennica, 1992).

In beiden Féllen konnte ein positiver Nachweis geflihrt werden. Somit ldsst sich der Schluss
zu, dass das Fusionsprotein, wie erwartet, einen mMTNFRp75- und einen Fc-IgG-Teil hat.
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Da es bei Verwendung eines Antikorpers, welcher gegen den mTNFRp75-Anteil gerichtet ist,
zu einer Detektion des Fusionsproteins im Western Blot gekommen ist, kann man erwarten,
dass dieser Anteil des Fusionsproteins auch die Fahigkeit zur Bindung an ein passendes
Gegenstiick besitzen und nicht grundsitzlich seine Bindungsféhigkeit verloren hat.

5.4 Erklarungsversuche fur das Fehlen der biologischen
Wirksamkeit des Proteins

Wie bisher beschrieben, konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein zum einen in der
berechneten molekularen GroBe mit 76kDa produziert wurde und auch in der erwarteten
Antigenstruktur vorhanden ist. Ebenso konnte dargestellt werden, dass sowohl der Fc-IgG-
Anteil, aber vor allem auch der TNFRp75-Anteil eine Bindungsfihigkeit fiir entsprechende
Antikorper besitzen, da sie durch speziell gegen sie gerichtete Antikorper in den Western
Blots detektiert werden konnten. Eine grundsétzliche Bindungsfahigkeit sollte also gegeben
sein. In den TNF-Zytotoxizitits-Tests und dem TNF-ELISA-Bindungstest wurde jedoch
gezeigt, dass das Fusionsprotein die biologische Wirkung von TNF nicht vermindert oder gar
ganz inhibiert, wie es bei anderen TNF-Blockern schon gezeigt werden konnte (Bigda, 1994)
und wie es bei den in der Klinik bereits eingesetzten TNF-Blockern der Fall ist (Moreland,
1997; Weinblatt, 1999; Mease, 2000). Im Gegenteil wurde eine verstirkte zytotoxische
Wirkung gemessen.

Das Fusionsprotein hat nicht die biologische Fahigkeit, TNF zu binden. Hierfiir gibt es
verschiedene Erkldarungsversuche:

5.4.1. Sequenzfehler / Mutation im TNFE-Bindungsbereich und potentielle
Sequenzierung des Fusionsproteins

Einer der Erkldrungsversuche setzt bei der DNA des TNFRp75 und damit der Primérstruktur
des Fusionsproteins an. Die initial verwendeten Nukleinsduren, welche in die Ag8-Zellen
durch Transfektion eingeschleust wurde und zur Sezernierung des Fusionsproteins fiihren
sollte, kann von Anfang an oder erworben durch wihrend der Transfektion aufgetretene
Verdanderungen Mutationen in sich getragen haben. Wiirden diese Mutationen nun in einem
Bereich aufgetreten sein, in dem die Aminosdurenabfolge des TNF-Bindungsbereiches des
Proteins codiert ist, so wiirde sich daraus eine Verdnderung der Bindungsfahigkeit ergeben.
Hierbei wiirde das Protein in der erwarteten Antigenstruktur produziert werden. Ebenso
wiirde es keine Verdnderung in der Molekularmasse geben. Die Bindungsfdhigkeit im
Nachweis des Proteins iiber einen Fc-Fragment-Antikdrper wiare dabei nicht beeinflusst. Auch
der Nachweis des Proteins iiber einen gegen den TNFR-p75 gerichteten Antikorper ebenso
unbeeinflusst sein. Lediglich die spezifische Bindung an TNF konnte beeinflusst sein und
damit eine Bindung von Protein und TNF unterbinden.

Zur Kldrung, ob es hierdurch zu einer fehlenden TNF-Bindung gekommen ist, wére es ndtig,
eine Sequenzierung des Fusionsproteins durchzufiihren. Hierdurch wiirde man die
Aminosdurenabfolge sehen und kléren konnen, ob es hierbei zu einer Abweichung von der
urspriinglichen Nukleinsdure gekommen ist.
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5.4.2. Fehlfaltung des Proteins im Bindebereich

Fiir die Funktion von Proteinen und damit auf flir die Funktion des Fusionsproteins ist es
notwendig, dass das Protein in einer zu Bindung fahigen Konformation vorliegt (Abbas, 200).
Im vorliegenden Fall kann es nun mdglich sein, dass das Protein im TNF-Bindungsbereich
bereits mit einer Fehlfaltung (= verdnderten Sekundérstruktur) produziert wurde. Dies kann
zum einen auf dem Boden einer verdnderten Primérstruktur (sieche 5.4.1) und damit
verdnderten Wasserstoffbriickenbindungen geschehen sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass
es durch die Kultivierung oder Aufreinigung zu einer partiellen oder vollstaindigen Zerstérung
der Wasserstoftbriickenbindungen gekommen ist und somit es zu einer sekundiren
Fehlfaltung, also Verdnderung der Sekundarstruktur, gekommen ist.

Je nach Ausmal} der Fehlfaltung wire dann die TNF-Bindungsfahigkeit eingeschrankt oder
aufgehoben. Bei nur geringen Veranderungen in der Faltung konnte es moglich sein, dass das
Fusionsprotein seine Bindungsfahigkeit beziiglich der Antikorper gegen den TNFRp75-, bzw.
den Fc-IgG-Anteil im Western Blot behdlt, aber seine spezifische Bindungsfahigkeit
gegeniiber TNF verliert.

Um zu kldren, ob eine etwaige Fehlfaltung bereits von Anfang an vorhanden war, wire, wie
bereits oben erwdhnt, eine Sequenzierung hilfreich. Hierdurch wiirde man die genaue
Aminosédureabfolge kennen, damit auch die auftretenden Wasserstoffbriickenbindungen und
es ware ersichtlich, ob es zu einer verdnderten Faltung gekommen ist.

Um zu kléren, ob es zu einer sekundéren Fehlfaltung gekommen ist, wire die Durchfiihrung
einer Rontgenstrukturanalyse moglich, wodurch die vorhandene Faltung ersichtlich wire. Bei
einer unauffilligen Primérstruktur in der Sequenzierung und einer veridnderten Faltung wire
eine erworbene Fehlfaltung durch Zerstérung von Wasserstoffbriickenbindungen wéhrend der
Kultivierung oder Aufreinigung des Proteins moglich.

5.4.3. Interaktion zwischen mMTNFRp75 und hTNF

Letztendlich ergibt sich als eine weitere Erklarung fiir die TNF-Bindungsunfahigkeit eine
Interaktion zwischen dem maus-TNFRp75 und dem humanen TNF.

Es besteht die Moglichkeit, dass der von der Maus stammende Rezeptor das vom Menschen
stammende TNF nicht binden kann (Bauml, 2008; Vandenbeele, 1995; Sheehan, 1995).

5.5 Erklarungsversuche fir die starkere toxische Wirkung des
Fusionsporteins im Zytotoxizitatsassay

In den Zytotoxizititsassays wirkte das Fusionsprotein zusammen mit TNF zytotoxischer, als
TNF alleine. Eine Erklarung hierfiir wére, dass in dem Fusionsproteinpréiparat eine toxische
Komponente enthalten ist, welche selbst, oder zusammen mit demTNF zytotoxisch wirkt.
Sowol das Fusisonsprotein vor, als auch nach der Aufreinigung zeigt diese stirkere
zytotoxische Wirkung, so dass davon auszugehen ist, dass eine toxische Komponente bereits
von Anfang an enthalten war und nicht erst durch den Aufreinigungsprozess hinzugekommen
ist.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass die durch Transfektion zur
Sekretion gebrachten Ag8-Zellen das gewiinschte Fusionsprotein, bestehend aus einem Fc-
Teil und einem Anti-p75-Teil, erfolgreich bilden.

Dieses Fusionsprotein ist auch molekular vollstindig in dem gewonnen Eluat enthalten und
wurde damit nicht in unvollstindiger Weise sezerniert oder bereits in der Zellkultur oder in
den Verarbeitungsgidngen gespalten.

Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass das vorliegende Fusionsprotein mit seinem
murinen-TNFRp75-Teil nicht im Stande ist, humanes TNF zu binden und damit die
biologische Wirkung von TNF aufzuheben.

Auf Grund dessen ldsst sich der Schluss ziehen, dass das Fusionsprotein vorhanden, aber
biologisch inaktiv in Bezug auf Bindung an humanes TNF ist.
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