AUS DEM LEHRSTUHL
FUR
INNERE MEDIZIN II
DIREKTOR: PROF. DR. GUNTER RIEGGER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Herstellung und Charakterisierung monoklonaler Antikdrper
gegen humanes
Interleukin-3

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der
Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt
von
Sophia Anna Katharina Scharl
aus Amberg

2014






AUS DEM LEHRSTUHL
FUR
INNERE MEDIZIN II
DIREKTOR: PROF. DR. GUNTER RIEGGER
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Herstellung und Charakterisierung monoklonaler Antikdrper
gegen humanes
Interleukin-3

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin

der
Fakultat fur Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt
von
Sophia Anna Katharina Scharl
aus Amberg

2014



Dekan: Prof. Dr. Dr. Torsten E. Reichert
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Matthias Mack
2. Berichterstatter: Prof. Dr. Frank Schweda

Tag der mundlichen Prufung: 21.05.2014



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

ADKUIZUNGSVEIZEICANIS ... i
O o1 =T (T oV P 1
1.1 INEEIIEUKIN 3 et 1
00 O S 1 (U (LU | PP PP PP PP PP PPPPPPPP 1
1.1.2  Effekte deS IL-3. . 1
I T | e B T o] e ] PP 3
1.1.4  Speziesspezifitat des Interleukin 3 MolekUls ..., 5
1.2 Rheumatoide ArTITLS .........ooeiiiiiiiii e 7
1.2.1  Definition und EpIdemiolOgie..........coooiiiiii i 7
1.2.2  KIinik der Erkrankung ..o 7
1.2.3  GENELIK ..ttt 7
1.2.4  BeRANAIUNG ...coooiiieeeeeee e 8
1.2.5 Zytokine in der Rheumatoiden Arthritis ..........coooouiiiii e 9
1.3 ANIKOT BT ettt 10
1.3.1  AntiKOrpereigenSCRAfteN .. .....uuii i e 12
1.3.2  Methoden zur Herstellung monoklonaler AntiKOrper..........ooooveeeeeeeieeeeeeee, 13
1.4 ZielSetzung der ArDEIt...... .o e e 16
2 Material UNd METNOAEN. ... ...uiiiiiii bbb 17
2.1 Laborgerate und —materialien ..o 17
2t N R 1T - 11 PP PPPPTT 17
2.1.2  Glas- UNA PIASTKWAIEIN .......uuiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieibeeiieeeieebee bbb sbeseesseaesbbeeeeseennnnnenes 18
2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Puffer und Reaktionsmedien............cccccoveeeeiieeiniiiiiiinnnnn. 19
2.1.4  Gebrauchsfertige Zellkulturmedien und ZellkultUrzusatze ...............ccccvvvvvviiiinininnnns 19
2.1.5  gebrauchsfertige KitS ... e e 20
2.1.6  Zytokine, AntiIKOrPer UNG ENZYIME ........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieieesnnesnennesnennsennsenneenennennes 20
2.1.7  Medien, LOSungen, PUEr ... 21
2.1.8  Antikorper fir die DUrchfluSSZytOMEetrie .........uueeiiieeiiiecce e 23
2.1.9 Analyse- und BearbeitungSprogramme . ............uuuuuuueueereeerenennrnnnenennnnneneneseeennenneeneene 23
2.2 MEINOUEN.... . 24
2.2.1  Tiere und TierNAIUNG ... ... ettt aeeebeeeebenanennnnes 24
2.2.2  Herstellung von AluminiumpPrazipitat ...........couueiiiieeeiiieae e 24
2.2.3  IMMUNISIEIUNG EI MAUSE ......uviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeiieieeeeaeeeeebebbeeebeeaeb e eabseeaesebneesesennnnnnnes 24
2.2.4  Herstellung von Feederlayern durch Peritoneal-Lavage............ccccoevveviviiiiceviiinneennns 25



Inhaltsverzeichnis

2.2.5 Gewinnung mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) aus Vollblut...... 25
2.2.6  Kultivierung und Lagerung eukaryonter Zellen..............eeiiiieiiiiiiiiiiie e, 26
2.2.7  Bestimmung der ZellZahlen ..............eueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.2.8  Herstellung von HybridomMzellen ............oooiiiiiiiiii e 27
2.2.9  Subklonierung der Hybridomzellen ...............ouuuiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeees 27
2.2.10 Gewinnung der KIoNUDerstande............cooiviiiiiiiiiiii e e e 28
2.2.11 HRP-Labeling der aufgereinigten ANtIKOIPET ...........uuuurrrririiiiiiiiiiiiiieiiieneiieeeeeeeeeeeaes 28
2.2.12 ELISA (Enzym linked immuno sSorbent ASSay) ..........covuuviiiiiieeeiiieeicie e 28
2.2.13 MTT-ProlifEratiOoNSASSAY ... ...uuuuuruuuuuuuntiiunnnniuriuunseeieeasresesssnaenseaesseenssesnesneneesnsennnnnnaes 32
2.2.14 Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gel Elektrophorese (SDS- PAGE)............... 32
2.2.15  WESEEIN BlOU....ciiiiiiiiiiiee ettt 33
2.2.16 MagnetiSChe ZellSEPAratiON ..............uuuuuuuuueeieiiieiiueiiineeeeeeeeeeeaeeeeeeeeae e eeneeenneenne 33
2.2.17 DUIChfIUSSZYIOMETIIE ..vuvueii e e e e e et e e e e e e e eearaaaas 34
2.2.18 EXrazellUlAre FAIDUNG .........u ittt ebeebesennnnnnnnes 35
2.2.19 Blockade der IL-3 Bindung an humane Zellen (Flurokin Kit R&D) ............ccccevvvvrnnnn. 35
2.2.20  ZElIKUIUIBNSELZE. ... .eeetiieiiiiiiieeieeeeeie et 36
2.2.21 Bezeichnung der entstandenen KIONE .............cooiiieiiiiiiiiiiie e 38

3 ETgEBINMISSE ..ttt nes 39
3.1 Herstellung monoklonaler Antikdrper gegen humanes Interleukin-3..................ccoooeee. 39
3.2 Charakterisierung der monoklonalen AntiKOrPer ..........ceeiiieiiiiiiiiiee e 40
3.2.1  ISOtYPENDESTIMIMIUNG . ....ttttttiiiiitiititietteeeeteeeeeee bbb sebsseennnnnnnes 40
3.2.2  IgG- Konzentrationsbestimmung in den Uberstanden............cccoeevvveeeeeceeecieeeeeene 40
3.2.3  KreuzreaKtivitaten der ANtIKOIPET .......... i e eeeieeiieiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeneeeeeeeeneenees 41
3.2.4  EPItOPheStMMUNG .....ooviiiii e 44
3.2.5 Bestimmung der relativen Affinitat der ANtIKOIPEr ...........evvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 48
3.2.6  Blockade der biologischen IL-3-Aktivitdt durch die hergestellten Antikérper............. 50
3.2.7  Bestimmung der IL-3 Konzentration im humanen IL-3 von PeproTech Inc............... 55
3.2.8 Blockade der IL-3 BiNndung an PBMCS...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiininiennnnnenneennnnnnne 55
3.2.9  Stimulation humaner Basophiler durch IL-3 und andere Substanzen....................... 61
3.2.10 Stimulation humaner PBMCs durch IL-3 und andere Substanzen..............ccccevvveee. 64
3.2.11 Blockade der Stimulation durch anti-IL-3 AntIKOIPEr ........cceevieeiiiiiiiiiieie e, 65
3.3 Herstellung eines ELISAs gegen humanes IL-3.........ooooiiiiiii, 67
I [ (U 3] o] o F TR RTPRTT 69
4.1.1 Herstellung Monoklonaler ANIKOIPET ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 69
N (=10 1Y/ 01T o PSP PT PP PP TPUPPTT 70
4.1.3 Charakterisierung der Antikdrperbindungsstelle.................vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 71
4.1.4  KreuzreaKtivIitat der ANGKOIPET ..... ... .t eaeeeeeeeene 75



Inhaltsverzeichnis

415 Blockierung der TF-1-Zellproliferation ... 76
4.1.6 Blockade der IL-3 BIndung an PBMCS.........coiiiiiiiiiiiiiiiie et 77
4.1.7 Herstellung eines humanen IL-3 ELISAS ...........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 79
4.1.8  Stimulationsversuche humaner Basophiler und PBMCS ..........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 79
4.1.9 Blockade der Stimulation durch Anti-IL-3 ANtIKOIPEr .........uuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 81
o I O I B T o I = (= 1] (0 [T 1= o SR 82
5 ZUSAMIMENTASSUNG . .. ttttttttitiititteeetee bbb 85
6 LItEraturVerZEICHINIS .....ooiiiiee et e e 88
7 ADDIAUNGSVEIZEICANIS. ...t 95
8  TabEllENVEIZEICNNIS. ... . it 97
LS T Y o o =T o Vo SR 97
O D= 1] S T=To |0 o To PP P PP PPPPPPPPPPP 98
11 Eidesstattliche ErKIATUNG .........oiii it e e e e e e e rr e e e e 99



Abklrzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

A

Ab/AK
Abb.
ABTS
AML

APC

AS
Basophile
B-CLL
BSA

Bc
C

ca.

CCR

CD

CHR

CIA

CML

CO,
C-terminal
Cy

Fab

Facs

Fc fragment
FCS

FITC

FLS

Fnllil

FSC
ELISA

EDTA
GM-CSF

h
HAT-Medium
HGPRT
HLA

hiL-3

HRP
H-RS-Zellen
HT-Medium
Hzo

i.p.

Ig

IgA

IgD

IgG

MHC
miL-3

Amper

Antikorper

Abbildung
Diammonium-2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonséure
Akute Myeloische Leukamie

Allophycocyanin

Aminosaure

Basophile Granulozyten

B-Zell Chronische Myeloische Leukémie
Rinderserum-Albumin (,bovine serum albumin®)

B-Kette des IL-3-, IL-5- und GM-CSF-Rezeptors (,Common Beta Chain®)
Celsius

circa

CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor ("CC chemokine receptor*)
Oberflachenproteine von Zellen (,cluster of differentiation®)
Homologie Region der Zytokine (,cytokin homology region®)
Kollagen-induzierte Arthritis (,collagen induced arthritis®)
Chronische Myeloische Leukamie

Kohlenstoffdioxid

Carboxy-terminal

Cyanin

Antigen-bindendes Fragment (,fragment antigen binding*)
Durchflusszytometrie (“fluorescence activated cell sorting”)
kristallisierbares Fragment (,crystallizable region®)

fetales Kalberserum (“fetal calf serum®)
Fluoresceinisothiocyanat

Fibroblasten-ahnliche Synoviozyten (“fibroblast-like synoviocytes”)
Tandem Fibronektin Typ 11l

Vorwartsstreulicht im Durchflusszytometer (,forward scatter)
enzymgebundener Immunabsorptionstest (,enzyme-linked
immunsorbent assay*)

Ethylendiamintetraessigséure

“granulozyte makrophage-colony stimulating factor”

Stunde

Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-Medium
Hypoxanthinphosphoribosyltransferase

humanes Lymphozyten Antigen (“human lymphocyte antigen”)
rekombinantes humanes IL3

horse radish peroxidase, Meerettich-Peroxidase

Hodgekin- und Reed-Sternberg-Zellen
Hypoxanthin-Thymidin- Medium

Wasser

intraperitoneal

Immunglobulin

Immunglobulin A

Immunglobulin D

Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin

Dissoziaionskonstante

Kilodalton

Kilogramm

Liter

molar

Milli-Ampere

magnetische Zellsortierung (,magnetic cell sorting“)

Mittlere Hemmkonzentration

Milligramm

Major Histocompatibility Complex

murines IL-3



Abklrzungsverzeichnis

min

mmol

Mg

pl

NaCl

ng
NK-Zellen
N-terminal
oD
PBMC
PBS

PE

PEG

pDZ

RA

Ra

riL-3

rpm

Rh IL-3
RT

sec

SDS
SDS-PAGE
SSC

Tab.

TLR

TNF
TEMED
Treg Zellen
Tris
U/min

Vv

Minute

millimolar
Mikrogramm (=10-6 g)
Mikroliter (=10-6 [)
Natriumchlorid
Nanogramm (=10-9 g)
natirliche Killer Zellen
NH2-terminal
optische Dichte

periphere mononukleére Blutzellen (“peripheral blood mononuclear cells”)

Phosphat-gepufferte Salzldsung (“phosphate buffered saline”)
Phycoerythrin

Polyethylenglykol

Plasmazytoide Dendrititsche Zellen

Rheumatoide Arthritis

Alpha- Untereinheit des IL-3 Rezeptors

Ratten IL-3

Umdrehungen pro Minute (,revolutions per minute®)
Rhesusaffen IL-3

Raumtemperatur

Sekunde

Natriumdodecylsulfat (,sodium dodecyl sulfate®)
SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Seitwartsstreulicht im Durchflusszytometer (“sideward scatter*)
Tabelle

Toll- like- Rezeptoren

Tumor Nekrose Faktor (“tumor necrosis factor”)
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

regulatorische T- Zellen
Tris(hydoxymethyl)aminomethan

Umdrehungen pro Minute

Volt



Einleitung

1 EINLEITUNG

Zur Abwehr von Krankheitserregern und dem Erhalt der Gesundheit entwickelten Saugetiere im
Laufe der Evolution das Immunsystem, das sich in angeborene und erworbene Immunitét gliedern
lasst. Die Zellen dieser beiden Systeme sind eng verknipft und kommunizieren miteinander Uber
ein kompliziertes System aus Signalmolekulen, den Zytokinen. Diese regulieren beispielsweise die
Inflammation auf lokaler oder systemischer Ebene durch Aktivierung und Differenzierung verschie-
dener Effektorzellen, die nicht zwingend dem Immunsystem angehoéren. UberschieRende Immun-
antworten auf Fremdstoffe oder kérpereigene Strukturen kénnen zu pathologischen Hypersensi-
tivatsreaktionen oder Autoimmunerkrankungen fiihren. Auch bei diesen Prozessen sind Zytokine
maflgeblich beteiligt. Daher wurden sie in den letzten Jahren zu einem Angriffspunkt bei der Ent-

wicklung neuer Therapien bei diesen Erkrankungen.

1.1 INTERLEUKIN 3
1.1.1 STRUKTUR

Interleukin 3 (IL-3) ist ein 20-26 kDa umfassendes Zytokin, welches vorwiegend von aktivierten
CD4" T-Zellen (1), aber auch von Mastzellen und Basophilen Granulozyten (2; 3) produziert wird.
Es besteht, wie GM-CSF und IL-5, aus 4 antiparallelen o-Helices, welche durch Loop-Sequenzen

miteinander verbunden sind. (4) (siehe Abb.2).

1.1.2 EFFEKTE DES IL-3

Zu den Wirkungen von IL- 3 zahlen sowohl hamatopoetische als auch immunmodulatorische Effek-
te. Auf Grund der proliferationsférdernden Wirkung auf CD34"-Knochenmark-Vorlauferzellen aller
hamatopoetischen Zellreihen wird es Multi-CSF genannt (1; 5). Auch Wachstum und Differenzie-
rung vieler Blutzellen wird von IL-3 gefdrdert. Zu diesen Zellen gehdren unter anderem Neutrophi-
le, Eosinophile, Basophile, Megakaryozyten, Makrophagen, aber auch lymphoide und erythroide
Zellen (6; 7).
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1.1.2.1 Wirkung auf Monozyten/Makrophagen

Monozyten sind im Blut zirkulierende Zellen, die im Gewebe zu Makrophagen ausdifferenzieren
kénnen. Sie sind Effektorzellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems. lhre Hauptauf-
gabe ist die Prasentation phagozytierter Proteine auf ihrer Zelloberflache und die Zytokinprodukti-

on, welche sie zur T-Zellen-Aktivierung befahigt (8).

Die Differenzierung von Monozyten und ihrer Vorlaufer zu Zellen, die in Morphologie und Funktion
Osteoklasten ahneln, wurde unter Einfluss von IL-3 beschrieben (9). In Kombination mit IL-4 und
TGFR unterstutzt IL-3 aulRerdem ihre Differenzierung zu Dendritischen Zellen (10; 11). Die Expres-
sion von Oberflachenmolekiilen auf Makrophagen wird durch IL-3 verandert. So wird die Expressi-
on der Major-Histocompatibility-Complex-1l (MHCII)- Moleklle auf Makrophagen, Monozyten sowie
Basophilen hochreguliert (12; 13). Zudem verstarkt IL-3 die Lipopolysacharid-induzierte Sekretion
von IL-1 durch Makrophagen und Mastzellen (12; 14; 15).

1.1.2.2 Wirkung auf Lymphozyten (T- und B-Zellen)

Lymphozyten sind Effektorzellen der zellularen und humuralen Immunantwort und machen ca.
35% der im Blut befindlichen Leukozyten aus. Sie werden grob in B-, T- und NK-Zellen unterteilt.
B-Zellen kénnen zu Antikorper-produzierenden Plasmazellen differenzieren. T-Zellen erkennen auf
MHC- Molekilen prasentierte Antigene. Man unterscheidet CD8" zytotoxische T-Zellen und CD4"
T-Helferzellen. Zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen eliminieren von Krankheitserregern befallene

Zellen, T-Helferzellen aktivieren weitere Leukozyten. (8).

IL-3 wird vorwiegend von aktivierten CD4" T-Zellen gebildet; von den Effekten auf Lymphozyten ist
noch wenig bekannt. In vitro wirkt IL-3 chemotaktisch auf Lymphozyten (16) und férdert die Ausdif-
ferenzierung der B-Vorlauferzellen zu reifen B-Zellen (17) sowie die Bildung regulatorischer T-

Zellen, welche anti-inflammatorisch wirken (siehe 1.2.5) (18).

1.1.2.3 Wirkung auf Basophile Granulozyten ( Basophile) und Mastzellen

Basophile und Mastzellen entstehen aus unterschiedlichen Zelllinien, besitzen jedoch auch einige
Gemeinsamkeiten. Beide exprimieren den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI-Rezeptor, produzieren
TH,-Zytokine und setzen Histamin frei (19).

Basophile Granulozyten sind mit einem Anteil von 0,1- 0,5% die seltensten Leukozyten im peri-
pheren Blut. Im Gegensatz zu Basophilen kommen Mastzellen nur im Gewebe vor (8). Sie besit-
zen charakteristische Oberflachenmarker, durch die sie von anderen Zellpopulationen unterschie-

den werden kdnnen: CD123 ist die Alpha-Untereinheit des IL-3-Rezeptors.
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CD203c ist ein Aktivitatsmarker humaner Basophiler und Mastzellen (20) und wird ausschlieZlich
von diesen und deren Vorlaufern exprimiert (21). Bei Aktivierung wird dieser Marker auf der Zell-
oberflache hochreguliert (22; 20). MHC II wird von Basophilen nur in geringem Mal3e exprimiert,
jedoch deutlich auf allen Antigen-prasentierenden Zellen.

IL-3 fuhrt zu einer sensitiveren Reaktion Basophiler auf IgE. Zum anderen werden Basophile Gra-

nulozyten auch in die Lage versetzt, 16sliche Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und Uber

MHC-Klasse-II-Molekiile an CD4*-T-Zellen zu prasentieren (13)

Zwar scheint die basale Blutbildung durch Ausfall des IL-3-Gens nicht beeinflusst zu sein, jedoch
verlauft die Abwehr parasitarer Infektionen in IL-3- Knock-out Mausen langsamer, was mit einer

signifikant geringeren Anzahl an Basophilen und Mastzellen zu erklaren ist (23).

IL-3 ist als starker Aktivator und Uberlebenssignal fiir murine und humane Basophile bekannt. Es
fuhrt zur vermehrten Expression anti-apoptotischer Mediatoren clAP2, Mcl-1, und Bcl-X und un-
terbindet die Kaspase 3-abhangige Spaltung von Bcl-2 (24). Im Zuge der Aktivierung bilden murine
Basophile IL4, IL-6, IL-13 und Histamin (25; 26; 27). Die Freisetzung von IL-4, IL-13 und Histamin
nach Stimulation mit IL-3 ist fir humane Basophile ebenfalls beschrieben, nicht jedoch die Freiset-
zung von IL-6 (28; 2; 29; 30).

1.1.3 IL-3-REZEPTOR

Der IL-3—Rezeptor gehort zur gp-140-Familie der Zytokinrezeptoren. Diese besitzen eine ca. 210
Aminosauren lange extrazellulare Domane, welche durch Cystein- und Tryptophanreiche Motive
an ihrem N-terminalen und eine Tryptophan- Serine-X-Tryptophan-Serine (TSXTS) Sequenz am
C-terminalen Ende charakterisiert ist (4; 6). Des Weiteren befinden sich Fibronectin Typ Il Moleki-
le in der extrazellularen Doméne, von denen jeweils zwei durch eine Gelenkregion verbunden sind
und daher Tandem Fibronektin Typ Il (Fnlll) genannt werden. Die Gelenkregion besitzt ebenfalls
ein TSXTS-Motiv und wird als Cytokin Homology Region (CHR) bezeichnet (6; 31).

Die Zytokinrezeptoren der gp-140-Familie, der neben dem IL3-Rezeptor auch die Rezeptoren von
GM-CSF und IL-5 angehdren, sind Heterodimere, bestehend aus einer o- und einer B-
Untereinheit. Die 140 kDa schwere Beta-Untereinheit (Bc) ist fur alle Rezeptoren dieser Familie
identisch, lediglich die a-Untereinheiten (Ra) unterscheiden sich. Die Ra-Einheit des IL-3 Rezep-
tors ist 60 bis 70 kDa schwer und spezifisch fur die Bindung von IL-3 (6). Sie besteht aus einer N-
terminalen Immunglobulin-ahnlichen Doméane und einer Membran-proximalen CHR-Region. Die
Bindung des IL-3 Molekdls erfolgt zun&chst an die Bindungsstelle von Ra mit einer Dissoziations-
konstante (Kp) von ca. 20-100 nM; durch die anschlieRende Heterodimerisierung wird die Bindung
des IL-3 Molekul mit einer Kp von ca. 100 pM hochaffin. Die Untereinheit fc vermittelt den gré3ten

Teil der Signaltransduktion und tritt als Homodimer mit jeweils 4 Fnlll-Domé&nen auf (31; 32).
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Die Doméne 1 einer B-Untereinheit ist mit der Doméane 3 der jeweils anderen tber Disulfidbriicken

verbunden. Vermutlich sind an der Ligandenbindung nur die Doménen 1 und 4 beteiligt (31; 32).

EI. b A A’ B

23 33 43 53 63
IL-3 14 VNCENMIDEIITHLKQPPLPLLPFNNLNEEDPBILMENNLRRPNLEAFNRAVKS 67

C D

n 87 97 107
IL-3 68 LONASAIESILKNLLPCLPLATAAPTRHPIHIKDGDWNEFRRKLEEVLETLE 119

Abbildung 1: Modell der IL-3 Rezeptor-Interaktion.(A) Modell der IL-3 Rezeptor-Interaktion. Das IL-3- Molekiil ist Rot
dargestellt, Ra blau, Bc griin. Von dem B¢ Dimer sind nur die Domanen 1 und 4” abgebildet. (B) IL-3 Sequenz: IL-3 Se-
quenz: Helices sind durch einen roten Strich Uber der Sequenz dargestellt. AS, welche mit (c interagieren, sind griin
hinterlegt, diejenigen, welche an Ra binden, in blau. Mit roter Schrift sind AS gekennzeichnet, welche in Mutagenesestu-
dien eine funktionelle Rolle zeigten. Modifiziert nach Dey et al, 2009 (33)

Als Rezeptorinteraktionsstellen auf Seiten des IL-3 Molekils werden verschiedene Domanen be-
schrieben. Die Bindung an Ra erfolgt durch Domé&nen innerhalb der A, A" und D Helices (33); die-

jenige an Bc wird durch Aminosauren in der A und C Helix vermittelt (33; 34; 35) (Abbildung 1).

Die intrazellularen Bereiche besitzen keine katalytischen Einheiten (6). Durch das Vorliegen der c
als Dimer und der Fahigkeit der AA"Loops des IL-3 untereinander Verbindungen zu formen, liegen
die IL-3-Rezeptorkomplexe haufig als Multimere vor (33). Die Signaltransduktion am Rezeptor er-
folgt Uber 3 verschiedene Wege: Janus-kinase (JAK)/STAT, MAP- Kinase und Phosphatidylinositol
3-kinase (PI3-K), welche eine veranderte Genexpression hervorrufen (35).

In der Maus ist neben der gemeinsamen beta-Kette (fc) von IL-5, IL-3 und GM-CSF eine fir IL-3
spezifische B-Einheit bekannt. Diese kann im Gegensatz zu Bc auch in Abwesenheit der o-
Untereinheit IL-3 binden. Die Signaltransduktion kommt jedoch nur durch Dimerisierung von o- und
B-Einheit zustande (36; 31).
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1.1.4 SPEZIESSPEZIFITAT DES INTERLEUKIN-3-MOLEKULS

In dieser Arbeit wurde humanes, murines, Ratten-, Mamorsetaffen- und Rhesusaffen- IL-3 ver-
wendet. Die IL-3-Sequenzen der genannten Spezies &hneln sich insofern, dass sie alle aus 5 Exo-
nen und 4 Introns bestehen. Jedoch weisen die Molekile in ihrer Aminoséure (AS)-Abfolge be-
trachtliche Unterschiede auf. IL-3 ist der h&matopoetische Faktor, der durch die Evolution am

starksten verandert wurde (37; 38).

Das IL-3-Molekil von Ratte und Maus unterscheidet sich in seiner Sequenz und Lénge deutlich
von dem des Menschen. Die Ubereinstimmungen zwischen Nager- und humanem IL-3 beschran-
ken sich auf 46,9 % (Maus-Mensch) bzw. 48,5% (Ratte-Mensch) auf DNA-Ebene und 27,7% bzw.
38,4% in der AS-Sequenz. Im Vergleich zur humanen IL-3-Sequenz besitzen die der Nager 3 In-

sertionen, 2 Deletionen sowie 7 zusatzliche AS am 5°und 3"- Ende.

Die Unterschiede zwischen humanem und Affen-IL-3 sind geringer. Sowohl Mamorset- (Ma-IL-3),
als auch Rhesus IL-3 (Rh IL-3) ist ein aus 124 Aminoséuren bestehendes Protein. Rh IL-3 unter-
scheidet sich vom humanen durch ein Fehlen der 9 C-terminalen Aminoséauren und eine Substitu-
tion 23 weiterer Aminoséauren (82,5 % Homologie). Ma IL-3 zeichnet sich durch ein Fehlen der AS
11 und weiterer C-terminaler AS sowie einer Substitution von 42 AS (69,9 % Homologie) (37; 38)
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Sequenzen des IL-3 Proteins. Die AS Sequenzen von menschlichem (Hu), Schimpansen- (Ch), Rhe-
susaffen- (Rh), Mamorset- (Ma), Maus- (Mu) und Ratten- IL-3 (Ra) sind dargestellt. Das Signalpeptid ist gelb hinterlegt;
gleiche AS sind mit einem Punkt (.) gekennzeichnet, fehlende mit Bindestrich (-). Modifiziert nach Burger et al 1994 (37).
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1.2 RHEUMATOIDE ARTHRITIS
1.2.1 DEFINITION UND EPIDEMIOLOGIE

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung, die mit destru-
ierenden Verédnderungen an Gelenken und fakultativem Organbefall einhergeht (39). Um eine
schwerwiegende Beeintrachtigung der Patienten zu verhindern, ist die friilhe Diagnose und Be-
handlung der RA unerlasslich (40). Mit einer Pravalenz von 0,5 - 1 % weltweit ist die RA die hau-
figste entziindliche Gelenkerkrankung, wobei Frauen dreimal haufiger als Manner betroffen sind
(41). Der Altersgipfel bei Ersterkrankung liegt zwischen dem 25. und 40. Lebensjahr bzw. um das
60. Lebensjahr (42).

1.2.2 KLINIK DER ERKRANKUNG

Die Klinik der RA unterliegt starken individuellen Unterschieden. Meist (in ca. 50-65 %) zeigt die
RA einen Wochen bis Monate andauernden schleichenden Beginn. In selteneren Féllen (5-10 %)
ist ein akuter polyradikularer Verlauf mit Fieber und Befall der grof3en Gelenke oder ein intermedia-
rer Erkrankungsbeginn tber Tage bis Wochen (ca. 20%) zu beobachten. Haufig geht dem Aus-
bruch der Erkrankung ein Tage bis Wochen dauerndes unspezifisches Prodromalstadium voraus.

Im Verlauf der Erkrankung bildet sich zumeist der typische symmetrische Befall der Fingergrund-
gelenke und der proximalen Interphalangealgelenke aus. Weiter haufig betroffen sind Hand- und
Metatarsophalangealgelenke, wohingegen die distalen Interphalangealgelenke nur sehr selten in
Mitleidenschaft gezogen werden. Grof3e Gelenke werden im Allgemeinen erst nach den kleineren
symptomatisch, generell kann jedoch jedes Gelenk von der RA betroffen sein.

Ein typisches Frihsymptom ist die Morgensteifigkeit und die langsam voranschreitende Atrophie
der betroffenen Muskelgruppen. Ein geringer Gewichtsverlust tritt durch den Zytokinvermittelten
Katabolismus und die RA-assoziierte Anorexie auf. Rheumaknoten bilden sich vorzugsweise im
Ellenbogenbereich aus. Haufig ist die RA mit extraartikularen Symptomen in Lunge, Herz, Niere,
Haut und Augen vergesellschaftet, deren Schweregrad mit Dauer und Schwere der Gelenkerkran-
kung korrelieren (43).

1.2.3 GENETIK

Eine genetische Disposition spielt, wie auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, eine Rolle.
Eine starke Assoziation von RA mit bestimmten HLA Halotypen (HLA-DR4) ist bekannt (44; 43).
Verschiedene Zytokin- und Rezeptorpolymorphismen wurden mit einer Disposition fur die RA kor-
reliert, unter anderem fur IL-3, TNF-alpha und IL-1 (45; 43; 46).
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1.2.4 BEHANDLUNG

Die medikamenttse Therapie der RA umfasst symptomatisch wirksame Therapeutika wie Cortison
und nicht-steroidale antiinflammatorische Medikamente (NSAR) sowie die erkrankungsmodulie-
rende Therapie durch ,Disease modifying anti-rheumatic drugs“ (DMARD) (47). Die Therapie sollte
schon vor Diagnosesicherung beginnen. In dreimonatigen Abstanden sollte das Ansprechen auf
die Therapie kontrolliert und entsprechend dem Ergebnis eine Eskalationstherapie bzw. Deeskala-

tionstherapie eingeleitet werden (48).

Die DMARDs stellen die sogenannten Basistherapeutika der Arthritisbehandlung dar. Diese sollen
eine Gelenkzerstorung verzdgern oder sogar verhindern. Zu dieser heterogenen Arzneimittelgrup-
pe zahlen die klasischen DMARDs und Biologica. In vielen Féallen fiihren die klassischen DMARDs

wie Methotrexat oder Sulfasalazin nur zu einer unzureichenden Krankheitskontrolle.

Biologika sind eine Gruppe von Medikamenten, welche gezielt in die Vorgénge des Korpers ein-
greifen. Sie kommen zum Einsatz, wenn klassische DMARDs versagen (DGRh-Leitlinie, 2011).
Die meisten fur die RA zugelassenen Biologika sind gegen Zytokine gerichtet; einige weitere be-
finden sich noch in der Entwicklung (49) (Tabelle 1).

Die Rheumatoide Arthritis sollte inderdisziplinar behandelt werden. Dies umfasst
Physiotherapie, psychologische Interventionen und Patientenschulungen. Zu den operativen Mal3-
nahmen bei RA z&hlen Synovektomien und rekonstruktive Operationen (48).

Tabelle 1:Biologika mit Zulassung zur Therapie der RA.

Wirkstoff Wirkprinzip Hersteller
Abatacept Fusionsprotein aus einem Immunglobulin und der extrazellularen | Bristol-Myers Squibb
Doémaéane des auf T-Zellen vorhandenen Rezeptors CTLA-4. Verhin-
dert die Aktivierung von T-Zellen tGiber B7 (Moreland L, 2006).
Adalimumab Humaner monoklonaler Antikdrper gegen TNFalpha (N., 2003) Abbott
Anakira Interleukin -1 Rezeptorantagonist Amgen GmbH
Certolizumab Fab-Fragment eines humanisierten monoklonalen Antikorpers gegen | UCB
TNF-alpha
Etanercept Fusionsprotein aus TNF—Rezeptor 2 und des Fc-Anteils von huma- | Pfizer
nem IgG
Golimumab Humaner monoklonaler Antikdrper gegen TNFalpha Centocor Inc.
Rituximab Chimérer monoklonaler anti CD20 Antikérper Roche
Tocilizumab Monoklonaler humanisierter Antikdrper gegen den IL-6-Rezeptor Hoffmann- La Roche
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1.2.5 ZYTOKINE IN DER RHEUMATOIDEN ARTHRITIS

Die Atiologie der RA ist noch nicht abschlieBend geklart. Jedoch wurden verschiedene Zytokine als
erkrankungsférdernd identifiziert. Die Blockade von IL-6, TNFa und IL-1 wird schon therapeutisch
genutzt (Tabelle 1), die Rolle einiger weiterer (IL-15, IL-17, IL-18, IL-23, IL-21) wird derzeit unter-
sucht (49).

Durch Versuche an Mausen mit Kollagen-Induzierter Arthritis (CIA) wurde 2009 auch Interleukin-3
als wichtiger Faktor in der Entstehung der RA beschrieben.

Die Blockade von IL-3 beeinflusst den Krankheitsverlauf positiv. In der Frihphase der Arthritisent-
stehung fiuhrt eine intraperitoneale (IP) Applikation blockierender Antikérper zu einer deutlichen
Verbesserung der Erkrankung. In den Gelenken der behandelten Mause fanden sich deutlich we-
niger Leukozyten, besonders Basophile, CD11", Monozyten und IL-6. Histologisch konnten eine
geringere Proliferation der Synovia und weniger Knochendestruktion festgestellt werden. Zudem
waren die Anti-Kollagen-Antikdrper im Plasma wie auch die Basophilen im peripheren Blut vermin-
dert. Umgekehrt fUhrte IP-Injektion von IL-3 in der Anfangsphase der RA zu einer Verschlechte-
rung der Erkrankung, erhéhten Spiegeln von IL-6 und Basophilen im peripheren Blut. In der fortge-

schrittenen RA scheint IL-3 keine Rolle zu spielen (26).

Im Zuge der Entziindung in der RA werden CD4"- Zellen der Milz bei Vorhandensein costimulatori-
scher Zellen zur Ausschittung von IL-3 angeregt. IL-3 wirkt nicht nur auf Monozyten und Neutro-
phile, den Uberwiegenden Zellen in entziindeten Gelenken, sondern auch auf Basophile Gra-
nulozyten (26). Die Aktivierung dieser Zellpopulation durch IgE war in der CIA mit einer deutlichen
Verschlechterung der Erkrankung verbunden (50). Als Reaktion auf eine Stimulation mit IL-3 schit-
ten Basophile und Monozyten das arthritisférdernde IL-6 aus (26). Zudem foérdern Basophile die

Proliferation von B-Zellen sowie ihre Ausdifferenzierung zu Plasmazellen (51)

Es gibt jedoch auch wiederspriichliche Publikationen. Yogesha et al. zeigten 2009 am Modell der
Inflammatorischen Arthritis, dass hohe Mengen an IL-3 durch eine Inhibition von TNFalpha in vitro
die Knochenerosion und in vivo die Inflammatorische Arthritis verhindern kann. Die von ihnen be-
schriebene Hemmung der Knochenerosionen und der durch TNFalpha, M-CSF und RANKL indu-
zierten Osteoklastogenesis durch IL-3 wurde auch in anderen Publikationen beschrieben (52; 53;
54; 55). Jedoch existieren auch Publikationen, welche gegenteilig eine vermehrte Osteoklastoge-
nesis aus Knochenmarkvorlauferzellen und Monozyten unter dem Einfluss von IL-3 beobachteten
(56; 57).
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Zudem soll IL-3 den Prozentsatz an regulatorischen T-Zellen (Treg-Zellen) dosisabhéangig erho-
hen. Diese Zellen haben einen dampfenden Effekt auf die Immunantwort und unterdriicken die
Vermehrung von Effektor-T-Zellen. Die Induktion von Treg-Zellen geschieht durch die Stimulation
anderer T-Zellen zur IL-2-Produktion. Im CIA-Modell zeigt sich, dass IL-3-Injektionen den Schwe-
regrad der Erkrankung vermindern, die Anzahl an Treg-Zellen erhéhen, die Produktion der proin-
flammatorischen Zytokine IL-6, IL-17A, TNF-a und IL-1 vermindern und die antiinflammatorischen
Zytokine IFN-y and IL-10 erhdhen (18) .

1.3 ANTIKORPER

Antikdrper sind Y-férmige Molekile, welche von Plasmazellen gebildet werden und der humoralen
Immunantwort angehéren (Abbildung 3). Sie bestehen aus zwei identischen leichten und zwei
identischen schweren Ketten, welche tber Disulfidbriicke verbunden sind. Sowohl die leichten als
auch die schweren Ketten besitzen sogenannte Ig-Doménen. Als Ig-Domanen werden zwei anti-
parallele 3-Faltblatter bezeichnet, von der sich in der leichten Kette zwei (eine konstante und eine
variable Domane), in den schweren Ketten vier bis finf (drei bis vier konstante und eine variable
Domaéne) befinden. Die leichten Ketten sind ca. 24 kDa, die schweren 55-70 kDa schwer. Des Wei-
teren kdnnen Antikorper in einen konstanten Anteil (Fc) und zwei antikbrperbindende Fragmente
(Fab) unterteilt werden, welche durch eine Gelenkregion verbunden sind. Der Fc-Anteil besteht
aus den beiden schweren Ketten. Er bindet keine Antigene, jedoch an Antikdrperrezeptoren der
Zellen und vermittelt ihre Aktivierung. Auch die Komplementaktivierung wird durch den Fc-Tell
vermittelt. An den Fab- Fragmenten, die von je einer leichten und einer schweren Kette gebildet
werden, befindet sich N-terminal eine variable Region mit Antigenbindungsstelle, tber die Antigene
mit hoher Spezifitat und Affintitat im Schliissel-Schloss-Prinzip gebunden werden. Die Antigenbin-
dungsstelle eines Antikdrpers wird Epitop genannt. Durch hypervariable Regionen im Genom, wel-
che fir diesen Antikérperanteil kodieren, kommen theoretisch iber 10° verschiedene Antigenbin-
dungsstellen zustande. Jeder Plasmazellklon produziert jedoch nur einen bestimmten Antikorper-

typ mit einer ganz bestimmten variablen Region (58; 59; 8).
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Abbildung 3: Aufbau eines Antikérpers. Modifiziert nach Sesarman et al, 2010 (60).

Antikorper kommen im Koérper frei oder membrangebunden vor. Im letzteren Fall interagiert der Fc-
Anteil mit der Plasmamembran eines B-Lymphozyten. Die Fc-Teile der Antikdrper unterscheiden
sich je nach Antikorperklasse, die von der Klasse der schweren Kette abhangig ist. In Mensch und
Maus gibt es 5 verschiedene Klassen bzw Isotypen: IgM, IgG, IgA, IgD, IgE. Im Menschen existie-
ren Unterklassen des IgA- (IgAq, 1gA,) und IgG-Isotyps (1gG4,lgG,, 1gGs und 1gG,4), wohingegen in
der Maus lediglich 1gG-Unterklassen unterschieden werden (IgG, 19G2,, 19G2;, 19G3) (8).

Die Antikdrperklassen unterscheiden sich sowohl in der Funktion als auch in der Struktur.

IgM-Antikorper sind Pentamere, welche Uber ein cystinreiches ,Joining“- Peptid verbunden sind.
Ihre konstante Region besitzt vier Ig-Doméanen. Sie werden beim Erstkontakt mit einem bestimm-
ten Antigen gebildet, kommen jedoch auch auf naiven B-Zellen als Antigenrezeptor vor. IgM ist der
starkste Komplementaktivator unter den Antikdrpern. IgG kommt im Organismus als Monomer vor.
Mit einer Konzentration um die 13,5 mg/ml ist es die im Serum haufigste Antikorperklasse. Wie die
konstante Region der Isotypen IgA und IgD besteht ihre konstante Region aus drei Ilg-Domanen.
Die Antikorper werden verzdgert gebildet, bleiben mit einer Serum-Halbwertszeit von 23 Tagen
jedoch auch am langsten erhalten. Zudem kdnnen sie die Plazentaschranke passieren. Das Im-
munglobulin IgA vermittelt den Schutz auf Schleimh&uten und auf3erdem durch die Muttermilch die
Immunitat des Neugeborenen. Sezerniert wird IgA in Form eines Dimers, deren Anteile durch ein
Joining Peptid verbunden sind. Im Serum ist IgA nur in sehr geringen Mengen vorhanden (0,5
mg/ml) und wird mit einer Halbwertszeit von 2 Tagen sehr schnell abgebaut. IgD kommt als B-Zell-
Rezeptor auf reifen, naiven B-Zellen vor. (61; 62; 8)
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Es stimuliert die Vermehrung und Differenzierung der B-Zellen bei Antigenkontakt. IgE ist ein Mo-
nomer mit 4 Ig-Doméanen und dient der Parasitenabwehr. Sein Fc- Teil kann von Mastzellen ge-
bunden werden Bei wiederholtem Antigenkontakt werden die Antikdrper durch Antigene querver-
netzt und fuhren zur Ausschuttung von Histamin durch die Mastzellen. Durch diese Eigenschaft
spielt es auch in der Allergie eine wichtige Rolle. (61; 62; 8)

Auch bei den leichten Ketten kdnnen zwei Klassen unterschieden werden. 60% der Antikdrper im
menschlichen Organismus haben leichte Ketten des kappa-Isotyps, 40% des lambda-Isotyps. In
der Maus ist die Verteilung von kappa zu lambda ungeféhr 10:1. Im Gegensatz zu den Isotypen
der schweren Ketten sind zwischen kappa- und lambda-Ketten keine funktionellen Unterschiede
bekannt (8).

1.3.1 ANTIKORPEREIGENSCHAFTEN

1.3.1.1 Antigenspezifitat

Die Bindung eines Antikérpers an lediglich ein bestimmtes Antigen wird Antigenspezifitat genannt.
Schon geringe Strukturédnderungen wie beispielsweise die Substitution einer einzigen Aminosaure
konnen die Bindung von Antikdrpern an ein bestimmtes Antigen deutlich vermindern. In einigen
Fallen binden Antikérper jedoch auch an strukturell &hnliche Antigene, was als Kreuzreaktivitat
bezeichnet wird (8).

1.3.1.2 Antigenaffinitat

Die Affinitdt eines Antikorpers bezeichnet die Starke der Bindung zwischen einem Antigenepitop
und einer Antigenbindungsstelle des Antikorpers. Sie wird durch eine Reihe nicht-kovalenter An-
ziehungskréfte vermittelt, wie elektrostatische Anziehung, Wasserstoff-Briickenbindungen, Van-
der-Waals- und hydrophobe Kréfte. Die Affinitat eines Antikorpers wird Uber die Dissoziations-
konstante Kp beschrieben. Diese gibt an, ob Antigen und Antikérper in einem stabilen Gleichge-
wicht eher dissoziiert oder als Komplex vorliegen. Die Affinitdt eines Antikorpers hangt in erster
Linie von der Aminosaurensequenz seiner Antikorperbindungsstelle ab. Bei einer normalen hu-

muralen Immunantwort werden Antikérper mit Ko von 10"M bis 10"**M produziert (8).

Da sowohl Antikorper als auch Antigene mehrere Bindungsstellen besitzen kdnnen, erfolgt die tat-
séchliche Bindung eines Antikérpers an Antigene meist starker als seine Affinitat vermuten lie3e.
Diese Bindungsstarke wird als Aviditat bezeichnet. Durch eine hohe Aviditat kann eine geringe
Affinitat der einzelnen Antikérperbindungsstellen kompensiert werden. Dies geschieht beispiels-
weise bei der primaren Immunantwort, die durch hoch-avide, meist niedrig affine pentamere IgM-

Antikorper vermittelt wird (8).
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Die Affinitat der Antikérper verandert sich wahrend einer Immunantwort durch die so genannte
Affinitatsreifung. In antigenstimulierten B-Zellen finden somatische Mutationen statt, welche zu
Veranderungen in der variablen Region fuhren. Einige dieser Mutationen fiihren zu einer héheren
Affinitat, andere zu einer niedrigeren. Starke Bindungen des Antigens an membransténdige Anti-
korper fuhren zu einem Uberlebenssignal an die jeweiligen B-Zellen. So wird sichergestellt, dass
nur Zellen mit hochaffinen Antikorpern Uberleben. Dadurch verédndern sich die Kp. Werte der Anti-
kérper im Serum von 107 bis 10 bei Erstkontakt zu 10™* bei erneutem Antigenkontakt (8).

1.3.1.3 Monoklonale Antikdrper

Der Ausdruck monoklonal bezeichnet Antikérper, die nur von einem Klon produziert werden und
daher alle die gleichen biologischen Eigenschaften besitzen und spezifisch gegen das gleiche

Epitop des Antigens gerichtet sind.

1.3.2 METHODEN ZUR HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKORPER
1.3.2.1 Hybridomtechnik nach Kéhler und Milstein

Die am weitesten verbreitete Methode zur Herstellung monoklonaler Antikorper ist die Hybridom-
technik nach George Kdhler und César Milstein (63). Diese Technik beruht auf der Fusion Antikor-
per-produzierender B-Zellen mit unsterblichen Myelomzellen und anschlieBender Selektion derje-

nigen Zelle, welche den gewiinschten Antikdrper produziert.

Um Antikdrper einer bestimmten Spezifitdt zu erhalten, werden zunachst Mause oder Ratten mit
einem Antigen immunisiert. Die Milzzellen dieses Tiers werden mit Myelomzellen fusioniert. Dies
kann unter anderem durch Polyethylenglykol oder wie bei Kéhler 1976 durch den aktivierten

Sendai-Virus erfolgen (8).

Um zu gewabhrleisten, dass ausschlieRlich Hybridomzellen lberleben, werden die Zellen in dem
Selektionsmedium HAT Kkultiviert (64). Diesem Medium ist Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
zugesetzt. Aminopterin, ein Folsdureanalogon, hemmt das Enzym Dihydrofolatreduktase, welches
fur die Herstellung der Nukleotidvorlaufer nétig ist. Dadurch sind in diesem Medium nur Zellen zur
DNA-Synthese fahig, die in der Lage sind, diese Stoffe Uber den Salvage Pathway unter Zusatz
von Hypoxanthin und Thymidin zu synthetisieren. Salvage Pathway bezeichnet die Synthese von
Purinen aus Hypoxanthin Gber das Enzym Hypoxanthin- Guanin Phosphoribosyltransferase
(HGPRT) und Thymidin Monophosphat aus Thymidin durch das Enzym Thimidinkinase (TK). In
vitro nicht teilungsfahige Milzzellen sind hierzu in der Lage. Da die verwendeten Myelomzelllinien
keine HGPRT oder TK besitzen, kénnen Myelmzellen in diesem Medium nicht tGberleben (8).
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Somit kénnen in HAT-Medium nur Zellen Uberleben, die sowohl die DNA der Myelomzellen als

auch diejenige der Milzzellen besitzen (Abbildung 3) (8).

AnschlieRend werden die Hybridomzellen soweit vereinzelt, dass alle in einem Well wachsenden
Klone von einer Zelle abstammen. Somit sind alle Antigenbindungsstellen der Antikérper gegen
das gleiche Epitop gerichtet und der Antikorper ist monoklonal (8). Durch Testung der Zelliber-
stande werden diejenigen Hybridoma aufgespurt und kultiviert, welche die gewiinschten Antikdrper
bilden.
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Abbildung 4: Hybridomtechnik zur Herstellung monoklonaler Antikdrper. Modifiziert nach Alkan, S 2004 (65)

1.3.2.2 EBV-induzierte Immortalisierung von B-Zellen

Eine weitere Moglichkeit B-Zelllinien zu immortalisieren ist die Infektion mit dem Epstein-Barr- Vi-
rus. Die DNA des EB-Virus integriert sich in das Genom der Gedachtnis-B-Zellen und fihrt zu ei-
ner Proliferation dieser Zellen (66). Die vormals geringe Effizienz dieses Transformationsvorgan-
ges konnte durch TLR-Agonisten deutlich verbessert werden (67). Um AntikGrper gegen einen
bestimmten Keim zu erhalten, wurden gegen diesen gerichtete IgG* Memory B-Zellen aus dem
Blut infizierter Patienten isoliert, anschlieRend durch EBV und einen TLR-Agonisten immortalisiert
und kultiviert. Die Konzentration der monoklonalen Antikrper im Uberstand bewegte sich zwi-
schen 3 und 20 pg/ml (68) (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schema der EBV-induzierten B-Zellimmortalisierung. B-Zelle wird durch den Epstein-Barr-Virus und
einen Ligand am Toll-like-Rezeptor 9 immortalisiert. Modifiziert nach Lanzavecchia A. et al 2007 (67).

1.3.2.3 Klonierung von leichten und schweren Ketten

Tilller et al publizierten 2008 eine weitere Methode zur Herstellung monoklonaler Antikérper. Die

Autoren isolierten B-Zellen aus humanem Blut und Knochenmark.

Aus der gewonnenen B-Zell-Population wurden per RT-PCR die variablen Regionen der leichten
und schweren Antikdrperketten amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in eukaryontischen Expres-
sionsvektoren kloniert, welche die konstanten Regionen des humanen IgG1l, Ig kappa oder Ig
lambda enthalten. Aus den Vektor-enthaltenden Bakterienkolonien wurden gleiche Mengen an
IgG und IgA Vektoren in Human embryonic kidney Zellen transfiziert. 85% der Transfizierten Klone
produzierten monoklonale Antikdrper in Konzentrationen zwischen 1 ug/ml bis 20 ug/ml (Durch-
schnitt 5pg/ml) (69). 2009 fihrten Tiller, Busse und Wardemann mit einer vergleichbaren Technik
die Produktion von Antikdrpern aus murinen B-Zellen durch (70). Bei dieser Technik ist wie auch
bei der EBV-Immortalisierung keine Subklonierung nétig, da die gewonnenen Kulturen monoklona-

le Antikdrper produzieren.
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Einleitung

1.4 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

In der Frihphase der Rheumatoiden Arthritis wird Interleukin-3 ein erkrankungsférdernder Effekt
zugesprochen. Im Tiermodell fihrte eine Blockade des IL-3 durch monoklonale Antikdrper zu einer
deutlichen Verbesserung der Erkrankung. Ziel der Arbeit war es, Antikdrper gegen Interleukin-3
herzustellen und diese zu charakterisieren. Idealerweise sollten die entstandenen Antikérper den
Isotyp IgG aufweisen, gegen ein lineares Epitop gerichtet sein, die biologischen Eigenschaften des
IL-3 blockieren und in einem Tiermodell zu testen sein, was eine Kreuzreaktivitat gegeniber dieser

Spezies voraussetzt.

Hierflr wurden die Isotypen, die Kreuzreaktivititen gegentber IL-5, GM-CSF, Rhesusaffen-, Rat-
ten- und Maus-IL-3 und die jeweiligen Affinitaten der Antikbrper bestimmt. Zur Bestimmung der
Epitope erfolgte zunachst ein Western Blot. Die Bindungsstellen der gegen lineare Epitope gerich-
teten Antikdrper wurden anhand von Peptiden, welche die Sequenz des IL-3 beinhalten, genauer

ermittelt.

Um die blockierenden Eigenschaften der Antikorper zu testen, wurden mehrere Versuche durchge-
fuhrt. Zunachst wurde gepruft, ob die Proliferation von IL-3-abhangigen Zellen durch Zugabe der
Antikérper unterbunden werden kann. In einem weiteren Versuch wurde durchflusszytometrisch
getestet, ob die Bindung des IL-3 an mononukleare Zellen des Blutes durch die Antikorper verrin-
gert wird. Zum Abschluss wurde untersucht, ob die Antikorper die Freisetzung von Zytokinen durch
Basophile unterbinden, da diese fur die Wirkung des IL-3 in der RA verantwortlich gemacht wer-

den.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 LABORGERATE UND —MATERIALIEN

2.1.1 GERATE

Tabelle 2: Geréte

Laborgeréte

Bezugsquellen

Analysewaage

Sartorius, Gottingen

Brutschranke BBD 6220

Thermo Scientific, Hanau

Chirurgische Instrumente

Fine Science Tools, Heidelberg

Digitalkamera Nikon D70

Nikon,Dusseldorf

Durchflusszytometer FACSCalibur, Durchflusszy-
tometer FACSCantoll

BD Biosciences, Heidelberg

Durchlichtmikroskop Axiovert 200M

Zeiss, Jena

EMax® precision microplate reader

MWG Biotech, Ebersberg

Entwickler ,Curix 60*

Agfa, Mortsel, Belgien

»1 hermomixer‘ Eppendorf-Cup-Riittler

Eppendorf, Hamburg

Kryobox

Nalgene, Rochester, USA

Magnet Octo-, QuadroMACS Separator, Multi-
Stand

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Pipetten (P10, P20, P100, P200, P1000)

Gilson, Bad Camberg

Pipetten (Mehrkanalpipette)

Brand, Wertheim

Pipetten (Multipette plus)

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe Pipetboy acu

ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Schittler fur Western Blot Membranen

IKA Labortechnik, Staufen

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese-System

BioRad, Miinchen

Spannungsquelle ,Standard Power Pack 25*

Biometra, Géttingen

,Vortex Genie“ Kleinschiittler

Scientific Industries, San Diego, USA

Western-Transferkammer

Peq Lab, Erlangen

Wasseraufbereitungsanlage

Millipore, Eschborn

Wasserbad

GFL, Minchen

X-Ray Cassette

REGO, Augsburg

Zentrifuge (Centrifuge 5417 R)

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge (Megafuge 16 R)

Thermo Scientific, Hanau
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2.1.2 GLAS- UND PLASTIKWAREN

Tabelle 3: Glas- und Plastikwaren

Glas- und Plastikwaren

Bezugsquellen

Einmalskalpell (No. 10; No. 11)

Pfm, Koéln

Einmalspritzen (1 ml, 2 ml, 10 ml, 20 ml)

BD Biosciences, Heidelberg

ELISA-Platte Maxisorb S96

Nunc, Roskilde, Danemark

Kanilen BD Microlance 3 (27Gx3/4“, 26Gx1/2*)

BD Biosciences, Heidelberg

Kanilen (Butterfly)

Sarstedt, Numbrecht

Kryovials

Nalgene, Rochester, USA

Neubauer Zell-Zahlkammer

Brand, Wertheim

Nylonsiebe (Cell Strainer 70 pm)

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

Petrischalen (35 x 10, 60 x 15, 100 x 20 mm)

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Pipettenspitzen (10 pl, 200 ul, 1 ml)

Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen (300 pl)

Brand, Wertheim

Pipettenspitzen (Combitips)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (mit Filter 100 ul, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg

Plasmaréhrchen (9ml)

Sarstedt, Numbrecht

Polystyrolréhrchen flr Durchflusszytometer

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

Reaktionsgefalie (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Sarstedt, Niumbrecht

Rontgenfilme

GE Healthcare, Wien

Separationssaulen (LS Columns)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt, Numbrecht

Serumrdhrchen ((7,5ml)

Sarstedt, Niumbrecht

Zellkulturplatten  Flachboden
Zellkulturplatten Flach-/Rundboden 96-Well

24-Well/48-Well,

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich
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2.1.3 CHEMIKALIEN, REAGENZIEN, PUFFER UND REAKTIONSMEDIEN

Tabelle 4: Chemikalien, Reagenzien Puffer und Reaktionsmedien

Chemikalien

Bezugsquellen

3,3',5,5 -Tetramethylbenzidin (TMB)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

2,2'-Azino-di-(3-Ethylbenzthiazolin)-6-Sulfon-
ABTS-Puffer 10x, (Saurepuffer) ABTS-Tabletten

Roche, Mannheim

Acrylamid Stammlésung

Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Bovines Serumalbumin (BSA) (Fraktion V)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Counting beads fiir die Durchflusszytometrie

Caltag/Invitrogen, Karlsruhe

Developer

Agfa, Mortsel, Belgien

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Roche Diagnostics, Mannheim

Ethanol reinst (75 Vol.-%)

J.T. Baker, Griesheim

FACSLysing Solution, FACSClean, FACSFlow,
FACSRIinse

BD Biosciences, Heidelberg

Ficoll 400

Serva, Heidelberg

Horse radish peroxidase gekoppeltes Streptavidin
(HRP-Streptavidin)

BD Biosciences, Heidelberg

IgG1 Kappa from murine myeloma

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Laurylsulfat (SDS)

Merck, Darmstadt

Methanol

Merck, Darmstadt

Natriumchloridlésung (NaCl-Lésung), Natriumhyd-
rogencarbonat (NaHCO3)

Merck, Darmstadt

N,N,N",N"-Tetramethylenediamine (TEMED)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Polyethylene Glycol 1500 (PEG 1500)

Roche Diagnostics, Mannheim

Rapid Fixer

Agfa, Mortsel, Belgien

Tris-HCL

Amersham Biosciences,Miinchen

Tryptanblaulésung

USB, Cleveland, USA

Tlrkische Losung, Tween 20

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Schwefelsdaure  (H2S04),
(H202)

Wasserstoff-peroxid

Merck, Darmstadt

2.1.4 GEBRAUCHSFERTIGE ZELLKULTURMEDIEN UND ZELLKULTURZUSATZE

Tabelle 5: Gebrauchsfertige Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

Zellkulturmedien und -zusatze

Bezugsquellen

Aqua dest.

BBraun Melsungen Ag, Melsungen

3-Mercaptoethanol 14,3 M

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Fetales Kalberserum (FKS Gold, hitzeinaktiviert 1
h, 56 °C)

PAA, Colbe

Natriumpyruvat, Nicht-essentielle Aminosauren
(NEAA), Penicillin, Streptomycin, RPMI 1640 Me-
dium (Roswell Park Memorial Institute) mit L-
Glutamin

Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe

Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (50x) (HAT),
Hypoxanthin, Thymidin (50x)

OPI Media Supplement (50x), OPI Media Supple-
ment (50x)

Sigma Aldrich, Taufkirchen
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2.1.5 GEBRAUCHSFERTIGE KITS

Tabelle 6: Gebrauchsfertige Kits

Kits

Bezugsquelle

Basophilen Isolation Kit Il human

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Duo Set ELISA (Human)

R&D Systems, Abington,UK

Fluorokine®Biotinylated Human IL-3

R&D Systems, Abington,UK

IL-13 Human Ultrasensitive ELISA Kit

Invitrogen, Karlsruhe

Lightening Link HRP Conjugation Kit

Innova Biosciences, Babraham,UK

MTT Cell Proliferationsassay

ATCC LGC Standards, Wesel

2.1.6 ZYTOKINE, ANTIKORPER, ENZYME

Tabelle 7: Zytokine, Antikérper und Enzyme

Zytokin/Antikorper

Bezugsquelle

Anti-Mouse IgG (whole molecule)—Peroxidase an-
tibody produced in rabbit

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Anti- PE Beads

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Biotin Rat Anti-Mouse 1gG1 (Klon A85-1)

BD Biosciences, San Jose, USA

Goat IgG purified Immunglobulin reagent grade

R&D Systems, Abington UK

human IL-3 Antibody (monoclonal purified Mouse
IgG) Klon 4806

R&D Systems, Abington UK

Human IL-3 Affinity Purified Polyclonal Ab, Goat
19G

R&D Systems, Abington UK

IgG1 Kappa from murine myeloma, Klon MOPC21

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Purified mouse IgG1 kappa Isotype Control, Klon
MOPC21/P3

eBioscience, San Diego, USA

Purified Rat Anti-Mouse IgG1 (Klon A85-3)

BD Biosciences, San Jose, USA

Recombinant
C5a/CF

Human Complement component

R&D Systems, Abington UK

Rekombinante Human GM-CSF/IL-5/IL-3

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

Recombinant Rat IL-3

BD Biosciences, San Jose, USA

Recombinant murine IL-3

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

IL-3-Peptid 1 EZBiolab, Carmel, USA
APMTQTTPLKTSWVNCSNMIDEIITHL

IL-3-Peptid 2: EZBiolab, Carmel, USA
EIITHLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL

IL-3-Peptid 3: EZBiolab, Carmel, USA

EDQDILMENNLRRPNLEAFNRAVKSLQ

IL-3-Peptid 4: AVKSLQNASAIESILKNLLPCLPLA-
TA

EZBiolab, Carmel, USA

IL-3-Peptid 5: EZBiolab, Carmel, USA
LPLATAAPTRHPIHIKDGDWNEFRRKL
IL-3-Peptid 6: EZBiolab, Carmel, USA

EFRRKLTFYLKTLENAQAQQTTLSLAIF

IL3-Pepid 1A APMTQTTPLKTSWAKCSNMIDEII

EZBiolab, Carmel, USA

IL3- Peptid 1B: APMTQTTSLKTSWVNCSNMIDEII

EZBiolab, Carmel, USA

IL3- Peptid 1Ma:
AAPTQTMPLKTTQVNCSNLREEIVTL

EZBiolab, Carmel, USA
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2.1.7 MEDIEN, LOSUNGEN, PUFFER
2.1.7.1 Western Blot

Tabelle 8: Medien, Losungen, Puffer fir den Westernblot

Trenngel - Trispuffer pH 8.8 90.83g/500mI H20(1.5M)  Tris-HCI ,
pH 8.8

Sammelgel - Trispuffer pH 6.8 309g/500ml H20 (0.5M) Tris-HCI
pH 6.8

Laemmli- SDS Probenpuffer (2x) 10ml/50ml  (20%)Glyzerin, 5ml/50ml

125mM Trispuffer pH6.8, 2g/50ml (4%)
SDS, 10mg/50ml (0.02%), Bromphe-

nolblau, 5ml/50ml (10%)2-
Mercaptoethanol
Elektrodenpuffer (5x): 10g/2l (40mM)Tris base, 1449/2|

(0.95M) Glyzin, 10g/21 (0.5%)SDS

Sammelgel

0.85 ml Acrylamid-Stammisg. 30%ig,
1.25 ml Trispuffer pH 6.8, 2.8 ml Aqua
bidest, 50ul SDS-Lsg. 10%ig, 50pl
APS 10%ig, 10l TEMED

Trenngel 12 %ig

4.00 ml Acrylamid-Stammlsg. 30%ig,
2.5ml Trispuffer pH 8.8, 3.3ml Aqua
bidest., 100ul SDS-Lsg. 10%ig, 100ul
APS 10%ig, 5ul TEMED

Transfer Puffer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,02%
SDS, 20% Methanol

Blocklésung 5% Magermilchpulver, 0,5% Tween
20, 1x PBS

Waschldsung 1x PBS

2.1.7.1 ELISA

Tabelle 9: Medien, Losungen, Puffer fur ELISA

ELISA (nicht kommerziell)

Coating- Puffer 1x PBS

Blocklésung/Verdinnungsmedium

2% BSA/PBS

Entwicklungslésung

ABTS- Tablette in 50ml| ABTS-Puffer

Waschpuffer

0.05% Tween in PBS

ELISA (Duo Set)

Coating- Puffer

1x PBS

Blocklésung/Verdinnungsmedium

1% BSA/PBS

Entwicklungsldsung

10ml Citrat- Phosphat- Puffer (pH 5.0)
TBS-Tablette, 2ul H202

Stopplésung

12.5% Schwefelsaure

Waschpuffer

0.05% Tween in PBS

ELISA (Invitrogen)

Verdiinnungsmedium

Standard Diluent Buffer (0.1% Sodium
azide); im Kit vorhanden

Entwicklungsldsung

Tetramethylbenzidin; im Kit vorhanden

Stopplésung

im Kit vorhanden

Waschpuffer

im Kit vorhanden
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2.1.7.3 Zellisolation

Tabelle 10: Medien, Lésungen, Puffer fiir die Zellisolation

MACS Puffer

2 mM EDTA; 0,5 Gew.-% BSA in 1x PBS

10x PBS

1,8 mM KH2P04;10,3 mM Na2HPO4
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI2 in Aqua dest.

2.1.7.4 Zellkulturmedien

Tabelle 11: Medien, Lésungen, Puffer fir die Zellkultur

Kulturmedium fir TF-1- und X63Ag8-Zellen

500 ml RPMI 1640, 10% FCS

HAT- Medium

500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS,10 ml HAT-
Stammldsung, 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammldsung, 5ml L-Glutamin

HT- Medium

500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS,

10 ml HT-Stammldésung, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin-Stammlésung, 5ml  L-
Glutamin

OPI- Medium

500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS, 5 ml OPI-
Stammldsung, 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammlésung, 5ml L-Glutamin

115- Medium

500 ml RPMI 1640, 62.5 ml FCS, 5 ml OPI-
Stammldsung, 5 ml Penicillin/Streptomycin-
Stammldsung, 5ml L-Glutamin, 5ml Na-
Pyruvat, 5ml Non-essentielle Aminosauren,
1.8 ul B-Mercaptoethanol

Wachstumsmedium fir TF-1 Zellen

500 ml RPMI 1640, 50 ml FCS, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin-  Stammldésung, 5ml L-
Glutamin, 5ng/ml IL-3/ GM-CSF

Einfriermedium

Kulturmedium, 5% DMSO

Standardmedium

500mI RPMI 1640, 50 ml FCS, 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin-  Stammldésung, 5ml L-
Glutamin

2.1.7.5 Zelllinien

Tabelle 12: Zelllinien

TF1- Zellen

Wachstumsfaktor-abhangige,
sche Zelllinie

hamatopoeti-

X63Ag8- Zellen

Myelomzelllinie der Maus
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2.1.8 ANTIKORPER FUR DIE DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Tabelle 13: Antikdrper fur die Durchflusszytometrie

Spezifitat | Konjugat Klon Bezugsquelle

CD63 PE H5C6 BD Biosciences, San Jose, USA

CD123 PE-Cy5 9F5 BD Biosciences, San Jose, USA

CD203c PE 97A6 Beckman Coulter, Marseille,
Frankreich

HLA-DRII | APC L243 BD Biosciences, San Jose, USA

2.1.9 ANALYSE- UND BEARBEITUNGSPROGRAMME

Tabelle 14: Analyse- und Bearbeitungsprogramme

Programm Bezugsquelle

CellQuestPro 3.1 BD Bioscience, Heidelberg

Facs Diva v6.1.3 BD Bioscience, Heidelberg

Microsoft Exel Microsoft , Redmont, USA

SoftMax 2.31 MDS Analytical Technologies, Ismaning
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2.2 METHODEN

2.2.1 TIERE UND TIERHALTUNG

Bei den Untersuchungen wurden weibliche BALB/c- Mause verwendet, welche im 12h/12h- Hell-
Dunkel-Rhythmus bei konstanter Rt (21 °C + 2 °C) in den Tierstéllen des Universitatsklinikums
Regensburg gemall dem deutschen Tierschutzgesetz gehalten wurden. Autoklaviertes Wasser
und handelsubliches Futter wurde ad libidum verabreicht.

2.2.2 HERSTELLUNG VON ALUMINIUMPRAZIPITAT

1ml humanes Interleukin-3(hIL-3; 100 pug/ml) wurde unter sterilen Bedingungen mit 4 ml 10% Kali-
um-Aluminium-Sulfat-Lésung gemischt. Mit 1 molarem Kalium-Hydroxid wurde pH 7 eingestellt.
Anschlieend wurde das Gemisch 3-mal gewaschen (1500 U/Min, 5 Min. in PBS) und auf eine IL-
3-Konzentration von 25 pg/ml eingestellt.

2.2.3 IMMUNISIERUNG DER MAUSE

i.P. Immunisierung / i_P_Immunisierungj i.P. Immunisierung %
s d s 7 e rd
e O 4 Wochen — =7 4Wachen e &
Balb/c Mause
1 Tag (F1-3)
2 Tage F4
e i
Boost 'S \

4

Abbildung 6: Schema der Immunisierung. Modifiziert nach Renner 2010 (71).

6-12 Wochen alte Balb/c Mause wurden nach 0, 4 und 8 Wochen mit 5 pg bzw. 10ug hiL-3 in Alu-
miniumprézipitat durch intraperitoneale Injektion immunisiert. Die letzte Immunisierung erfolgte am

Vortag der Fusion mit 10 pug bzw. 20 pg hiL3 geldst in 100ul sterilem PBS (Abbildung 6).
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2.2.4 HERSTELLUNG VON FEEDERLAYERN DURCH PERITONEAL-LAVAGE

Zur Gewinnung der Peritonealmakrophagen fir zwei bis drei 96-Well-Platten wurde eine weibliche
BALB/c Maus bendétigt. Nach To6tung und Desinfektion der Maus wurde die Bauchhaut abprépariert
und 10 ml HT-Medium in die Peritonealhéhle injiziert. Der Bauch der Maus wurde leicht massiert,
um Zellen zu l6sen. Anschlielend wurde das Medium mittels einer Spritze wieder abgesaugt. Die
so gewonnene Makrophagensuspension wurde in ein 15 ml Falkon Uberfihrt und gewaschen
(1200 U/min; 5 Minuten). Nach Absaugen des Uberstandes, wurde das Pellet in HT-Medium re-
suspendiert und in 100ul pro Well auf 96-Well-Platten ausplattiert und 24h bei 37°C und 5% CO2

inkubiert, bevor die Hybridomzellen hinzugegeben wurden.

2.2.5 GEWINNUNG MONONUKLEARER ZELLEN DES PERIPHEREN BLUTES (PBMCSs)
AUS VOLLBLUT

Als PBMCs werden Blut-Zellen bezeichnet, welche einen runden Kern besitzen. Zu ihnen werden
Lymphozyten, Monozyten, Basophile Granulozyten, Natural Killer Zellen (NK-Zellen) und Dendriti-
sche Zellen gezahlt (8).

Das humane EDTA-Blut wurde zunéchst 1:2 mit sterilem PBS verdinnt. In einem 50 ml-Falkon
wurden 15ml Ficoll mit je 30 ml Probe Uberschichtet. Die Falkons wurden fiir 20 Minuten bei 1500
rpom und Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Die Mononuklearen Zellen, die sich in Inter-
phase des Ficoll sammelten (Abbildung 7), wurden abgenommen und in ein neues Gefal Uber-
fuhrt. Anschlieend wurden die PBMCs zweimal in PBS gewaschen. Die Zentrifugation zwischen
den Waschschritten erfolgte bei 1200 U/min fur 10 Minuten.

Plasma-

Verdiinntes Fhosphatpuﬁer
Vollblut Gemisch

Interphase mit PBMCs

Ficoll-
Plague

Ficoll- Erythrozyten/
Plaque Granulozyten

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Ficoll. Links vor Zentrifugation; rechts nach Zentrifugation. Aufgrund
der unterschiedlichen Dichten verschiedener Zelltypen fiihrt die Zentrifugation zur Bildung von Schichten. Erythrozyten,
Granulozyten und abgestorbene Zellen sammeln sich am Boden des Falcons. Die PBMCs befinden sich oberhalb des
Ficoll-Plaques.
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2.2.6 KULTIVIERUNG UND LAGERUNG EUKARYONTER ZELLEN

In Tabelle 11 und Tabelle 12 sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und Kultur-
medien zusammengefasst. Die Kultur erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5 % CO2. Alle Arbeiten
mit Zellkulturen wurden unter sterilen Bedingungen an einer Werkbank durchgefuhrt.

o Passagieren der Zellen: Uberfiihren eines Aliquots in eine neue Kulturflasche und Befiillen

mit frischem Kulturmedium.

o Auftauen von Zellen: Um eine Kultur einer Zelllinie anzulegen wurden die gewiinschten Zel-

len aus flussigem Stickstoff entnommen und im Wasserbad bei 37 ° aufgetaut. Der Inhalt
des Kryorohrchens wurde in ein 15 ml- Falkon Uberfuhrt, mit RPMI-Medium aufgefullt und
bei 1600 U/min funf Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt,
das Pellet in ca. 15 ml Medium resuspendiert und in eine 25cm? Zellkulturflasche berfiihrt.
Diese wurde bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

e Einfrieren der Zellen: Sie wurden 5 Minuten lang mit 1600 U/min bei Raumtemperatur zent-

rifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen im Einfriermedium resuspendiert und
in Kryoréhrchen pipettiert. Um die Bildung grof3er Eiskristalle wahrend des Einfrierens zu
verhindern, wurden die Zellen in einer Kryobox mit einer Abkuhlrate von 1°C/h auf -80°C
gebracht. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in flissigen Stickstoff Uberflhrt.

2.2.7 BESTIMMUNG DER ZELLZAHLEN

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen in einer Zellsuspension wurde Tryptanblau verwendet,
das tote Zellen auf Grund ihrer gestorten Membranintegritat blau farbt. Da lebende Zellen nicht
angefarbt werden, konnen diese im Lichtmikroskop unterschieden werden. Je nach Zelldichte wur-
de die Zellsuspension zunachst verdinnt, bevor 10 ul der Suspension mit 10 ul einer 0,1%igen
Tryptanblauldsung gemischt wurden. Die lebenden Zellen wurden unter Zuhilfenahme der Neu-
bauer-Zahlkammer unter dem Phasenkontrast-Mikroskop ausgezéahlt. Um die tatsachliche Zellkon-
zentration in der Ausgangssuspension zu errechnen, wurde die gezéhlte Zellzahl pro Gro3quadrat
mit den sich aus der Verdinnung durch die Tryptanblaulésung und die Zellsuspension ergebenden
Verdiinnungsfaktoren und dem Kammerfaktor 10* multipliziert. Dies entspricht der Zellzahl pro ml

Ausgangssuspension.
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2.2.8 HERSTELLUNG VON HYBRIDOMZELLEN

Die Hybridomzellen wurden durch Fusion von antikbrperproduzierenden Zellen mit Tumorzellen
hergestellt (siehe 1.3.2.1). Wir nutzten die Myelomzelllinie X63Ag8 und B-Zellen aus der Milz der

hIL-3 immunisierter Mause.

Die X63Ag8-Zellen wurden am Vortag der Fusion 1:2 verdinnt (gesplittet). Zur Gewinnung der Milz
Uber einen Flankenschnitt wurde eine immunisierte Maus getttet und desinfiziert. Um eine Einzel-
zellsuspension zu erhalten wurde die Milz in einer Petrischale mit 10 ml RPMI-Medium zerkleinert
und durch ein Sieb mit 70 um Porengrof3e gedriickt. Die Zellen wurden zweimal in RPMI-Medium
gewaschen (1200 U/min, 5 Minuten, bei 20 °C). Parallel dazu wurden die X63Ag 8-Zellen in der
gleichen Weise zweimal gewaschen und ihre Anzahl bestimmt. AnschlieRend wurden 20 Millionen
der X63Ag8-Zellen mit den Splenozyten einer Milz bei 1200 U/min fur 5 Minuten in einem 50 ml

Falkon zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet gelockert.

Die Fusion der X63Ag8-Zellen mit den B- Lymphozyten aus der Milz wurde durch Zugabe von Po-
lyethylenglycol (PEG) ausgeldst. Zunéchst wurde zu Milz- und X63Ag8-Zellen unter Schwenken im
Wasserbad bei 37 °C tropfenweise 1 ml PEG Uber einer Minute hinzugegeben und fir 90 Sekun-
den inkubiert. Dann wurden 3ml RPMI- Medium wéahrend 3 Minuten tropfenweise hinzugefiigt; an-
schlieend 12ml RPMI Medium Uber 5 Minuten. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei 1200
U/min fir 5 Minuten bei 20 °C. Es erfolgte eine Resuspendierung in HAT-Medium und eine Aus-
plattierung der Zellen auf zehn 96-Well-Flachboden-Platten in 100ul pro Well. Daraufhin wurden
sie im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 3 Tagen erfolgte eine Zugabe von 100l
HAT-Medium pro Well, anschlieBend wurde das Medium alle 3 Tage gewechselt. An Tag 10 bis
12 erfolgte die Testung auf spezifische Antikdrperproduktion.

2.2.9 SUBKLONIERUNG DER HYBRIDOMZELLEN

Zur Herstellung monoklonaler Antikorper wurden die Zellen in den positiv gescreenten Wells
1:25000, 1:125000: 1:625000 und 1:3125000 in HT-Medium verdiinnt. Von diesen Verdinnungen
wurden je 100 pl pro Well auf einer halben 96- Loch-Platte ausplattiert, welche am Vortag mit Peri-
tonelamakrophagen besetzt worden war. Die Makrophagen dienen den vereinzelten Klonen als
Lieferanten von Wachstumsfaktoren. Die Verdinnungen wurden in HT-Medium durchgefihrt. Um
die Wahrscheinlichkeit fur den Erhalt eines monoklonalen Antikérpers zu erhéhen, wurde die Sub-

klonierung zweimal durchgefuhrt.
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2.2.10 GEWINNUNG DER KLONUBERSTANDE

Zur Gewinnung der Klonuberstande aus einer Zellkulturflasche wurde das Kulturmedium unter
sterilen Bedingungen in ein Falkon-Réhrchen Gberfuhrt und bei 1200 U/min fir 10 Minuten abge-
fugt. Der Uberstand wurde steril in ein neues Rohrchen tberfiihrt und bei -4 ° C gelagert. Befan-
den sich die Hybridomzellen in einer 96- Well-Platte, wurde der Uberstand unter einer sterilen

Werkbank abpipettiert, abgefugt und fur den jeweiligen Versuch verwendet.

2.2.11 HRP-LABELING DER AUFGEREINIGTEN ANTIKORPER

Beim HRP-Labeling, wird an den Antikérper das Enzym Meerrettich-Peroxidase (HRP) gebunden,
so dass dieser Antikdrper anschlie3end als Detektion-Antikdrper im ELISA verwendet werden kann
(siehe 2.2.12.1). Das Enzym HRP katalysiert die Chromogenumwandlung eines Substrats im ELI-
SA, erkennbar durch einen Farbumschlag. Nach Herstellerangaben wurden 100pul der Antikdrper in
der Konzentration 1mg/ml mit 10 ul LL-Modifier-reagent durchmischt, auf den Lightening-Link-Mix
gegeben und fir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie@end wurden 10 pl LL-
Quencher hinzugegeben und fir weitere 30 Minuten inkubiert. Nach dieser Zeit konnten die Anti-

korper aligotiert werden und bei -20 °C gelagert werden.

2.2.12 ELISA (ENZYM LINKED IMMUNO SORBENT ASSAY)

Der ELISA dient der quantitativen und qualitativen Bestimmung von Proteinen oder Antikdrpern in
Flissigkeiten. In dieser Arbeit wurden Indirekte und Double-Bond ELISA-Techniken verwendet.

Wenn nicht anders bezeichnet, erfolgten die Schritte bei Raumtemperatur.

2.2.12.1 Indirekter ELISA

Indirekter Elisa

%

A
s £ 4

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines indirekten ELISAs. Modifiziert nach Jeffrey M. Vinocur
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Mit dieser ELISA-Technik wurden qualitativ die Bindungseigenschaften der hergestellten Antikor-
per bestimmt. 96-Well-Platten wurden mit Antigen beschichtet und mit Hybridomiiberstand befillt.
Enthielt dieser Uberstand Antikorper, die gegen das Antigen gerichtet waren, banden sie als Pri-
marantikorper an dieses. Nach einer Inkubationszeit und mehrmaligem Waschen wurde ein Se-
kundarantikdrper hinzugegeben, welcher gegen den Fc-Anteil des Primérantikdrpers gerichtet war.
An den sekundaren Antikérper war das Enzym Meerettich-Peroxidase (HRP) gebunden (Abbildung
8), das einen Farbumschlag katalysiert (siehe 2.2.11). Die mehrmaligen Waschvorgénge zwischen
den Inkubationsschritten I6sen nicht gebundene Substanzen von der Platte.

Hierfir wurden 96-Well-Platten tber Nacht bei 4 °C mit 1ug pro Well des Antigens beschichtet,
gegen die eine Antikdrperbindung stattfinden soll. Um unspezifische Bindungen der Antikorper

auszuschlieRen, wurde jeweils eine PBS-gecoatete Negativkontrolle mitgefthrt

e Beim Screening der Hybridomiberstande auf anti-IL-3-Produktion und der Isotypbestim-
mung der Antikorper erfolgte das coaten mit IL-3.

o Bei der Testung der Antikdrper auf Kreuzreaktivitat mit Ratten-IL3 und Maus-IL3 wurde je
eine Spalte der 96-Well-Platte mit humanem-IL3, eine mit Ratten-IL3 und eine mit Maus-IL3
beschichtet.

o Bei der Testung der Antikérper auf Kreuzreaktivitat mit IL5 und GM-CSF wurde je eine
Spalte der 96-Well-Platte mit humanem-IL3, eine mit GM-CSF und eine mit rekombinantem
IL5 gecoatet.

o Bei der Testung der Antikorperbindung an die Peptide 1 bis 6, 1A, 1B und 1Ma (siehe Ta-
belle 7) wurde mit diesen beschichtet.

o Bei der Testung der Kreuzreaktivitat mit Rh IL-3 wurde je eine Spalte mit hiL3 und eine mit
RhIL3 gecoatet.

Die Inkubationsschritte erfolgten jeweils nach dreimaligem Waschen Nach dem Blockieren der
freien Bindungsstellen mit 100 pl Blockierlosung (2% BSA/PBS) fur 2h wurden die Platten fur 1
Stunde mit 100ul der hergestellten Antikorper inkubiert. War eine Verdiinnung der Uberstande
notwendig, erfolgte diese in der Blockldsung. Bei der Isotypbestimmung erfolgte anschlieRend die
Inkubation mit dem Sekundarantikdrper anti-mouse Igk, IgA, IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgE, IgM, IgA und
als Negativkontrolle ohne Sekundarantikérper. Als sekundarer Antikdrper bzw. Tertidrantikbrper
diente ein gegen Maus-lgG gerichteter HRP-gekoppelter Antikdrper (Verdiinnung 1:2000). Mit die-
sem wurden die Platten eine weitere Stunde im Dunkeln inkubiert. Als Chromogenlésung wurde
2,2'-Azino-di-(3-Ethyl-benzthiazolin)-6-Sulfon-Séaure (ABTS) genutzt. Nach 20-minttiger Inkubation
unter Lichtausschluss wurde die Extinktion bei 405 nm und der Referenzwellenldnge 490nm abge-

lesen.
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2.2.12.2Direkter ELISA (Sandwich-ELISA)

Direkter Elisa

x
*
)kﬁﬁgu
e Ja

Y Y Y Y 3
Abbildung 9: Schematische Darstellung eines Sandwich-ELISAs. Modifiziert nach Jeffrey M. Vinocur

Beim Sandwich-ELISA bindet ein an die Platte fixierter Capture-Antikdrper das zu bestimmende
Antigen. AnschlieRend wird das Antigen an einem anderen Epitop durch den Detektion-Antikdrper
gebunden. Entweder der Detektion-Antikorper selbst ist an HRP gekoppelt oder ein HRP-
gekoppelter Sekundarantikoérper bindet diesen am Fc-Teil. In dieser Arbeit sollte in einigen Fallen
nicht das Protein, sondern der Detektion-Antikérper detektiert werden. Die Konzentration des ge-

suchten Antigens ist direkt proportional zur HRP-katalysierten Farbung (Abbildung 9).

Sandwich ELISA ohne Sekundarantikdrper

Am Vorabend wurden die 96-Well-ELISA-Platten mit dem in PBS verdinnten Primarantikorper mit

100 pl pro Well beschichtet. Folgende Antikdrper wurden zum Beschichten eingesetzt:

e purified rat anti-mouse IgG1l in der Konzentration 5 pg/ml zur Bestimmung der IgG1-
Konzentration in den Klonuberstanden

e bei den kommerziellen R&D ,Duo Set Kit“-ELISAs um einen gegen das gesuchte Interleu-
kin gerichteten Capture-Antikorper der Konzentration 2 pg/ml

e zur Herstellung eines eigenen Interleukin ELISA wurde analog dem Kit von R&D Systems
mit 2 pg/ml der zuvor ausgewahlten aufgereinigten Antikérper 8.36.38 (AK8), 11.14.6
(AK11), 13.4.4 (AK13) und dem Capture-Antikorper aus dem R&D ,Duo Set Kit* gecoatet.

Die folgenden Inkubationsschritte erfolgten jeweils nach dreimaligem Waschen.

Nach Absattigung der freien Bindungsstellen am Plattenboden mit Blockldsung fur 2h wurden die
Platten fur 2h mit 100ul der Proben und der zugehdrigen Standardverdinnungsreihe inkubiert. Um
eine verlassliche Aussage Uber die Konzentration der gesuchten Proteine in der Probe machen zu
kénnen, mussten die Proben vor dem Auftragen soweit im Blockpuffer verdiinnt werden, dass die
zu erwartende Optische Dichte (OD) im linearen Bereich der OD der Standardkurve lag. Anschlie-

3end wurden 100ul der Detection-Antikorper in die Wells pipettiert und fur eine Stunde inkubiert.
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Als Detection-Antikdrper dienten

o Dbeider IgG1-Bestimmung: ein biotinylierter, gegen murines IgG1 gerichteter Antikdrper.

e beiden ,Duo Set Kit“-ELISAs: der im Kit enthaltene Detection-Antikbrper

o Dbei der Herstellung eines eigenen IL-3 ELISAs: HRP-gelabelte Antikdrper AK 11, AK 8, AK
13 und der Detektion-Antikérper von R&D. Die Antikérper wurden in allen méglichen Kom-

binationen von Capture und Detektion verwendet.

Als nachster Schritt erfolgte bei den ,Duo Set Kit“-ELISAs (20 Minuten) und der IlgG1-Bestimmung
(1Stunde) die Inkubation mit Streptavidin-HRP. Dies ist nétig, da die verwendeten Antikorper nicht
an HRP, sondern Biotin gebunden waren, das keinen Farbumschlag verursacht, jedoch an Strep-
tavidin bindet. AbschlieRend wurde 100l Substrat Solution zugegeben um eine Farbreaktion her-

vorzurufen.

Die Substrat Solution des RD Kits enthielt Tetramethylbenzidin (TMB). Der Farbumschlag wurde
nach 20 Minuten abgedunkelter Inkubationszeit mit 12,5 % Schwefelsaure gestoppt und die Opti-
sche Dichte mittels eines ELISA-Readers bei 450 nm gemessen. Bei der IgG1- Konzentrationsbe-

stimmung wurde ABTS als Substrat Solution genutzt (siehe oben).

Sandwich ELISA mit Sekundéarantikdrper

Auch zur Bestimmung der relativen Affinitat der anti-IL-3-Antikdrper in den Klonuberstanden wurde
ein Sandwich ELISA verwendet. Hierflr wurden 96-Well-Platten Gber Nacht bei 4°C mit polyklona-
lem Goat IgG anti-human IL-3 der Konzentration 1 pg/ml gecoatet und am nachsten Tag fur 24 h
mit humanem IL-3 der Konzentration 250 ng/ml in 100 pl pro Well inkubiert. Da die Affinitat einiger
der getesteten Antikdrper sehr hoch war, wurde in einem weiteren Versuch mit polyklonalem Goat
IgG anti-human IL-3 in verschiedenen Konzentrationen (2 pug/ml; 0,66 ug/ml bzw. 0,22 pg/ml) ge-
coatet. Durch einen Isotyp wurde die Menge an Goat IgG konstant gehalten. Die anti-humanes IL3
Antikorper dienten lediglich dazu, eine Denaturierung des IL-3 durch direkte Bindung an den Plat-
tenboden zu verhindern. Aus Sensitivitdtsgrinden ist eine moglichst vollstandige Beladung der
anti-hlL3-Antikdrper erwiinscht, was durch die lange Inkubationszeit mit hiL-3 gewahrleisten wer-
den soll. Im Anschluss erfolgt die Inkubation mit 100ul der Klonuberstande und des monoklonalen
anti-hIL-3 von RD fir 2h, danach mit Streptavidin-HRP gebundenem anti-mouse 1gG fir eine wei-
tere Stunde. Als Chromogenlésung wurde wiederum ABTS verwendet. Alle Inkubationszeiten er-

folgten nach 3-maligem Waschen mit Waschlésung.
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2.2.13 MTT-PROLIFERATIONSASSAY

Der MTT-Assay wird verwendet um die Anzahl lebender Zellen semiquantitativ zu bestimmen. Dies
gelingt durch die Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
zu Formazan durch NADH, NADPH und Succinat mit Hilfe von Enzymen des Endoplasmatischen
Retikulums und der Atmungskette. Sichtbar wird diese Reaktion durch einen Farbumschlag von
gelb auf blau. Da die mitochondrialen Enzyme zur Katalyse der Reaktion intakt sein missen, ist

die Farbreaktion proportional zur Anzahl der lebenden Zellen in der Probe.

Nach vorsichtiger Abnahme von 100ul Uberstand pro Well wurden 10 pl MTT-Reagent zugegeben
und fir 4 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach 4 Stunden wurden die Zellmembranen
durch Zugabe von 100ul MTT-Solvent pro Well lysiert, so dass sich die entstandene Farbreaktion
gleichmaRig in dem Well verteilte. Am folgenden Tag wurden die Extinktion bei 540 nm und der

Referenzwellenlange 650 nm abgelesen.

2.2.14 SoDIUM DODECYL SULFAT POLYACRYLAMID GEL ELEKTROPHORESE
(SDS- PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine nach Denaturierung ihrer Grof3e nach entsprechend in einem

Polyacrilamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.

Als Vorbereitung wurden 0,2 ug des gewlinschten Proteins in PBS verdinnt, so dass das Endvo-
lumen 10 pl entsprach. Anschlie3end wurden 10 pl Lammli-Probenpuffer hinzugegeben. Durch das
im Probenpuffer enthaltene SDS werden die Proteine denaturiert und negativ geladen. Um sicher
zu gehen, dass wirklich alle Proteine denaturiert wurden, wurden die Proben fur 3 Minuten auf 90°
erhitzt. Das Sammelgel wurde Uber das Trenngel geschichtet, nachdem das Wasser Uber dem
Trenngel abgegossen war und mit einem zehnfachrigen Gelkamm versehen, um Taschen fur die
Proben freizuhalten. AnschlieRend wurde der Kamm entfernt und das Gel in eine mit Laufpuffer
geflllte Gelkammer Uberfuhrt. Die Proben und der Standard wurden in die dafir vorgesehenen
Taschen pipettiert und bei 22 Amper (A) fur ca. 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetrennt. Fir die
Zusammensetzung der Gele siehe Tabelle 8. Nach dem SDS- Page wurde das Sammelgel ver-
worfen und das Trenngel fir 30 Sekunden in den Transferpuffer eingelegt. Die der GroRe des
Trenngels angepasste PVDF-Membran wurde zunéchst fir 5 Sekunden in Methanol eingelegt,
anschliel3end 30 Sekunden in den Transferpuffer. Die Whatman-Papiere, welche ebenfalls auf die
GroRRe des Gels zugeschnitten waren, wurden eine Minute in eine Schale mit Transferpuffer einge-

legt.

32



Material und Methoden

2.2.15 WESTERN BLOT

Der Western Blot beruht auf der elektrophoretischen Ubertragung der Proteine aus einem SDS-
Polyacrilamidgel auf eine PVDF-Membran. In dieser Arbeit wurde das Verfahren des Semidry-

Blots mit Gelen der Grof3e 8cm x 4cm x 0,75cm verwendet.

Hierfir wurden auf die Anoden-Platte drei Lagen Whatman-Papier platziert, dariber die PVDF-
Membran, darauf das Trenngel und wiederum drei Lagen Whatman-Papier. Daraufhin wurde die
Kathoden-Platte aufgelegt. Der Transfer erfolgte bei 24 Volt (V) fur 30 Minuten bei Raumtempera-

tur.

Nach dem Transfer wurde die Membran bei 4° Uber Nacht auf dem Schiittler in 5% Milchpulver-
Blocklésung eingelegt, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, sodass
die Nachweisreaktion moglichst nicht beeintrachtigt wurde. Am Folgetag wurde die Membran drei-
mal gewaschen und zerteilt, so dass auf jedem Teilstlick der Membran sowohl ein Teil des Stan-
dards zu sehen war als auch das zu untersuchende Protein. Die Membranstiicke wurden fur 2
Stunden mit 5 pg/ml bzw. einer 1:10 Verdunnung der Primarantikérper in 1% Milchpulver- Losung
inkubiert. Als Sekundarantikorper wurde ein gegen murines IgG gerichter Antikdrper in der Ver-
dinnung 1:1000 verwendet, welcher an das Enzym Merettich-Peroxidase gebunden war. Zur De-
tektion einer Antikorper- Bindung an das Protein wurde die Membran mit einer Mischung aus Wes-
tern-Blot-Reagenz A und B (je 7,5 ml, so dass die Membran vollstandig von der Flissigkeit be-
deckt war) fur 1 Minute inkubiert. Zwischen den Inkubationen erfolgte jeweils 4-maliges Waschen
fur 5 Minuten mit PBS.

AnschlieRend wurde die Membran in einer Klarsichthiille in eine Filmkassette gegeben und die
Luftblasen zwischen Klarsichthiille und Membran entfernt. Dann wurde in der Dunkelkammer ein
Rontgenfilm der Membran aufgelegt.

Nach der Expositionszeit (zwischen 5 Sekunden und 40 Minuten) wurde der Film in den Entwickler
gegeben.

2.2.16 MAGNETISCHE ZELLSEPARATION

Die magnetische Zellseparation (MACS) ermdglicht es, bestimmte Zellpopulationen aus Zellsus-
pensionen zu isolieren. Die Matrix der MACS-S&ulen besteht aus magnetischen Kugeln, welche
beim Einsetzen in ein Permanent-Magnetsystem mit diesem in Wechselwirkung treten und so ei-

nen Feldgradienten in ihrem Inneren erzeugen.

Die Zellsuspension wird mit Antikérpern inkubiert, welche gegen spezifische Oberflachenantigene
der gewlinschten Zellpopulation gerichtet sind. An die Antikbrper gebundene magnetische Micro-

beads sorgen fir eine Bindung der Antkdrper-beladenen Zellen an die Sdulenmatrix.
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Unbeladene Zellen hingegen durchlaufen die Trennsaule. Die Isolationen wurden geman den Her-
stellerprotokollen (Miltenyi Biotec, Deutschland) durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

LS*-S4ulen (Kapazitat: 10” magnetisch markierte Zellen) verwendet.

Humane Basophile wurden mittels Basophil Isolation Kit I von Milteny Uber MACS-Saulen aufge-
reinigt. Hierbei werden alle in PBMCs enthaltenen Zellen mit Ausnahme der Basophilen an Micro-
Beads gebunden und aus der Zellsuspension depletiert. Nach Herstellerangaben wurden durch
Ficoll Plague-Aufreinigung zunachst PBMCs aus humanem Vollblut isoliert, zweimal gewaschen
und gezahlt. Die folgenden Volumenangaben beziehen sich jeweils auf 10” Zellen. Bei einer héhe-
ren Ausbeute an PBMCs wurde ein entsprechend grof3eres Volumen der Reagenzien gewahlt. Die
Zellen wurden in 30 ul MACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von je 10ul FcR Blocking Rea-
gent und Basophil Biotin-Antibody Cocktail wurden die Zellen gut durchmischt und fur 10 Minuten
bei 4° C inkubiert. Anschlielend wurden wiederum 30 pl Macs Puffer und 20 pl Anti-Biotin Micro-
Beads hinzugegeben und bei 4°C fir 15 Minuten inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit 2ml
MACS-Puffer und Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 1600rpm wurden bis zu 10® Zellen in je 500l
Macs Puffer resuspendiert.

Die Saulen wurden mit 3ml MACS-Puffer gesplilt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension auf die
Saulen gegeben und der Durchfluss aufgefangen. Die Sdulen wurden dreimal mit 3ml MACS-
Puffer gespult. Der Durchfluss wurde ebenfalls aufgefangen. AbschlieRend wurden die Basophilen
gezahlt und die Reinheit der Basophilensuspension durchflusszytometrisch geprift (2.2.18,
2.2.17).

2.2.17 DURCHFLUSSZYTOMETRIE

Die Durchflusszytometrie basiert auf der Messung von Streulichteigenschaften. Die Zellen passie-
ren hierfir einzeln einen Laserstrahl und erzeugen so charakteristische Streu- und Fluoreszenz-
signale. Durch Photodetektoren werden diese Signale registriert und in ein elektrisches Signal um-
gewandelt. Der Forward Scatter (FSC) liefert Informationen Uber die Grof3e der Zellen, der Side
Scatter (SSC) uber ihre Granularitat.

Durch Farbung der Zellen mit Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern kann eine Aussage Uber die
auf den Zellen reprasentierten Oberflachenantigene gemacht werden, die Rickschlisse auf den
Zelltyp zulassen. Die Flurochrome werden durch den Laser angeregt und emittieren je nach Fluro-
chrom Licht einer bestimmten Wellenlange. Die Lichtintensitat ist zur Anzahl der markierten Anti-

gene proportional. Die Analyse erfolgte mit den Programmen CellQuest oder Diva.
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2.2.18 EXTRAZELLULARE FARBUNG

Die Oberflachenmarker der Zellen wurden mit Zytochrom gekoppelten AntikGrpern gefarbt um sie
im Durchflusszytometer unterscheiden zu kénnen. Fur humane PBMCs und humane Basophile
wurde folgende Farben in der Verdinnungen 1:50 verwendet: CD123 Phycoerythrin- Cyanin 5.5
(PE-Cy5.5); HLA II Allophycocyanin (APC); CD203c Phycoerythrin (PE) .

Vor der Farbung wurden unspezifische Bindungsstellen (Fc-Rezeptoren) auf den Zellen durch In-
kubation mit einem unmarkierten mouse-IgG in PBS bei Raumtemperatur fur 15 min blockiert. Da-
nach wurden die Zytochrom-gekoppelten Antikdrper hinzu gegeben und im Dunkeln bei 4°C fir 20
min inkubiert. Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte jeweils ein dreifacher Waschvorgang mit
PBS (1600U/min, 5 min).

2.2.19 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN HUMANE ZELLEN (FLUROKIN KIT R&D)

In diesem Versuch wurde geprift, ob die Bindung von IL-3 an PBMCs durch die Zugabe der her-
gestellten Antikdrper AK8, AK11, AK13 und des Antikorper Klon 4608 von R&D (AK R&D) verhin-
dert werden kann. Dies wurde durchflusszytometrisch an Hand von FITC-markiertem IL-3 be-

stimmt.

Nach Herstellerangaben erfolgte die Inkubation von je 10ul der verschiedenen IL-3 Antikdrper mit
10pl der biotinylierten IL-3-Losung (1,25 pg/ml) bzw. Negative Control-Losung fur 30 min bei
Raumtemperatur. Die Antikdrper wurden in einer hochsten Konzentration von 100ug/ml eingesetzt
und in einer 1/3 Verdinnungsreihe bis zu einer Konzentration von 0,3 pg/ml herunterverdinnt.
AnschlieRend wurden 200.000 PBMCs in 20ul Zellsuspension hinzugegeben und 1 Stunde bei 4°C
inkubiert. Nach 2-maligem Waschvorgang in PBS erfolgte nun eine Farbung mit Fluorochrom-
gekoppeltem Streptavidin fir 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln. FiUr den folgenden 2-maligen
Waschvorgang (1600 U/min; 5 min) wurde der im Kit beigefiigte Waschpuffer genutzt und die Pro-

ben im Anschluss durchflusszytometrisch untersucht.
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2.2.20 ZELLKULTURANSATZE
2.2.20.1Zeitkinetik der Stimulation von TF 1 Zellen mit verschiedenen Zytokinen

Bei TF1-Zellen handelt es sich um eine erythroleukédmische Zelllinie, welche bei der Zugabe von
GM-CSF und IL-3 proliferiert (72). Vor dem Versuchsansatz wurden die Zellen zunachst eine Wo-
che in Wachstumsmedium bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Da der Vorrat an Rh IL-3 sehr gering
war, erfolgte vor dem Proliferationsversuch keine Kultiverung der Zellen in diesem Zytokin. Das

letzte Splitten der Zellen erfolgte am Vortag des Versuchs.

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen in ein 50ml Falkon tberfihrt, bei 1600 U/min ab-
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 1ml Standardmedium resuspendiert
und gezahlt. AnschlieRend wurden in verschiedenen Ansatzen 5.000, 10.000 oder 20.000 Zellen in
100pl Medium pro Well ausplattiert.

Die Stimulation der Zellen erfolgte mit unterschiedlichen Zytokinkonzentrationen:

e GM-CSF- bzw. IL3-Konzentration: 10ng/ml; 5ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,625ng/ml;
0,3125 ng/ml; 0,1563 ng/ml
e RhIL-3 und h IL-3 wurden mit je 5 ng/ml in ihrer Wirkung verglichen.

Bei allen Versuchsansétzen erfolgten Kontrollen (1. kein Zytokin, 2. nur Medium). Alle Werte wur-
den in Triplikaten gefuhrt. Nach 2, 3, 4 und 5 Tagen wurde je eine Platte mittels MTT-Assay aus-

gewertet.

2.2.20.2Testung der Antikdrper auf Blockade der biologischen Zytokin-Wirkung

TF1- Zellen wurden verwendet um zu testen, ob durch die Antikbrper auch die biologische Wirkung
der Zytokine unterbunden wird. Durch Zugabe der gegen humanes IL-3 gerichteten Antikdrper soll
die Bindung der Zytokine an die TF-1 Zellen verhindert werden, wodurch diese in ihrer Proliferation

gehemmt werden. Dies wurde mittels MTT-Assay gemessen.

Die hergestellten Antikérper und AK R&D wurden mit verschiedenen Konzentrationen des zu blo-
ckierenden Zytokins in 100 pl pro Well auf 96-Well-Platten verteilt und fir eine Stunde prainkubiert.
Die hochste Konzentration der Antikdrper betrug abhangig von den Antikérpern 27 pg/ml (bei
schwach blockierenden) bzw. 3 pg/ml (bei stark blockierenden). Diese wurde in acht 1:3-Schritten

verdinnt.
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Endkonzentrationen IL-3: 10 ng/ml; 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,6125 ng/ml
0,312ng/ml und 0 ng/ml.

GM-CSF: 5ng/ml, 2,5 ng/ml, 1,25 ng/ml, 0,625 ng/ml, 0,3125 ng/ml und O ng/mi

IL-3 und GM-CSF: 0 bzw. 2,5 ng/ml GM-CSF und 0 bzw. 2,5 ng/ml IL-3 in allen Kombinati-

onen.

Bei allen Versuchsansétzen wurden Kontrollen mitgefuhrt:

kein Zytokin
hochste Zytokinkonzentration ohne Antikorper
Isotypenkontrollen (Mouse IgG 1 kappa mit hochster Konzentration IL-3 bzw. GM-CSF)

nur Medium.

Es wurden jeweils 4-fach-Werte verwendet. Der Ansatz wurde fur 5 Tage bei 5% CO2 und 37°C

inkubiert. Nach 5 Tagen wurde die Proliferation mit dem MTT-Proliferationsassay ausgewertet.

2.2.20.3 Stimulation von humanen Basophilen und PBMCs

200.000 Zellen wurden in Rundbodenplatten in 220ul/Well je nach Zellausbeute fur 5 Stunden und

24 Stunden unter folgenden Bedingungen inkubiert.

Versuchsansatze (jeweils Doppelwerte)

10ng/ml humanes IL-3

1pg/ml humanes anti-IgE

10ng/ml humanes Cba

10ng/ml humanes IL-3+ 1pg/ml humanes anti-IlgE

10ng/ml humanes IL-3+ Zugabe von 10ng/ml humanem C5a nach 15 Minuten

ohne Zusétze.

Im Anschluss an die Stimulation wurden Platten bei 2400 U/min abgefugt, um die Uberstande ab-

zunehmen. Die Uberstande wurden bei -80°C eingefroren um anschliel3end im ELISA auf IL-13,

IL-6 und IL-4 untersucht zu werden. Nach 3-fachem Waschen der verbleibenden Zellen wurden

diese, wie in 2.2.18 beschrieben, gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert.
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Material und Methoden

2.2.20.4 Blockade der Basophilen Aktivierung durch anti-IL-3 Antikorper

200.000 Zellen wurden in Rundbodenplatten in 220ul/Well fir 24 Stunden unter folgenden Bedin-

gungen inkubiert (jeweils Doppelwerte):
e 10ng/ml humanes IL-3
e 10ng/ml humanes IL-3+ 25pg/ml AK 11
e 10ng/ml humanes IL-3+ 25ug/ml AK 13
e 10ng/ml humanes IL-3+ 25ug/ml AK 8
e 10ng/ml humanes IL-3+ 25ug/ml AK R&D
e ohne Zusatze.

Im Anschluss an die Stimulation wurden Platten bei 2400 U/min abgefugt, um die Uberstande ab-
zunehmen. Die Uberstande wurden bei -80°C eingefroren um anschlieBend im ELISA auf IL-13,
IL-6 und IL-4 untersucht zu werden. Nach 3-fachem Waschen der verbleibenden Zellen wurden

diese wie in 2.2.18 beschrieben geféarbt und durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.21 BEZEICHNUNG DER ENTSTANDENEN KLONE

Zur Bezeichnung der Klone wurde folgende Nomenklatur gewahit:

Da die Klone fusionsubergreifend durchnummeriert wurden, entspricht die erste Zahl der Nummer
des Klons. Die zweite Nummer bezieht sich auf den Subklon aus der ersten Klonierung, die dritte

auf den Subklon der zweiten Klonierung.
zB.:11.18.1

Klon Nr. 11

Klon Nr. 18 aus der 1. Subklonierung

Klon Nr. 1 aus der 2. Subklonierung.
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3 ERGEBNISSE
3.1 HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKORPER GEGEN HUMANES INTERLEUKIN-3

Bei Fusion und Screening wurde wie in Abschnitt 2.2.8 und 2.2.12.1 verfahren. Als Beispiel sei
ELISA-Platte 1 aus Fusion 1 dargestellt:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
A 1,841 0,092 0,067 0,097 0,081 0,073 0,079 0,093 0,072 0,141 0,35
B 0,087 0,067 0,059 0,072 0,06 0,083 0,066 0,072 0,087 0,191 0,186
C 0,078 0,073 0,063 0,072 0,073 0,085 0,077 0,121 0,071 0,057 0,175
D 0,083 0,093 0,064 0,1 0,084 0,077 0,088 0,079 0,065 0,056 0,499
E 0,079 0,079 0,348 0,114 0,079 0,078 0,072 0,111 0,084 0,068 0,303
F 0,084 0,08 0,076 0,099 0,079 0,077 0,098 0,107 0,061 0,075 1,105
G 0,108 0,092 0,085 0,112 0,103 0,099 0,065 0,103 0,093 0,081 0,197
[H | 1,501 0,107 0,071 0,114 0,114 0,073 0,113 0,141 0,083 0,153 0,264

Abbildung 10: Screening auf positive Klone mittels ELISA. Beispielhaft ist Fusion 1, Platte 1 dargestellt. Griin: Posi-
tivkontrolle (Klon 3.47.20); blau: Negativkontrolle (Medium); grau: unbeladene Wells, gelb: positiv getestete Wells

In vier Fusionen wurden insgesamt 9 unterschiedliche monoklonale anti-IL-3-produzierende Klone

hergestellt, von denen jeweils mehrere Subklone eingefroren wurden (Tabelle 15).

Tabelle 15: Uberblick tiber die entstandenen Klone

Klon Subklone nach Reklonierung
36 36.26.10
38 38.18.5
41 41.28.1
41.28.4
42 42.47.
42.47.38
43 43.14.28
43.14.24
44 44.16.4
44.16.5
44.16.16
45 45.14.27
46 46.21.1
46.21.4
47 47.28.15
47.28 .18
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3.2 CHARAKTERISIERUNG DER MONOKLONALEN ANTIKORPER

Neben den selbst hergestellten wurden auch die zuvor in der Arbeitsgruppe hergestellten Antikér-
per 2.28.11 (AK 2), 3.47.20 (AK 3), 5.3.2 (AK 5), 7.42.45 (AK 7), 8.36.38 (AK 8), 10.12.4 (AK 10),
11.14.6 (AK 11) und 13.4.4 (AK 13) charakterisiert. Da die Antikorper als Medikament verwendet
werden sollen, war es nétig, dass sie dem Isotyp IgG angehdren und das humane IL-3-Protein
linear binden.

3.2.1 ISOTYPENBESTIMMUNG

Mittels ELISA wurde eine Isotypbestimmung der monoklonalen Antikorper durchgefuhrt. Die Anti-
korper AK 3, AK 8, AK 10, AK 11, AK 13, 36.26.10 (AK 36), 41.28.4 (AK 41), 42.47.28 (AK 42),
43.14.28 (AK 43), 44.16.16 (AK 44), 45.14.27 (AK 45), 47.28.15 (AK 47) gehoren dem Isoptyp
IgGk an. Der Klon 38.18.5 (AK 38) besitzt ebenfalls eine schwere Kette des Typs IgG1, die leichte
Kette ist vom A-Typ. Die Antikorper AK 2, AK 5 und AK 7 gehéren dem Isotyp IgM k an. Da ledig-
lich die Klone des Isotyps IgG flr uns interessant waren, wurden nur IgGk und IgGA weitercharak-

terisiert.

3.2.2 IGG- KONZENTRATIONSBESTIMMUNG IN DEN UBERSTANDEN

Die Mastermixe (Mix aller Uberstande eines Klons) der monoklonalen Antikérper bzw. der aufge-

reinigten Antikdrper wurden mittels ELISAs auf ihre 1IgG1 Konzentration bestimmt.

Die Konzentrationen in den Uberstanden schwankten zwischen 1,1 ug/ml und 76,5 pg/ml: Die Klo-
ne 3.47.20 (23ug/ml), 10.12.4 (13 pg/ml), 38.18.5 (1,1 pg/ml), 41.28.4 (12,8ug/ml) und 45.14.27
(8,8 pg/ml) produzierten geringe Mengen Antikdrper. Die Klone 8.36.38 (63ug/ml), 11.14.6
(55ug/ml), 13.4.4 (45ug/ml), 36.26.10 (58,3g/ml), 42.47.28 (69,3wWml), 43.14.28 (58,3ug/ml),
44.16.16 (76,4ug/ml), 47.28.15 (60,5 pw/ml) erreichten deutlich héhere Konzentrationen zwischen
58,3 pg/ml und 76,4 pg/ml. Um hdhere Konzentrationen der Antikérper zu erhalten, wurden die
Klone 13.4.4, 11.14.6 und 8.36.38 extern aufgereinigt. Die Konzentration dieser Antikdrper wurde
auf 1,5mg/ml (Klon 13.4.4), 1,85 mg/ml (Klon 11.14.6) und 2,2 u/ml (Klon 8.36.38) bestimmt.

Von diesen Konzentrationen wurde in den weiteren Experimenten ausgegangen.
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3.2.3 KREUZREAKTIVITATEN DER ANTIKORPER

3.2.3.1 Kreuzreaktivitat der Antikérper mit humanem IL-5 und GMCSF

Da IL-3, IL-5 und GM-CSF strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen (siehe 1.1.1), wurde die Kreuzreak-
tivitat der selbst generierten Antikdrper sowie des erworbenen Antikorpers Klon 4806 von R&D (AK
R&D) mit den genannten Molekilen bestimmt. Die Testung erfolgte mittels ELISA.

AK10 zeigte eine leichte Kreuzreaktivitat mit GM-CSF, welche dreifach geringer war als die Bin-
dung an hIL-3, jedoch keine mit hiL-5. AK8 und AK 38 reagierten in sehr geringem Umfang mit hiL-
5 (Antikorper 8: vierfach geringer; Antikdrper 38: flnffach geringer), aber nicht mit GM-CSF. Die
Antikdrper AK 3, AK 11, AK 13, AK 36, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46, AK 47, AK
R&D zeigten keine Kreuzreaktivitat mit IL-5 oder GM-CSF (Abbildung 11).

3.2.3.2 Kreuzreaktivitat mit murinem IL-3 und Ratten IL-3

Da es hilfreich ware, die Wirksamkeit und Unschadlichkeit der Antikdrper in einem Tiermodell zu
testen, wurde die Kreuzreaktivitat der Antikbrper mit Rhesusaffen- (Rh IL-3), Ratten- (rlL-3) und
murinem IL-3 (mIL-3) mittels ELISA getestet. Keiner der getesteten Antikdrper zeigt eine Kreuzre-
aktivitdt mit murinem oder Ratten IL-3 (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Testung der Kreuzreaktivitat der Antikdrper mit miIL-3, rIL-3, GM-CSF und IL-5 mittels ELISA. Das
Coating erfolgte mit 1ug/ml des zu untersuchenden IL-3-Poteins. Als Primarantikérper wurden die Kloniberstande in 3
Verdiinnungen verwendet. An der X-Achse sind die im ELISA gemessenen optischen Dichten (OD) fur die Bindung der
Antikorper an die verschiedenen IL-3-Arten aufgetragen, an der Y-Achse die Verdinnungen des Kloniberstands.
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3.2.3.3 Testung der Kreuzreaktivitat mit Rhesus IL-3

Testung der Kreuzreaktivitdt mit Rhesusaffen IL-3 mittels ELISA

Die Testung auf Kreuzreaktivitat mit Rhesusaffen IL-3 (Rh IL-3) fand auf Grund der begrenzten
Verfligbarkeit nicht fir alle Klone statt. Lediglich AK R&D erkannte die Struktur von Rh IL-3. Die
Antikdrper AK 8, AK 11, AK 13, AK 36, AK 38, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46, AK 47
zeigten keine Kreuzreaktivitat (Abbildung 12).

AK 13 AK R&D
0,5 05
~—er—9
__ 044 .\/ _ 04
<t < —— -
3 o % o) hu IL-3
g g —8— Rh IL-3
n 0.2 0 0,24
O @)
0,1 1 0,1
o] o]
40 8 1.6 40 ‘ 8 ‘ 1.6

Abbildung 12: Kreuzreaktivitat der Antikdrper mit Rhesusaffen IL-3. Die Testung erfolgte mittels ELISA. Das
Coating erfolgte mit 1ug/ml des zu untersuchenden IL-3-Poteins. Als Primarantikérper wurden 3 Verdiinnungen der Anti-
korper verwendet. An der X-Achse sind die im ELISA gemessenen optischen Dichten (OD) fur die Bindung der Antikor-
per an die verschiedenen IL-3-Arten aufgetragen, an der Y-Achse die Konzentration des Antikérpers.

Test auf Kreuzreaktivitat zu Rhesusaffen IL-3 mittels Western Blot

Um auszuschliel3en, dass die Kreuzreaktivitat der Antikdrper mit Rh IL-3 durch die Sekundéar- und
Tertiarstruktur verhindert wird, wurde diese im Western Blot erneut getestet. Die Antikérper 8 und
11 zeigten keine Kreuzreaktivitat mit linearem Rhesusaffen IL-3. Auch bei AK R&D zeigte sich
nach 30 min Belichtung keine Bande bei RhIL-3 (Abbildung 13).

kDa
AK R&D AK 8 AK 11

-
o

RhIL-3
hIL-3
RhIL-3
hIL-3
RhIL-3
hIL-3

Abbildung 13: Western Blot zur Testung auf Kreuzreaktivitat mit linearem RhIL-3.0,2 pg IL-3/ Lane wurden auf
einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Expositionszeit betrug 5 Sekunden fir die hier dargestellten
Banden der Antikdrper AK 11 und AK8 und 30 min fur die hier dargestellte Bande des AK R&D.
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3.2.4 EPITOPBESTIMMUNG
3.2.4.1 Testung der linearen Bindung

Um zu testen, ob die Antikdrper ein lineares Epitop des humanen IL-3-Proteins erkennen, wurde
der Western Blot verwendet. In der Probenvorbereitung des Western Blots wurden Sekundar- und
Tertiarstruktur des hlL-3 Proteins zerstort, so dass nur noch das lineare Protein auf der Membran
vorhanden ist. Erfolgt eine Bindung der Antikorper an IL-3 im Western Blot, handelt es sich dem-

nach bei dem vom Antikdrper erkannten Epitop um eine lineare Sequenz.

Die Antikorper AK 8, AK 11, AK 13, AK 36, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46 erkannten hlL-3 im
Western Blot und binden somit an ein lineares Epitop. AK 2, AK 3, AK 5, AK 6, AK 7, AK 10, AK
28, AK 41, AK 47 binden nicht an lineares IL-3 (Abbildung 14).

AR U R R TR

5 , 26
P*'bg“‘%%h“‘b'\h* a’%* A'%x\ uﬁh\,\a \*A 28 I\

Abbildung 14: Western Blot zur Testung der linearen Bindung der Antikérper. 1 pg IL-3/ Lane wurden auf einem
12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Der jeweilige Klonuberstand (1:10 in 1% Milchpulver verdinnt) fand als
Priméarantikdrper Verwendung. Die Expositionszeit betrug 5 Sekunden.
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3.2.4.2 Epitopbestimmung der linearen Antikorper

Um die Epitope der linearbindenden Antikdrper naher zu bestimmen wurde die Bindung der Anti-
kérper an Gberlappende Peptidfragmente des humanen IL-3 im ELISA getestet (Abbildung 15). Die
Bindungsstelle der gegen Peptid 1 gerichteten Antikdrper wurde noch genauer bestimmt. Da hu-
manes IL-3 sich im Peptid 1 nur an zwei Stellen von Rhesus IL-3 unterscheidet, wurden zwei Pep-
tid 1-Varianten gewabhlt, in denen jeweils eine Stelle der Rhesusaffensequenz entspricht, die ande-
re der humanen (Peptid 1A, 1B). Zudem wurde die Bindung an Peptid 1 des Mamorset-IL-3 getes-
tet (Peptid 1Ma) (Abbildung 16).

Peptid 1: APMTQTTPLKTSWVNCSNMIDEIITHL
Peptid 2 EIl THLKQPPLPLLDFNNLNGEDQDIL
Peptid 3: EDQDILMENNLRRPNLEAFNRAVKSLO

Peptid 4. AVKSLONASAIESILKNLLPCLPLATA

E

Peptid 5: LFLATAAPTRHPIHIKDGDWMEFRRKL
Peptid 6: EFRREKLTRYLKTLENAQAQQTTLSLAIF

Abbildung 15: Aminosauresequenzen der Peptide 1-6. Uberlappende Sequenzen sind in grau dargestellt.

Peptid 1A APMTQTTPLKTSWAKCSNMIDEI
Peptid 1B: APMTQTTSLKTSWY N CSNMIDEI
Peptid Ma: AAPTQTMPLKTTOVNCSNLEEEIVTL

Abbildung 16: AS-Sequenzen der Peptide 1A,1B,1Ma. Unterschiede sind grau dargestellt

Die Antikorper AK 11, AK 43, AK 44, AK 45, AK 46 und AK R&D binden an die Peptide 1 und 1B
und erkennen somit ein Epitop innerhalb dieser Peptide. Die Bindung des Antikdrpers R&D an
Peptid 1 ist deutlich geringer als an hiL-3 (ODynerdunnt €2 1:2), wohingegen die Antikorper 11, 43,
44, 45 und 46 mit gleicher OD an Peptid 1 binden. AK 42 bindet an Peptid 1, Peptid 1A und 1B.
AK 8 bindet an Peptid 6. AK 36 bindet an Peptid 3 und in dreifach geringerem Mal3e an Peptid 6.
Die Antikdrper 13, 38, 41 und 47 binden an keines der verwendeten Peptide (Abbildung 19).
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Abbildung 17: Bindung der Antikérper an die Peptide 1 bis 6. An der X-Achse sind die unterschiedlichen Antikdrper-
konzentrationen bzw. Verdiinnungen angegeben, an der Y-Achse die optische Dichte (OD).
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Abbildung 18: Bindung der Antikérper an die Peptide 1A,1B, Ma. An der X-Achse sind die unterschiedlichen Antikdrperkon-
zentrationen bzw. Verdiinnungen angegeben, an der Y-Achse die optische Dichte (OD).
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3.2.5 BESTIMMUNG DER RELATIVEN AFFINITAT DER ANTIKORPER

Zur Bestimmung der Affinitat wurde die Halbmaximale-Bindung der Antikorper im ELISA ermittelt,
da diese mit der Dissoziationskonstante (Kp) Ubereinstimmt. Diese betragt 0,5ug/ml fur AK 3, 0,5
pg/ml fur AK 10, 2,5 pg/ml fir AK 13 und 0,2pg/ml fir AK R&D (Abbildung 19). Die Affinitaten der
Antikorper AK 8 und AK 11 waren zu hoch um in diesem Versuch bestimmt zu werden.

Da bei den Antikdrpern AK 38, AK 36, AK 41, AK 42, AK 43, AK 44, AK 45 die Satttigungskonzent-
ration nicht erreicht wurde, konnten keine Werte fir die relative Affinitat ermittelt werden.

Abbildung 19 kann man die Affinitaten dieser Antikdrper im Vergleich zueinander entnehmen. Dar-
aus ergibt sich, dass die Affinitat der Antikorper in der folgenden Reihenfolge abnimmt AK 36> AK
47> AK 42> AK 44> AK 43> AK 45> AK 41, AK 38.
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g’ 0.8 —-—AK 3 10 -
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Abbildung 19: Vergleich der Antikdrperaffinitaten. Auf der X-Achse ist die optische Dichte fur die Bindung der Anti-
korper an IL-3 angegeben, an der Y-Achse die Antikérperkonzentration. Um sicher zu stellen, dass das IL-3 nicht durch
Bindung an die ELISA-Platte denaturiert, wurde mit 2 pg/ml eines polyklonalen goat anti hiL-3 Antikorper gecoatet, an-
schlieBend hiL-3 im Uberschuss hinzu gegeben. Als Detektion-Antikérper wurden die eigenen Antikorper sowie AK R&D
in verschiedenen Konzentrationen verwendet.
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Um die Affinitaten der Klone 8 und 11 zu bestimmen wurden im n&achsten Versuch verschiedene
Konzentrationen an polyklonalem Goat IgG anti-h IL-3 (goat anti-IL-3) verwendet. In den Proben
mit geringerer goat anti-IL-3-Konzentration ist die Anzahl an Bindungsstellen fur IL-3 vermindert
und die Distanz zwischen den gebundenen IL-3-Molekiilen vergoRert. So sollte verhindert werden,
dass die Detektionsantikérper (AK11 und AK8) an mehr als eine Bindungsstelle binden und somit
die Aviditat statt der Affinitdit gemessen wird. Da zwischen den verschiedenen Konzentrationen
goat anti-IL-3 kein sprunghafter Anstieg der relativen Affinitat zu verzeichnen ist, handelt es sich
bei dem gemessenen Wert um die Affinitt. Die Ky des Antikdrpers 11 betragt ca. 30ng/ml; die des
Antikorpers 8 ca. 7ng/ml. Somit besitzen beide Antikorper eine deutlich hohere Affinitat als der AK
von Ré&D.
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Abbildung 20: Testung der relativen Affinitat der Antikérper 8 und 11 mit verschiedenen Konzentrationen an
Bindungsprotein. Gecoatet wurde mit verschiedenen Konzentrationen eines polyklonalen goat anti hiL-3 Antikdrper (2
pg/ml, 0,66 ug/ml, 0,22 pg/ml), anschlieRend wurde hiL-3 im Uberschuss hinzu gegeben, sodass alle Bindungsstellen
des goat anti-hlL-3 Antikdrpers besetzt waren. Als Detektion-Antikorper wurden AK 8 und AK11 verwendet. Auf der Y-
Achse ist die optische Dichte fur die Bindung der Antikdrper an IL-3 angegeben, an der X-Achse die Antikdrperkonzent-
ration. Die Halbmaximale-Bindung bei einer goat anti-hIL-3-Konzentration von 2pg/ml ist mit einem schwarzen Strich
gekennzeichnet.
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3.2.6 BLOCKADE DER BIOLOGISCHEN IL-3-AKTIVITAT DURCH DIE HERGESTELLTEN
ANTIKORPER

Um die proinflammatorischen Effekte von IL-3 zu verhindern, muss ein therapeutisch wirkender
Antikorper die biologische Aktivitat von IL- 3 unterbinden. Um zu untersuchen, ob dies bei den her-
gestellten Antikdrpern der Fall ist, verwendeten wir TF1- Zellen, eine erythroleuk&mische Zelllinie,
welche fur Wachstum und Uberleben auf Zytokine wie IL-3 und GM-CSF angewiesen ist.

3.2.6.1 Bestimmung der Wachstumskurven von TF1- Zellen in Abhangig-
keit verschiedener Wachstumsfaktoren

Zunachst wurde die Proliferation der TF1 Zellen in Abhangigkeit von der Konzentration von IL-3
und GMCSF untersucht um die optimale Konzentration der Wachstumsfaktoren und der TF-1-
Zellen/Well zu bestimmen (siehe 2.2.20.1). Die TF-1 Zellen proliferierten bis zu einer IL-3 Konzent-
ration von 1,25ng/ml dosisabhangig. In hdheren Konzentrationen stieg die Proliferation nur gering-
fugig an. Das beste Ansprechen wurde bei einer TF-1-Anzahl von 10.000 Zellen/Well erzielt
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Proliferationsversuch mit hIL-3. 10.000 TF-1 Zellen wurden fur 2,3,4 und 5 Tage mit verschiedenen
Konzentrationen hIL-3 inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semiquantitativ bestimmt.
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Abbildung 22: Proliferationsversuch mit h GM-CSF. 10.000 TF-1 Zellen wurden fur 2,3,4 und 5 Tage mit verschiede-

nen Konzentrationen hGM-CSF inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semiquantitativ be-
stimmt.

50



Ergebnisse

Die zur Proliferation bendétigte Dosis von GM-CSF lag deutlich Gber der bendtigten IL-3-Menge.
1,25 ng/ml IL-3 brachte die TF-1 Zellen zu einer Proliferation von ca. 0,8 OD. Die gleiche Menge
an GM-CSF fuhrte zu einer OD von 0,4 an Tag 5. Vergleicht man jedoch TF-1 Zellen, die mit 0,15
ng/ml kultiviert wurden, mit TF-1 Zellen ohne Zugabe von GM-CSF, so lasst sich ein proliferations-
fordernder Effekt bis zu dieser geringen Konzentration feststellen. Geringere Konzentrationen als
0,15 ng/ml fiihrten zu keiner Proliferation.

Auf Grund dieses Vorversuchs entschieden wir uns fur eine Konzentration von 10.000 TF-1 Zellen/
Well und eine Testung der Blockadefahigkeit der Antikorper bei 10 ng/ml, 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25
ng/ml; 0,655 ng/ml und 0,3125 ng/ml IL-3 bzw. 5 ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,655 ng/ml und
0,3125 ng/ml GM-CSF .

Zudem wurde getestet, ob Rh IL-3 eine Wirkung auf humane Zellen entfaltet und wie stark diese
im Vergleich zu hIL-3 ist. Hierfir wurde die Proliferation der TF-1 Zellen durch Zugabe von Rh IL-3
und hIL-3 untersucht (siehe 2.2.20.1). Sowohl rh IL-3 (5 ng/ml) als auch hIL-3 (5 ng/ml) verbesser-
ten das Zelliberleben im Vergleich zu Medium. TF-1 Zellen, welche in hIL-3 kultiviert wurden,
proliferierten starker als jene, die in rh IL-3 kultiviert wurden (ca. 2:1) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vergleich der TF-1 Proliferation mit hIL-3 bzw Rhesus-IL-3. 10.000 TF-1 Zellen wurden fur 2,3,4 und
5 Tage mit 5 ng/ml hIL-3 bzw. 5 ng/ml RhIL-3 inkubiert. Mittels MTT-Assay wurde die Anzahl an lebenden Zellen semi-
quantitativ bestimmt.
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3.2.6.2 Blockierung des IL-3-abh&ngigen Wachstums von TF1- Zellen

Um zu testen, ob die IL-3 abhéngige Proliferation der TF-1 Zellen durch Zugabe der Antikorper
verhindert werden kann, wurde hiIL-3 eine Stunde mit verschiedenen Konzentrationen der Antikor-
per prainkubiert. Um sicherzustellen, dass es sich bei den gemessenen Effekten um eine spezifi-
sche Wirkung der anti-IL-3-Antikdrper handelt und nicht durch einen antigenunabhangigen Effekt
der Antikdrperzugabe handelt, wurde als Kontrolle ein nicht gegen IL-3 gerichteter IgG-Antikdrper
in der hochsten Antikorperkonzentration (Isotypkontrolle) verwendet. Anschliel3end wurden 10.000
TF-1 Zellen pro Well hinzugegeben (siehe 2.2.20.2).

Die Antikorper AK 3, AK 10, AK 36, AK 38, AK 41, AK 45, AK 47 flhrten zu keiner Verringerung in
der TF-1 Proliferation im Vergleich zum Isotyp und der Kontrolle ohne Antikérper. AK 11 blockiert
die Proliferation mit einer mittleren Hemmkonzentration (ICso) von 10 ng/ml am effektivsten. Auch
AK R&D (IC50,=33 ng/ml) und AK 13 (IC5,=200 ng/ml) fuihrten zu einer deutlichen Proliferationsver-
minderung. Die ICs, von AK 44 liegt bei 6 pg/ml. Bei AK 8, AK 42 und AK 43 verminderte sich die
Proliferation ebenfalls leicht. Die mittlere Hemmkonzentration konnte jedoch nicht bestimmt wer-
den, da die maximale Hemmung nicht erreicht wurde. Die 1Cs, des Klons 8 liegt Giber 3 pg/ml, die
des Klons 42 tber 9 pg/ml und die des Klons 43 tber 27ug/ml (Abbildung 24).

Zudem wurde die Fahigkeit der Antikbrper zur Blockade von GMCSF getestet (siehe 2.2.20.2).
Keiner der getesteten Antikorper (AK 3, AK 8, AK 10, AK 11, AK 13 oder AK R&D) fuhrte zu einer
Blockade der GM-CSF-Wirkung. Somit blockieren die Antikdrper spezifisch die Wirkung von IL-3
an den TF-1-Zellen.
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Abbildung 24: Blockierung des IL-3- abhangigen Wachstums von TF1- Zellen. Es sind lediglich AK11, AK13 und AK R&D
dargestellt. In der Abbildung ist die TF-1 Proliferation in Abhangigkeit von der Konzentration der zu untersuchenden Antikdrper
dargestellt. Die ICso der Antikorper ist ebenfalls angegeben. 10.000 TF-1 Zellen pro Well wurden mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an hIL-3 sowie verschiedenen Konzentrationen der Anti-IL-3 Antikdrper kultiviert. Nach 5 Tagen wurde ihre Proliferation
mittels MTT-Assay bestimmt
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3.2.6.3 Blockade der Wirkung von GM-CSF durch Zugabe von IL-3 und IL-
3-Antikorpern

Wie in 2.2.20.2 beschrieben, wurde untersucht, inwiefern die Zugabe von IL-3 und anti-IL-3-
Antikorpern die von GM-CSF vermittelte Proliferation verandert. Die zusatzliche Gabe von 2,5
ng/ml IL-3 fuhrte nicht zu einer vermehrten Proliferation im Vergleich zur alleinigen Gabe von 2,5
ng/ml GM-CSF. Auch die Blockade des IL-3 durch AK 8, AK 11, AK 13 oder AK R&D ergab keine
Verédnderung der TF-1-Proliferation. Die Blockade von IL-3 ohne GM-CSF fihrte zu einer konzent-
rationsabhéngigen Abnahme der Proliferation bei den blockierenden Antikdrpern AK 11, AK 13, AK
R&D. Dies stimmt mit den Ergebnissen aus 3.2.6.2 Uberein (Abbildung 25). Somit interferieren
weder die anti-IL-3-Antikdrper noch die Komplexe aus IL-3 und Antikérper mit der Wirkung von
GM-CSF auf die TF-1-Zellen.
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Abbildung 25: Blockade der Wirkung von GM-CSF durch Zugabe von IL-3 und IL-3-Antikdrpern. Verschiedene
Antikdrperkonzentrationen von AK 8, AK 11, AK 13, AK R&D wurden ohne Zytokine, mit 2,5 ng/ml GM-CSF; 2,5 ng/ml
IL-3; 2,5 ng/ml IL-3 und 2,5 ng/ml GM-CSF inkubiert. An Tag 5 wurde die Proliferation der Zellen bestimmt.
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3.2.7 BESTIMMUNG DER IL-3 KONZENTRATION IM HUMANEN IL-3 VON PEPROTECH
INC.

Da es vorkommt, dass die vom Hersteller angegebenen Konzentrationen nicht mit der tatséachlich
in der Probe vorhandenen Konzentration Ubereinstimmt, wurde mittels ELISA die Konzentration im
hiL-3 von PeproTech Inc. tUberprift. Es stellte sich heraus, dass pro angegebenem 1ug 2,5 ug
enthalten waren. In den folgenden Experimenten wurde von der angegebenen Konzentration an

hIL-3 ausgegangen, die tatsachliche Konzentration lag somit 2,5-fach hoher.

3.2.8 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN PBMCs

Nachdem die Antikdrper AK 13, AK 11 und AK R&D die Wirkung von IL-3 an der leukdmischen
Zelllinie TF-1 blockieren, sollte untersucht werden, ob sie auch in der Lage sind die Bindung von
IL-3 an normale Leukozyten des Bluts zu verhindern. Dies wurde mit Hilfe des IL-3-Blocking-
Assays von R&D untersucht. Zu diesem Zweck wurde biotinyliertes IL-3 mit verschiedenen Kon-
zentrationen anti-IL-3-Antikorper inkubiert, anschlieend wurden die mononukledren Zellen
(PBMCs) hinzugegeben. Das an die Zellen gebundene IL-3 wurde mit FITC angefarbt. Somit war
der Mean der FITC-Intensitéat proportional zur Anzahl an die Zellen gebundener IL-3-Molekiile. Zur
Unterscheidung der Zellpopulationen im FACS wurden zudem CD123, die a-Kette des IL-3-
Rezeptors (PE- Cy5.5) und HLA-DRII (APC) angefarbt (Abbildung 26).

Die Antikdrper AK 13, AK 11 und AK R&D blockierten die Bindung von IL-3 deutlich bei allen un-
tersuchten Zellarten. AK 8 hatte einen deutlich geringen blockierenden Effekt. Der im ,IL-3-

Blocking Assay“ enthaltene polyklonale Anti-IL-3-Antikdrper (Blocking Antibody) fuhrte zu einer
starkeren IL-3-Blockade als alle getesteten monoklonalen Antikdrper. Da der gemessene FITC-
Mean mit ,Blocking Antibody“ dem der Negativkontrollen entspricht, kann davon ausgegangen
werden, dass durch diesen praktisch alle IL-3-Molekiile abgefangen werden (Abbildung 27, Abbil-

dung 28, Abbildung 29, Abbildung 30).
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Abbildung 26: Gatingschema fiir PBMCs. Zur Unterscheidung der Zellpopulationen wurden CD123 (PE- Cy5.5) und
HLA-DRII (APC) gefarbt. CD123 ist - wo angegeben - an der Y-Achse aufgetragen, HLA-DR an der X-Achse. a) im
Forward-Sideward-Scatter werden die Zellen nach Granularitat und Gro3e aufgetrennt. Hier liegen die Monozyten tber
und rechts des Lymphozytengates. b) Gates fir die einzelnen Zellpopulationen: Basophile (Basos) und plasmazytoide
Dendritische Zellen (pDC) sind CD123 positiv, Monozyten und Lymphozyten CD123 negativ. Monozyten, pDC und B-
Zellen exprimieren HLA-DR; Basophile, T- und NK-Zellen nicht. c) Negativkontrolle ohne biotinyliertes IL-3. d) Positivkon-
trolle mit biotinyliertem IL-3.
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3.2.8.1 Blockierung der IL-3-Bindung an Basophile

Der FITC-Mean-Wert in der Isotyp-Kontrolle flr Basophile lag bei 88,3. In der héchsten Antikdrper-
konzentration flihrte AK 13 zu einer Verminderung dieses Wertes auf 18,4, AK R&D auf 18,7, AK
11 auf 38,2 und AK 8 auf 72,0. Somit verringerten AK 13 und AK R&D die IL-3-Bindung an Baso-
phile auf ca. 21%, AK 11 auf ca. 43%, AK 8 auf ca. 82% des Ausgangswerts. In geringen Kon-
zentrationen (0,3pg/ml; 1pg/ml) zeigten alle Antikbrper zunéchst eine geringe Zunahme der IL-3-
Bindung. Zwischen 3ug/ml und 11 pg/ml lag bei AK 11, AK 13 und AK R&D der starkste Abfall in
der IL-3 Bindung (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Blockade der IL-3-Bindung an Basophile Granulozyten durch AK 8, AK 11, AK 13 und AK R&D.
Auf der Y-Achse ist der FITC-Mean als Mal? fur die IL-3-Bindung der Zellen dargestellt; auf der X-Achse die Negativkon-
trollen (ohne biotin IL-3) auf der linken Seite sowie die Positivkontrollen (mit biotin IL-3) auf der rechten Seite der jeweili-
gen Grafik. Die Antikérper wurden fur die Positivkontrollen in einer 1:3-Verdinnungsreihe in Konzentrationen zwischen
100ug/ml bis 0,3 pg/ml eingesetzt. Bei dem blocking Ab handelt es sich um einen polyklonalen im ,IL-3 Blocking Assay”
enthaltenen anti-IL-3 Antikorper.
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3.2.8.2 Blockade der IL-3-Bindung an Plasmazytoide Dendritische Zellen
(pD2)

In der Isotyp-Kontrolle lag der FITC-Mean bei 118,0. Die hochsten Antikdrperkonzentrationen fuhr-
ten zu einer Verminderung dieses Wertes auf 18,7 durch AK 13, auf 23,5 durch AK R&D; 30,7
durch AK 11 und 70,1 durch AK 8. Dies entspricht einer Abnahme der IL-3-Bindung an die pDz
durch Zugabe von AK 13 auf ca. 16% im Vergleich zur Isotypkontrolle, ca. 20% durch AK R&D,
ca. 26% durch AK 11 und ca. 59% durch AK 8. AK 11, AK 13 und AK R&D flhrten zu einer weit-
gehend linearen Abnahme der IL-3-Bindung bei erhohter Antikdrperkonzentration. Die Blockade
durch Antikdrper 8 erreichte bei 11ug/ml ein Plateau. Auf Grund der geringen Anzahl an pDZs in
PBMCs zeigte sich eine hohe Standardabweichung, wodurch die gemessenen Werte in den Anti-
korperkonzentrationen unter 3 pg/ml eine geringe Signifikanz besitzen (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Blockade der IL-3-Bindung an pDZs durch die Antikérper 8, 11, 13, R&D. Auf der Y-Achse ist der
FITC-Mean als MaR fir die IL-3-Bindung der Zellen dargestellt; auf der X-Achse die Negativkontrollen (chne biotin IL-3)
auf der linken Seite sowie die Positivkontrollen (mit biotin IL-3) auf der rechten Seite der jeweiligen Grafik. Die Antikor-
per wurden fur die Positivkontrollen in einer 1:3-Verdiinnungsreihe in Konzentrationen zwischen 100ug/ml bis 0,3 pg/ml
eingesetzt. Bei dem blocking Ab handelt es sich um einen polyklonalen im ,IL-3 Blocking Assay“ enthaltenen anti-IL-3

Antikorper.
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3.2.8.3 Blockade der IL-3-Bindung an B-Lymphozyten (B-Zellen)

In der Isotypenkontrolle betrug der FITC-Mean 48,9. Durch Zugabe der Antikdrper in ihrer hochs-

ten Konzentration (100pg/ml) konnte dieser durch AK 13 auf 7,0 gesenkt werden (dies entspricht
einer Hemmung der IL-3-Bindung auf ca. 14% der Isotypkontrolle), bei AK R&D auf 7,6 (ca. 15%),
bei AK 11 auf 20,3 (ca. 42%) und durch AK 8 auf 24,4 (ca. 50%). In geringen Konzentrationen (0,3
pg/ml und 1pg/ml) fihren AK 8 und AK 11 zu einer vermehrten Bindung des IL-3 an B-

Lymphozyten. In hoheren Konzentrationen fihrt AK 11 zu einer linearen Abnahme der IL-3-

Bindung. Klon 8 zeigte ein Plateau bei 3 ug/ml. Die Zugabe des Antikdrpers R&D fihrt zu einer
linearen Abnahme der IL-3-Bindung. Bei Klon 13 ist der stérkste Abfall der IL-3-Bindung zwischen

3 und 11 pg/ml zu verzeichnen (Abbildung 29).
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3.2.8.4 Blockade der IL-3-Bindung an Monozyten

Durch Zugabe der Antikdrper kommt es zu einer Verminderung der IL-3-Bindung an Monozyten
und damit des FITC-Means von 135,9 (Isotypenkontrolle). 100 pg/ml AK 13 fiihren zu einem FITC-
Mean von 26,2. Der Mean bei Zugabe der gleichen Menge Antikorper R&D liegt mit 26,8 nur knapp
darunter (beides ca. 19% der Isotypkontrolle); fir AK 11 lag er bei 49,2 (ca.36%). 100 pg/ml AK 8
hatten kaum blockierende Wirkung; der Mean lag bei 93,8 (ca. 69%) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Blockade der IL-3 Bindung an Monozyten durch die Antikdrper 8, 11, 13, R&D. Beschriftung der

Grafiken siehe Abb. 27.
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3.2.9 STIMULATION HUMANER BASOPHILER DURCH IL-3 UND ANDERE SUBSTANZEN

Um zu testen, ob die Funktionen humaner Basophiler durch die Antikdrper unterbunden werden,
sollte zunéachst untersucht werden, welche Effekte durch ihre Stimulation ausgeldst werden. Die
Aktivierung der Basophilen wurde im FACS durch den Median des Aktivitatsmarker CD203c be-

stimmt.

Da von murinen Basophilen die Freisetzung von IL-4, IL-6 und IL-13 und von humanen Basophilen
die Freisetzung von IL-4 und IL-13 bekannt ist, sollten diese 3 Zytokine im Uberstand stimulierter
Basophilenkulturen detektiert werden. Hierfir wurden aus humanem Vollblut isolierte Basophile
Granulozyten in Rundbodenplatten mit verschiedenen Stimuli kultiviert.

Es wurde durch folgende Bedingungen stimuliert:

10 ng/ml humanes IL-3, 1 pg/ml humanes anti- IgE, 10 ng/ml humanes C5a, 10 ng/ml humanes IL-
3+ 1 pg/ml humanes anti- IgE, 10 ng/ml humanes IL-3+ Zugabe von 10 ng/ml humanem C5a nach
15 Minuten, ohne Zusétze.

Die Inkubation erfolgte fur 5 bzw. 24 Stunden.
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3.2.9.1 5-stundige Inkubation

Nach 5-stiindiger Stimulation ergaben sich folgende Werte:

In den Proben ohne Zuséatze war der Mittelwert des CD203c Means 895,5. Bei IL-3-Stimulation
erhdhte sich der CD203c Mean auf 3525,5, durch anti- IgE- Zugabe auf 3001,5; durch Stimulation
sowohl mit IL-3 als auch anti-IgE auf 5990. Die Stimulation mit humanem Cb5a flihrte zu einem

CD203c Mean-Wert von 7175,5, die Kombination von C5a und IL-3 zu 7594.

Die IL-4-Konzentration in dem Uberstand ohne Stimulation betrug Opg/ml; durch alleinige Zugabe
von IL-3 erhohte sich diese geringfigig auf 0,53 pg/ml, durch anti-IgE alleine auf 22,64. IL-3 und
anti-lgE in Kombination flihrten zu einer IL-4 Konzentration von 63,73 pg/ml. C5a alleine fuhrte zu

einer Konzentration von 44,03 pg/ml, mit IL-3 hingegen nur von 5,09 pg/ml.

Der Mittelwert der IL-13-Konzentration im unstimulierten Uberstand entsprach 0,15 pg/ml. Durch
Stimulation mit IL-3 erhielt man eine IL-13 Konzentration von 6,12 pg/ml, mit anti-IgE 36 pg/ml. Die
Stimulation mit anti-IgE und IL-3 fihrte zu einer Konzentration von 37,75 pg/ml. Durch C5a Zugabe

ergab sich eine IL-4 Konzentration von 14,55 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 26,74 pg/ml.

Die hiL-6 Konzentration lag unter allen Bedingungen bei Opg/ml.
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Abbildung 31: Analyse der von Basophilen ausgeschutteten Zytokine unter verschiedenen Stimulationsbedin-
gungen. Die Stimulationszeit betrug 5 Stunden.
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3.2.9.2 24-stindige Inkubation

Nach 24-stindiger Inkubation war der Mittelwert des CD203c Mean in Medium 992,5; unter IL-3
Zugabe lag er bei 5304, unter anti-IgE-Zugabe bei 1727, bei Stimulation mit anti-IgE und IL-3 bei
3809,5. Die Stimulation mit humanem C5a erbrachte einen Mean Mittelwert von 879,5, zusammen
mit IL-3 von 4693.

Die IL-4 Konzentration im unstimulierten Uberstand entsprach 0 pg/ml. Die Zugabe von IL-3 fiihrte
zu Werten von 2,54 pg/ml, die von anti-IgE zu 95,05 pg/ml. Die Stimulation mit anti-IgE und IL-3
fuhrte zu einer Konzentration von 142 pg/ml. Durch C5a Stimulation ergab sich eine IL-4 Konzent-

ration von 1,21 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 7,09 pg/ml.

Als Mittelwert der IL-13-Konzentration ergab sich 0 pg/ml in dem Uberstand ohne Zuséatze. Bei IL-
3-Stimulation betrug dieser 54,45 pg/ml; bei alleiniger anti-lgE-Aktivierung 41,56 pg/ml. IL-3 und
anti-lgg in Kombination fuihrten zu einer IL-13-Konzentration von 66,68 pg/ml. Die Zugabe von
humanem Cb5a alleine ergab eine Konzentration von 1,46 pg/ml, mit IL-3 von 58,87 pg/ml. Die IL-6-
Konzentration in den Uberstanden wich weder bei 5-stiindiger noch bei 24-stiindiger Inkubation

unter keiner Bedingung von 0 pg/ml ab.

Medium

=
Medium |-|

IL-3 (10 ng/mi)

anti-IgE (1 pgiml) |-|

IL-3 {10 ngrml) + anti-1gE (1 paimh
ChHa (10nM)

csa (10nm) ||
Medium
IL-3 (10 ng/mi) ||

IL-3 (10 ng/mi)

CHa (10nM) f
[
anti-IgE (1 pgiml)

IL-3 {10 ng/ml) + anti-1gE (1 pa/mh

CD203c hiL-13 hiL-4
6000 a0 160
_ | 140 4 _
E 5000 L =
E _ 60 1 T 120
4000 = -
= = £ o E 100
o o
§ 3000 A ™ 40 _f;- 80
m} 2 5 | .
8 oo = 30 2 &
20 - 40
10001 10 - 20
0 : :
E
(=]
o
w
=
=
m

IL-3 (10 ng/ml) + CHa (10nM)

IL-3 (10 ngfml) + CHa (10nM)
IL-3 (10 ng'ml) + anti-1gE {1 pa/mi

IL-3 (10 ngfmil) + CHa (10nM) :|

Abbildung 32: Analyse der von Basophilen ausgeschiitteten Zytokine unter verschiedenen Stimulationsbedin-
gungen. Die Stimulationszeit betrug 24 Stunden.
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3.2.10 STIMULATION HUMANER PBMCS DURCH IL-3 UND ANDERE SUBSTANZEN

Die untersuchten Bedingungen entsprachen denen des Basophilenstimulationsversuchs (siehe
3.2.9).

Die Mittelwerte der IL-6-Konzentration in den Uberstanden betrugen ohne Stimulation 11,21 pg/ml,
nach Zugabe von IL-3 43,73 pg/ml, nach Anti-IgE Stimulation 38,34 pg/ml. In Kombination fiihrten
anti-lgE und IL-3 zu einer IL-6-Konzentration von 140,15 pg/ml. Die Stimulation mit C5a ergab eine

IL-6-Konzentration von 95,29 pg/ml, in Kombination mit IL-3 von 170,4 pg/ml.

Ohne Aktivierung lag der Mittelwert der IL-13-Konzentration bei 2,47 pg/ml, nach Stimulation mit
IL-3 bei 5,04 pg/ml, mit anti-IgE bei 7,59 pg/ml. IL-3 und anti-IgE in Kombination fuhrten zu einem
Mittelwert von 8,05 pg/ml, IL-3 kombiniert mit C5a zu 4,45 pg/ml im Uberstand. Unter alleiniger
Cb5a Stimulation betrug die IL-13-Konzentration 1,48 pg/ml.

Die Mittelwerte der IL-4-Konzentration in den Uberstanden betrugen ohne Zusétze im Medium 0,04
pg/ml, nach Stimulation mit IL-3 1,07 pg/ml, mit Anti-IgE 9,72 pg/ml. Durch Stimulation mit anti-IgE
und IL-3 ergab sich eine IL-4 Konzentration von 24,24 pg/ml. C5a flhrte zu einer IL-6 Konzentrati-
on von 0 pg/ml, zusammen mit IL-3 von 8,32 pg/ml.
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Abbildung 33:Stimulation humaner PBMCs iber 24h mit verschiedenen Substanzen. Mit den Ubersténden der
Zellkultur wurde ein IL-4, IL-6 und IL-13 ELISA durchgefuhrt.
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3.2.11 BLOCKADE DER STIMULATION DURCH ANTI-IL-3 ANTIKORPER

In diesem Versuch sollte evaluiert werden, ob die biologische Wirkung von IL-3 auf Basophile
durch die hergestellten Antikérper unterbunden werden kann. Hierfir wurde IL-3 zunachst mit 25
pg/ml der Antikdrpern AK 11, AK 13, AK R&D und einem Isotyp inkubiert, anschlieRend wurden
200.000 Basophile hinzugegeben. Als Kontrolle wurden 200.000 Basophile pro Well nur mit IL-3
bzw. ohne Zuséatze kultiviert. Die Endkonzentration des IL-3 betrug 10ng/ml, die der Antikdrper 25

pg/ml; die Kultivierung erfolgte Uber 24 h (siehe 2.2.20.4).

Die Mittelwerte der CD203c-Mean betrugen fir unstimulierte Zellen 2093,5, unter IL-3-Zugabe
11630,5. Bei zuséatzlicher Gabe eines IgG-Isotyps blieb der Mean Wert mit 11640,5 auf einem ahn-
lichen Niveau. Durch Zugabe von AK 11 konnte der CD203c-Mean auf 1877 abgesenkt werden.
Die Zugabe des Antikdrpers R&D erreichte eine Verminderung des CD203c-Means auf 2108,5.
Durch AK 13 konnte der CD203c-Mean auf 6102,5 abgesenkt werden. Fir AK 11 und R&D bedeu-
tet dies eine vollkommene Blockade der IL-3-aktivierten CD203c-Expression. AK 13 verminderte
den CD203c-Mean um ungefahr die Halfte gegentber dem lIsotyp. Dies entspricht ungefahr dem

Dreifachen gegeniber den unstimulierten Zellen (Abbildung 34).

Die Mittelwerte der IL-13-Konzentrationen betrugen im Medium ohne Zusatze 0,17 pg/ml, 42,07
pg/ml nach IL-3-Stimulation und 50,4 pg/ml bei zusatzlicher IgG Isotyp-Gabe. Somit liegt die 1L-13-
Ausschittung bei Zugabe eines Isotyps um 19,8% hoher als mit IL-3 alleine. Durch Vorinkubation
mit AK 11 verringert sich die IL-13-Ausschittung auf 1,22 pg/ml, mit AK 13 auf 9,81 pg/ml und mit
AK R&D auf 0,47 pg/ml. Dies entspricht einer Verminderung auf 1,1% des Wertes ohne Antikorper
durch Zugabe von 25 pg/ml AK R&D, auf 2,9% durch 25ug/ml AK11 und 23,3% durch AK 13
(Abbildung 34).

Die Mittelwerte der IL-4-Konzentrationen im Uberstand ohne Stimulation betrugen 0,04 pg/ml, mit
10 ng/ml IL-3 2,54 pg/ml, mit 10 ng/ml IL-3 und 25 pg/ml IgG-lsotyp 2,42 pg/ml. Die IL-4-
Konzentration wurde durch AK 11 auf 0,21 pg/ml vermindert. AK R&D verursachte eine Verringe-
rung der IL-4-Konzentration auf 0,46 pg/ml. Unter Zugabe von AK 13 betrug die IL-4 Konzentration
2,94 pg/ml (Abbildung 34).

Keine der aufgefihrten Bedingungen hatte die Ausschittung von IL-6 zur Folge.
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Abbildung 34: Blockade der IL-3 induzierten Basophilenstimulation durch anti-IL-3 Antikérper. 25 pg/ml der Anti-
korper wurden mit 10 ng/ml IL-3 vorinkubiert. AnschlieBend wurden 200.000 Basophile/ Well hinzugegeben und fir 24
Stunden bei 37°C und 5% CO. im Brutschrank inkubiert.
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3.3 HERSTELLUNG EINES ELISAS GEGEN HUMANES IL-3

In Zeitkinetikversuchen stellte sich heraus, dass das kommerziell erhaltliche humane IL-3 ELISA-
Kit der Firma R&D in Serum und Plasma keine verlasslichen Werte liefert. Aus diesem Grund sollte
versucht werden mit den vorhandenen Antikdrpern gegen humanes IL-3 einen sensitiven ELISA
herzustellen. Zu diesem Zweck wurden die vorausgewahlten Antikoérper 11,13 und 8 mit HRP-
gelabelt. Diese Antikdrper wurden in verschiedenen Kombinationen als Detektion- und Capture-
Antikorper verwendet. Detektiert werden sollte eine IL-3-Verdinnungsreihe bekannter Konzentrati-
on in Serum, Plasma und PBS. AK 8 eignete sich nicht als Capture-Antikdrper; als Detektion-
Antikorper lieferte er in Kombination mit Antikdrper 11 oder 13 nur mafiige Ergebnisse. Die Kombi-
nation der Antikdrper 11 als Detektion-Antikorper und 13 als Capture-Antikorper erwies sich als die
sensitivste (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Sensitivitaten der verschiedenen Antikdrperkombinationen als IL-3-ELISA.
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Der Sandwich-ELISA aus AK 13 und AK 11 ist hoch sensitiv. IL-3 lie3 sich bis zu einer
Konzentration von 3 pg/ml verlasslich quantifizieren. Bis zu 1000 pg/ml IL-3 war kein Plateau der
Bindungskurve zu erkennen. Somit besitzt der selbst generierte ELISA einen Sensitivitatsbereich
von 3 pg/ml bis mindestens 1000 pg/ml. Im Gegensatz dazu lieferte der ELISA von R&D nur im
Bereich zwischen 50 pg/ml und 1000pg/ml verlassliche Werte in PBS.

Die Detektion von IL-3 in Plasma und Serum gelingt mit dem R&D Kit nur sehr unzureichend: bei
identischer IL-3-Konzentration variieren die ODs zwischen Plasma, Serum und PBS deutlich. Ab
einer Konzentration von 50pg/ml flacht in Serum und Plasma die Konzentrations/OD-Kurve ab,
sodass bei niedrigeren Konzentrationen als 50pg/ml falschlich zu hohe Werte gemessen werden.
Im Gegensatz dazu variieren die mit Hilfe des ELISA aus AK 13 und AK 11 gemessenen IL-3 zwi-
schen Plasma, Serum und PBS kaum. Erst ab einer Konzentation von 6 pg/ml beginnen sich Wer-
te in Serum, Plasma und PBS zu unterscheiden. Somit lasst sich IL-3 in Serum und Plasma mit
dem selbst hergestellten ELISA bis zu einer ca. 8-fach geringeren Konzentration verlasslich nach-
weisen als mit dem kommerziell erhéltlichen ELISA-Kit von R&D (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Vergleich des selbst hergestellten IL-3-ELISAs mit dem ELISA der Firma R&D in Serum, Plasma
und PBS.
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4 DISKUSSION
4.1.1 HERSTELLUNG MONOKLONALER ANTIKORPER

4.1.1.1 Vergleich mit der historischen Hybridomatechnik nach Kd&h-
ler/Milstein

Die verbreitetste Methode zur Herstellung monoklonaler Antikdrper ist noch immer die 1984 mit
dem Nobelpreis ausgezeichnete Hybridoma-Methode. Seit der ersten Publikation dieser Technik
stellten sich einige Veréanderungen als hilfreich heraus, welche auch in dieser Arbeit Verwendung

fanden.

Im Gegensatz zu P3-X67Ag8, der von Kdhler und Milstein zunéchst verwendeten Myelomzelllinie,
besitzt die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie keine Fahigkeit zur Antikbrperproduktion, jedoch
ebenfalls eine Defizienz des Enzyms Hypoxanthinphosphoribosyltransferase (HGPRT). Aus die-
sem Grund konnte wie auch in der urspringlichen Publikation HAT-Medium als Selektionsmedium
verwendet werden (64).

Kdhler et al. verwendeten einen Sendai-Virus zur Fusionierung der Zellen. Als Nachteil des Virus
stellte sich heraus, dass dieser im Gegensatz zu Polyethylenglykol (PEG) vermehrt zur Entstehung
IgM-produzierender Hybridoma fihrt (73). Da das Ziel dieser Arbeit, war einen blockierenden IgG-
Antikérper herzustellen, erschien eine Verwendung von PEG sinnvoller. Zudem wurde die Arbeit

mit dem Sendai- Virus auf Grund der Infektionsgefahr starker reglementiert.

Im Gegensatz zur klassischen Methode nach Kéhler wurden die Zellen vor der Fusion bei Raum-
temperatur gehalten, was eine verbesserte Ausbeute der Fusion gegentber einem Handling bei
4°C oder auf Eis zur Folge hatte (73).

Die Uberfuihrung der fusionierten Zellen in HAT-Selektionsmedium in dieser Arbeit unterschied sich
ebenfalls von der Kohler und Milsteins. Diese setzten die Kultur der fusionierten Zellen zunachst
nicht in HAT-Medium an, sondern tauschten das verwendete DMM (+20 % Horse serum) erst ei-
nen Tag nach der Fusion aus (64). Da die Myelomzellen in DMM-Medium proliferieren, bedeutet
dies einen Nachteil fiir die langsamer wachsenden Hybridoma (73). Daher wurde die Hybridoma-

kultur in dieser Arbeit sofort in HAT-Medium angesetzt.
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4.1.1.2 Vergleich mit weiteren Methoden zur monoklonalen Antikdrperher-
stellung

Wie schon erwahnt, ist die Hybridomatechnik die etablierteste Methode zur Herstellung monoklo-

naler Antikdrper, jedoch wurden in den letzten Jahren einige weitere entwickelt.

Die Antikorperherstellung durch Ebbstein-Bar-Virus (EBV)-induzierte Immortalisierung von huma-
nen B-Zellen (68) birgt den Vorteil, sofort humane Antikorper zu erhalten, welche nicht in einem
aufwendigen Verfahren humanisiert werden mussen. Jedoch ist dieses Verfahren nur fur kdrper-
fremde Antigene geeignet, da gegen koérpereigene Antigene wie das hlL-3-Molekl im Normalfall

keine Antikdrper gebildet werden.

Im Zuge der von Tiller et al. entwickelten Methode der Klonierung leichter und schwerer Ketten
kénnen alle variablen Regionen an konstante IgG-Regionen gekoppelt werden (70). So werden
auch die Antikdrperbindungsstellen von IgM-, IgA- und IgE-AntikGrpern verwertbar. Beide Metho-
den haben den Vorteil, dass keine Subklonierung von Zellen notwendig ist, da diese durchflusszy-
tometrisch vereinzelt werden. Andererseits ist dieses Verfahren aufwandiger und weniger etabliert.
Tiller et al verwendeten es zudem nicht zur Herstellung spezifischer Antikoérper, sondern zur Cha-
rakterisierung des Antikorperrepertoirs. Die Antikérperkonzentrationen pro Well lagen mit einer
Hochstkonzentration von 20 pug/ml deutlich unter der mit der Hybridomtechnik erzielten Konzentra-
tion (70).

4.1.2 ISOTYPEN

Alle aus Fusion 4 hervorgegangenen Antikérper gehorten der IgG1-Klasse an, welcher der im Se-
rum haufigste Isotyp ist. IgG-Antikdrper entstehen durch den sogenannten Isotype Switch, welcher
nach wiederholtem Antigenkontakt zustande kommt (8). Somit kann man davon ausgehen, dass
die Immunisierung mehrfach funktionierte. Sieben der acht charakterisierten Antikdrper gehéren
dem k-Typ an, einer exprimiert A-Leichtketten. Dies entspricht ungefahr der natirlichen H&aufig-
keitsverteilung k:A= 10:1 in der Maus (8).
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4.1.3 CHARAKTERISIERUNG DER ANTIKORPERBINDUNGSSTELLE

Um die Bindungsstellen der Antikorper, deren Funktionsfahigkeit mittels Westernblot getestet wor-
den war, naher zu charakterisieren, wurden hiL-3 Fragmente im ELISA verwendet. Es handelt sich
um 6 Uberlappende Fragmente des IL-3-Molekils (Abbildung 15). Die Bindungsstelle der gegen
Peptid 1 gerichteten Antikbrper wurde zudem durch drei Varianten dieses Peptids genauer identifi-
ziert. Peptid 1A und 1 B unterscheiden sich an zwei Stellen, an welchen die humane Sequenz
durch die des Rhesusaffen ersetzt wurde. Peptid 1Ma entspricht der Mamorset Sequenz
(Abbildung 16).

4.1.3.1 Antikdrper 8

Dieser Antikdrper ist gegen ein lineares Epitop im Peptid 6 gerichtet und kreuzreagiert nicht mit Rh
IL-3. Das Peptid 6 besteht zum Teil aus der alpha Helix D. Da es recht unwahrscheinlich ist, dass
sich ein lineares Epitop innerhalb einer alpha-Helix befindet, liegt das Epitop vermutlich auf3erhalb
der Helix, sowie auf Grund der fehlenden Kreuzreaktivitat mit Rh IL-3 an einer Stelle, an der sich
die Sequenzen von RhIL-3 und hiL-3 unterscheiden. Dies trifft auf die C-terminalen AS distal der
Helix D zu (Abbildung 37).

D

Peptid & EFRRKLIFYLKTLENAQRQQTTLSLAIF

RhiL-3 EFRRKLJEFYLKTLE[ECQgQ#

Abbildung 37: AS-Sequenz des Peptids 6, sowie der entsprechenden RhIL-3 Sequenz. Unterschiede sind schwarz
hinterlegt. Die Helix ist durch einen roten Balken uber der Sequenz gekennzeichnet. Das Ende des RhIL-3 Molekiils ist
durch eine Raute gekennzeichnet. (Modifiziert nach Dey,R 2009)

4.1.3.2 AntikOrper 11, 43, 44, 45, 46

Fur diese Antikorper konnte eine Bindung an IL-3 im Western Blot sowie an Peptid 1 als auch an
die Variante 1B, nicht jedoch an 1A oder 1Ma im ELISA verzeichnet werden. Aus diesen Versu-
chen mit den Peptiden kann geschlossen werden, dass die Antikdrper gegen die Sequenz SWVN
(Ser-Trp-Val-Asn) des IL-3 Molekiils gerichtet sind. Zudem bindet keiner der Antikdrper an Rhe-
susaffen IL-3. Die einzigen differierenden Aminosauren zwischen den Peptiden 1A und 1B sind die
Aminosauren Valin und Asparagin (VN), welche 1A wie beim Rhesus Affen durch Alanin-Lysin
(AK) ersetzt sind. Da auch keine Kreuzreaktion mit Mamorset-IL-3 stattfindet, missen die angren-
zenden AS einen Unterschied zwischen Mamorset-IL-3 und humanem IL-3 aufweisen. Beide Be-
dingungen werden nur durch die Sequenz SWVN erfillt (Abbildung 38). Somit ist festzustellen,
dass ein Grofteil der getesteten Antikorper gegen diese Sequenz gerichtet ist. Dies lasst vermu-

ten, dass sie in der 3-dimensionalen Struktur besonders exponiert ist.
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Peptid 1B:  APMTQTTSLKTE] CSNMIDEI
RhIL-3: APMTQTTSLKTSW.  CSNMIDEI
Peptid 1Ma: AAPTQTMPLKTII®VNCSNLREEIV

Abbildung 38: Bindungsepitop der Antikdrper 11, 43, 44, 45, 46. Unterschiede zwischen den Sequenzen von Peptid
1B und Rh-IL-3 sind grau hinterlegt, zwischen den angrenzenden Sequenzen der Peptide 1Ma und 1B schwarz.

4.1.3.3 Antikorper 13

Obwohl dieser im Western Blot eine Bindung an IL-3 aufweist, konnte keine Bindung an die Pepti-
de verzeichnet werden. Auch die Bindung dieses Antikorpers im Western Blot fiel sehr gering aus:
bei einer Proteinkonzentration von 0,5 pg/Bahn und einer Antikérperkonzentration von 5ug/ml
konnte eine Bindung erst nach 15 Minuten erkannt werden, wohingegen die Bindung des Antikor-
pers 8 bei gleichen Konzentrationen schon nach 3 Sekunden Belichtungszeit zu erkennen war.
Dies lasst sich zum Teil durch die geringere relative Affinitat dieses Antikdrpers von 2,5 pug/ml (vgl.
rel. Affinitat Antikbrper 8: 7ng/ml) erklaren. Zudem ist zu vermuten, dass das erkannte Epitop nur
zu einem geringen Teil linear ist, wodurch eine weitere Verminderung der Bindungsstarke zustan-
de kommt. Dieser Antikérper vermindert die Bindung von IL-3 an PBMCs deutlich (3.2.8), daher ist
das von ihm erkannte Epitop an einer fur die IL-3- Bindung verantwortlichen Stelle des Rezeptors
zu suchen. Im Vergleich zu den Antikdrpern 8 und 11 wird die IL-3 Bindung durch Antikorper 13
relativ stérker unterbunden als die IL-3 abhangige Proliferation (3.2.6.2, 3.2.8). Somit verhindert er
vermutlich die Bindung des IL-3 an die Untereinheit Ra, welche fir die IL-3-Bindung verantwortlich
ist, jedoch nicht an der Signallbertragung beteiligt ist. Hierfiir kommen Epitope innerhalb der Heli-
ces A, A" und D in Frage (35). Da aus den Antikérpern 13 und 11 ein sehr sensitiver Sandwich-
ELISA hergestellt werden kann (3.3), ist eine Antikdrper 13-Bindung an die Helix A, in deren N&he
sich das Epitop des Antikdrpers 11 befindet, unwahrscheinlich.

4.1.3.4 AK R&D

Der Antikdrper von R&D bindet ebenfalls mit geringer Affinitat an Peptid 1und 1B, nicht an Peptid
1A oder 1Ma, jedoch weist er ebenfalls eine Kreuzreaktivitdt mit Rh IL-3 auf. Durch diese Erkennt-
nisse ist es nicht mdéglich die genaue Bindungsstelle anzugeben, da die einzige Sequenz, die in
Peptid 1 und 1 B ubereinstimmt, jedoch nicht in Peptid 1A vorkommt (VN), auch nicht im Rh IL-3
vorhanden ist (Abbildung 39). Im ELISA bindet der Antikdrper im Gegensatz zu den anderen linear
bindenden Antikorpern deutlich starker an IL-3 als an Peptid 1 (OD).3: ODpepig1=2:1) und in noch
geringerem Mal3e an Peptid 1B (OD).3: oppepid 18= 3:1) (siehe 3.2.4.2).
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Dies lasst darauf schliel3en, dass ein Teil des erkannten Epitops nicht im linearen Bereich liegt;
zumal die Bindung an denaturiertes IL-3 im Western Blot geringer ausfallt, als man mit Hinblick auf
die relative Affinitdt vermuten wirde. Zudem bindet der Antikérper an RhIL-3 nur in seiner 3-
dimensionalen Form, nicht in der linearen (Abbildung 13, Abbildung 12).

Peptid 1- APMTQTTELKTSWIINICSNMIDEITHL
Peptid 1B:  APMTQTT: LKTSWICSNMIDEI
Rh IL-3: APMTQTT- LKTSW_  CSNMIDEI

Peptid 1A ©  APMTQTTELKTSW. CSNMIDEI

Abbildung 39: Epitopbestimmung Antikérper R&D. Unterschiede in den Sequenzen sind Schwarz bzw. grau hinter-
legt.

4.1.3.5 Antikorper 36

Bei diesem Antikdrper konnte sowohl eine Bindung an das Peptid 3 sowie in geringerem Mal3e an
Peptid 6 verzeichnet werden, wobei die Bindung an Peptid 3 ca. 3 mal so stark ist wie diejenige an
Peptid 6 (ODpeptias: ODpepiias =2,7:1). Diese Kreuzreaktivitat kommt wahrscheinlich durch tberlap-
pende bzw. ahnliche Sequenzen innerhalb der verschiedenen Peptide zustande.

Eine alternative Erklarung wére eine fehlende Monoklonalitat des Antikdrpers. Diese kann durch
die zweifache Subklonierung ausgeschlossen werden. Des Weiteren besteht die sehr geringe
Wahrscheinlichkeit einer strukturellen Nahe zwischen Peptid 6 und einer Sequenz im Peptid 3 in
der dreidimensionalen Struktur, wodurch an eine Ausdehnung des Epitops Uiber beide Bereiche zu
denken ware. Die Grél3e dieses theoretischen Epitops macht diese jedoch @ul3erst unwahrschein-
lich.

Im Western Blot zeichnet sich dieser Antikdrper durch einen starken Hintergrund aus, was fir eine

geringe Spezifitat des Antikorpers spricht (siehe Abbildung 14).

Die Aminosauresequenzen der Peptide 3 und 6 &hneln sich an 3 Stellen (Abbildung 40).

Peptid 3:  EDQDI M- NIBRPN - FNRAVKEEQ

Peptid 60  EFQEIKETFYLKT QAQQTTLEMAIF

Abbildung 40: Sequenzen der Peptide 3 und 6. Ahnliche Abschnitte sind mit denselben Farbténen hinterlegt.
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Peptid 3: EDQDILMENNLREPNLEAFNRAVKSLO

REh IL-3 Peptid 3: EDQTILVEKNLERSMNLEAFSKAVKSLA

Abbildung 41: Sequenzen des Peptid 3 und des Rhesus-IL-3 in Peptid 3. Unterschiede sind grau hinterlegt.

Da dieser Antikérper mit keiner der getesteten Spezies kreuzreagiert, ist die Sequenz LMEN (Leu-
Met-Glu-Asn) vermutlich die Bindungsstelle des Antikorpers. Diese ist die einzige der oben ange-
gebenen, in welcher sich Rhesus- und humanes IL-3 unterscheiden (Abbildung 41). Auch Ratten
IL-3 und murines IL-3 weisen an dieser Stelle eine andere Sequenz auf als humanes IL-3 (siehe
1.1.4). Zudem enthalt Peptid 5 die Sequenz EFRRK!, da es sich hierbei um die Uberlappungsse-

guenz handelt, sodass diese ausgeschlossen werden kann.

Obwohl die Aminosaure Methionin laut Dey et al. in der Sequenz LMEN an der Bindung an die
Alpha-Untereinheit des IL-3 Rezeptors mitbeteiligt ist, bewirkt dieser Antikérper im TF-1-Versuch
keinerlei Verminderung der Aktivitdt des IL-3.Vermutlich tragt diese Aminosaure nur zu geringen
Anteilen an der Rezeptorbindung bei, sodass trotz ihrer Blockade eine Bindung an die alpha-

Untereinheit stattfindet.

Der IL-3 -Rezeptor der TF-1-Zellen besteht zwar wie auch der auf hamatopoetischen Zellen aus 2
verschiedenen Anteilen (Ra, fc) mit einer molekularen Masse von 135kDa bzw. 70 kDa (74). Je-
doch ist es mdglich, dass TF-1 Zellen als Tumorlinie einen mutierten IL-3-Rezeptor besitzen, wel-

cher zur Interaktion nicht mehr auf das Methionin angewiesen ist.

4.1.3.6 Antikdrper 38, 41 und 47

Diese Antikorper zeigten weder im Western Blot eine Bindung an IL-3 noch im ELISA eine Bindung
an die Peptide. Daher kann davon ausgegangen werden, dass sie ein dreidimensionales Epitop

erkennen.

4.1.3.7 Antikdrper 42

Der Antikdrper 42 bindet an die Peptide 1A und 1B, wobei die Affinitat zu 1B ca. doppelt so hoch
ausfallt wie zu 1A (ODpepiigia : ODpepiaiz = 1:2). Eine Bindung an das Mamorset- IL-3 konnte nicht

verzeichnet werden, ebenso wenig an Rhesus-IL-3.

Da die einzigen Unterschiede zwischen Rhesus-IL-3 und humanem IL-3 denen an Peptid 1A und
1B entsprechen, ist die einzige Erklarung fir die fehlende Bindung an Rhesus-IL-3, dass die Se-

kundar- oder Tertiarstruktur eine Bindung verhindert (Abbildung 42).
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Peptid 1A:  APMTQTTELKTSWEECSNMIDEI
Peptid 1B:  APMTQTT-LKTSW CSNMIDEI

Rhesus IL-3: APMTQTT: LKTSWEEECSNMIDEI
Peptid 1Ma:  ABETQTRELKTIE® " CSNIGEE TN

Abbildung 42: Sequenzen der Peptide 1A,1B,1Ma, Rh IL-3 (Peptid 1). Abweichungen sind grau bzw. schwarz hinter-
legt.

Da das Peptid 1 Ma von dem Antikorper nicht erkannt wird und die Bindung an Peptid 1B starker
erfolgt als an 1A, kommen die Sequenzen (T)SWV(N) (Thr-Ser-Trp-Val-Asn) in Frage. lhre Uber-
einstimmung mit Peptid 1 Ma betragt je nach Grof3e des Epitops eine bzw. keine AS, wodurch es
nicht zu einer Bindung kommen kann. Auf3erdem kann durch den Austausch der Aminosauren VN
zu AK in Peptid 1A die geringere Erkennung dieses Peptids im Vergleich zu Peptid 1B erklart wer-
den (Abbildung 42).

4.1.4 KREUZREAKTIVITAT DER ANTIKORPER

4.1.4.1 Kreuzreaktivitat mit Ratten- (rIL-3), murinem (mIL-3), Rhesusaffen- (RhIL-
3) und Mamorset-IL-3

Keiner der Antikdrper kreuzreagiert mit murinem oder Ratten-IL-3 (3.2.3.2). Dies ist durch die nur
sehr geringe Ubereinstimmung der IL-3-AS-Sequenzen von humanem und riL-3 bzw. mIL-3 be-
dingt (27,7% bzw. 38,4% Ubereinstimmung) (37). Zudem hat mIL-3 keinerlei Effekt auf humane
Zellen (75). Rh IL-3 und hIL-3 hingegen stimmen auf Proteinebene zu 82,5% uberein. Trotzdem
zeigt nur Antikdrper R&D eine Kreuzreaktivitat mit Rh IL-3. Dies liegt zum einen daran, dass ein
Grofteil der Antikorper gegen die gleiche Sequenz gerichtet ist, zum anderen scheint die Terti-
arstruktur des Rh IL-3s einige AS, welche ebenfalls im humanen IL-3 existieren, unzuganglich zu
machen. Antikérper 42 bindet zwar an AS im Peptid 1, welche ebenfalls in der Sequenz des Rh IL-
3s vorhanden sind, bindet jedoch nicht an das gefaltete Rh IL-3. Einige der AS, die an der Rezep-
torbindung beteiligt sind, ebenso wie das von AK 11, AK 43, AK 44, AK 45 und AK 46 erkannte
Epitop, sind im Rh IL-3 ausgetauscht. Dies erklart die Tatsache, dass Rh IL-3 an humanen Zellen
nur partiell aktiv ist (3.2.6.1), ebenso hlL-3 an Zellen des Rhesusaffen (76). Somit findet zwar eine
Bindung von Rh IL-3 an den humanen IL-3 Rezeptor statt, jedoch vermutlich mit geringerer Affini-
tat, woraus eine partielle Signaltransduktion resultiert. Die AS-Sequenz des Mamorsetaffen stimmt
zu 69,9% mit der humanen Uberein (37). Die Kreuzreaktivitdt mit dieser Spezies wurde nur fur Se-
guenz 1 bestimmt, wobei keine Kreuzreaktivitat festzustellen war (3.2.4.2). Dies liegt ebenfalls da-
ran, dass die meisten Antikorper gegen eine im Mamorset-IL-3 nicht vorkommende Sequenz ge-

richtet sind.
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4.1.4.2 Kreuzreaktivitat mit GM-CSF und IL-5

IL-5 und GM-CSF bestehen wie IL-3 aus vier antiparallelen alpha-Helices, binden an die gemein-
same B-Untereinheit des IL-3-Rezeptors und vermitteln &hnliche Effekte (33) (35). Von den getes-
teten Antikdrpern besitzt lediglich Antikdrper 10 eine sehr geringe Kreuzreaktivitat mit GM-CSF,
Antikorper 8 und 38 eine geringe zu IL-5 (3.2.3.1). Aufgrund der Bindung an dieselbe Rezeptorun-
tereinheit ist anzunehmen, dass eine gewisse Ahnlichkeit in den Sequenzen der Zytokine besteht.
Da die Bindung an die B-Untereinheit jedoch nur nach vorangegangener Bindung der o-
Untereinheit stattfinden kann, scheint die Affinitat der einzelnen Zytokine zur Bc niedrig zu sein.
Dies spricht dafiir, dass die Sequenzhomologie der Zytokine untereinander eher gering ist. Dies
kann damit in Einklang gebracht werden, dass nur wenige Antikorper eine Kreuzreaktivitat mit IL-5
oder GM-SCF ausbilden und diese nur eine sehr geringe Affinitat besitzt. Da die B-Untereinheit
diejenige ist, welche die Signaltransduktion vermittelt, scheinen die unterschiedlichen Effekte der
Zytokine vorwiegend mit der Expression der jeweiligen a-Untereinheiten auf verschiedenen Zellty-

pen zusammen zu hangen.

4.1.5 BLOCKIERUNG DER TF-1-ZELLPROLIFERATION

TF-1 Zellen sind eine leukamische Zelllinie, welche zur Proliferation Zytokine wie IL-3 und GM-
CSF bendtigt (72).

Das IL-3-abhéngige Wachstum der TF-1-Zellen wurde durch die Antikdrper 11 und R&D effektiv
blockiert. Die Antikorper 8, 13, 42, 43 und 44 blockieren in deutlich geringerem Ausmal3; Antikor-
per 43 zeigt lediglich eine Tendenz zur Blockade. Die Antikorper 11, 43, 44 und 45 sind alle gegen
das gleiche Epitop SWVN (Ser-Trp-Val-Asn) gerichtet. Innerhalb dieses Epitops bzw. bis vier AS
entfernt liegen Interaktionsstellen sowohl mit der o— als auch der pB-Untereinheit des IL-3-
Rezeptors (35). Obwohl Antikérper 45 an das gleiche Epitop bindet, fuhrt er zu keiner Blockade der
TF-1-Proliferation. Die Unterschiede in der Blockadefahigkeit dieser Antikdrper hangen vermutlich
mit ihrer Affinitat gegentber dem IL-3 Molekil zusammen. Der Antikorper 11 hat eine deutlich ho-
here Affinitat als Antikbrper 44 und 43. Der nicht blockierende Antikdrper 45 hat die geringste Affi-
nitat (3.2.5). Der Antikorper R&D ist gegen ein zum Teil dreidimensionales Epitop gerichtet, das in
direkter Nahe der Aminosauren SWVN und damit der Bindungsstellen des IL-3-Rezeptors liegt.
Zudem besitzt er eine hohe Affinitat. Somit bewirkt auch dieser eine starke Blockade der TF-1-
Proliferation. Der Antikorper 42 bindet ebenfalls an Peptid 1, jedoch an ein anderes Epitop als An-
tikorper 11 und 44. Daher ist trotz der hdheren relativen Affinitat im Vergleich zu Antikérpern 44 die
blockierende Wirkung geringer. Das Epitop, an welches Antikdrper 13 bindet, konnte nicht ermittelt

werden, da es sich um eine dreidimensionale Struktur handelt.
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Die Wirkung von GM-CSF auf die TF-1-Zellen wurde durch Zugabe der Antikdrper nicht veréndert.
Dieses Ergebnis ist mit der Tatsache zu vereinbaren, dass von den getesteten AntikGrpern nur

Antikorper 10 eine sehr geringe Kreuzreaktivitat mit GM-CSF aufwies.

Die zusatzliche Gabe von 2,5 ng/ml IL-3 fuhrte nicht zu einer vermehrten Proliferation im Vergleich
zur alleinigen Gabe von 2,5 ng/ml GMCSF. Da eine Steigerung der GM-CSF-Konzentration tUber
2,5 ng/ml hinaus eine deutliche Proliferationssteigerung zur Folge hat (siehe 3.2.6.1), wéare zu er-
warten, dass die Zugabe von IL-3 ebenfalls zu einer vermehrten TF-1 Proliferation fuhrt. Dass dies
nicht der Fall ist, kbnnte auf eine kompetitive Inhibition der GM-CSF-Bindung an die TF-1 Zellen
durch IL-3 hindeuten, wie es bei der Akute Myeloische Leukamie (AML)- Zelllinie KG-1 der Fall ist
(77).

Auch die Zugabe von IL-3 und blockierenden IL-3-Antikérpern verénderte die GM-CSF-abhangige
Proliferation nicht. Somit kann man davon ausgehen, dass weder die Antikérper noch Antikérper-
IL-3-Komplexe einen Einfluss auf die GM-CSF-Wirkung auf TF-1-Zellen haben.

4.1.6 BLOCKADE DER IL-3 BINDUNG AN PBMCs

Wie in 2.2.19 beschrieben, wurden die Antikdrper AK 8, AK 11, AK 13 und AK R&D in diesem Ver-
such mit biotyniliertem IL-3 prainkubiert, anschlieRend PBMCs hinzugegeben. Durchflusszytomet-
risch wurde die Verminderung der IL-3 Bindung an die verschiedenen Zellopulationen durch die

verschiedenen Antikdrper bestimmit.

Die Antikorper AK 11, AK 13 und AK R&D verminderten die IL-3-Bindung an Lymphozyten, Baso-
phile, Plasmazytoide Dendritische Zellen und Monozyten in hoheren Antikérperkonzentrationen
deutlich. AK 8 fuihrte kaum zu einer Blockade der IL-3-Bindung. Der Oberflachenmarker CD123
entspricht der alpha- Kette des IL-3-Rezeptors. Sie wird unter anderem von plasmazytoiden Dend-
ritischen Zellen, Monozyten und Basophilen exprimiert.

Als Bindungsstelle fir AK 11 und AK R&D wurde die AS-Sequenz SWVN identifiziert, welche in
direkter Nahe zu Helix A des IL-3 Molekils liegt. In dieser Helix gelegene Aminoséauren interagie-
ren laut Dey et al. sowohl mit der alpha-Kette als auch der beta-Kette des IL-3-Rezeptors. Zudem
ergab sich fir einige Aminosauren in Epitopn&he eine funktionelle Rolle fur die Wirkung des IL-3s
(33). Durch die Bindung der Antikorper an die Sequenz SWVN wird die Bindung an alpha- und
beta-Kette des IL-3-Rezeptors sterisch behindert. Somit kommt es zu einer Verminderung des

FITC-Mean-Wertes nach Antikérperzugabe bei allen CD123-positiven Zellpopulationen.
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A

IL-3 swvi cB L imon i LKa

Erkanntes Epitop  SWVN

Abbildung 43: Rezeptorinteraktion des von Antikdrper 11 erkannten Epitops. Die A-Helix ist durch einen roten
Strich Uber der Sequenz dargestellt. AS, welche mit Bc interagieren, sind grau hinterlegt, diejenigen, welche an Ra bin-
den, schwarz. Mit grauer Schrift sind AS gekennzeichnet, welche in Mutagenesestudien eine funktionelle Rolle zeigten.

Das Epitop, welches von Antikorper 13 erkannt wird, ist nicht bekannt. Es ist jedoch zu vermuten,
dass es sich ebenfalls an fir die Bindung des IL-3-Rezeptors notwendigen Aminosauren befindet,
da die IL-3-Bindung durch diesen Antikdrper trotz seiner geringen Affinitéat am effektivsten blockiert
wird.

Antikdrper 8 fihrt lediglich zu einer geringen Blockade der IL-3-Bindung. Sein Epitop liegt in Peptid
6. In Sequenz 6 liegen einige Aminosauren, welche mit Ra interagieren. Da dieser Antikdrper nur
eine geringe Blockade der IL-3-Bindung hervorruft, ist es wahrscheinlich, dass seine Bindungsstel-
le in einigem Abstand zu diesen Aminosauren am C-terminalen Ende des Peptids liegt (Abbildung
44). Dies steht im Einklang mit der Linearitat des Epitops und der fehlenden Kreuzreaktivitat mit
RhIL-3 (siehe 4.1.3).

D

Peptid 6 EF-RKUIFYLEILENAQAQQTTLSLAIF

Abbildung 44: Rezeptorinteraktionen des Peptid 6. Die D-Helix ist durch einen roten Strich Uiber der Sequenz darge-
stellt. AS, welche mit Ra interagieren, sind schwarz hinterlegt. Mit grauer Schrift sind AS gekennzeichnet, welche in
Mutagenesestudien eine funktionelle Rolle zeigten.

Lymphozyten und Monozyten sind CD123 negativ, besitzen somit nur wenige alpha-Ketten des IL-
3-Rezeptors, welche fur die Bindung des IL-3 an den IL-3-Rezeptor essentiell sind, da die Bindung
an die B-Untereinheit nur nach vorangegangener Bindung der a-Untereinheit erfolgen kann (siehe
1.1.3). Die IL-3-Bindung an B-Lymphozyten erfolgte in deutlich geringerem Ausmald als an die an-
deren Zelltypen, was mit einer geringeren Anzahl an IL-3-Rezeptoren an ihrer Oberflache in Ein-
klang gebracht werden kann. Monozyten standen den CD123"-Zelltypen in ihrer IL-3-
Bindungsfahigkeit jedoch nicht nach. Dies kdnnte darauf hinweisen, dass neben dem bekannten
IL-3-Rezeptor weitere Bindungsmechanismen existieren. Uber einen funktionellen Charakter die-
ser Bindung kann keine Aussage getroffen werden. Jedoch zeigt sich, dass die vorhandenen Anti-

kérper auch die Bindung an B-Lymphozyten und Monozyten verhindern.

78



Diskussion

4.1.7 HERSTELLUNG EINES HUMANEN IL-3 ELISAS

Aus Zeitkinetikversuchen war bekannt, dass der kommerziell erhaltliche ELISA von R&D in Plasma
und Serum nicht sehr sensitiv ist. Dies kommt vermutlich durch die in Serum und Plasma enthalte-

nen Proteine zustande.

Es stellte sich heraus, dass die Kombination der Antikorper 11 (Detektion) und 13 (Capture) einen
aulerst sensitiven Sandwich-ELISA darstellt. Somit kann man davon ausgehen, dass diese Anti-
kérper sich nicht sterisch behindern und nicht in direkter rAumlicher N&he des hlL-3-Molekils bin-
den. Obwohl Antikorper 8 die hochste Affinitat aufweist, erbringt er als Detektion-Antikorper in
Kombination mit den beiden oben genannten keinen Vorteil. Dies ist moglicherweise auf eine N&he
seines Bindungsortes zu den Bindungsstellen der beiden anderen Antikdrper zuriickzufihren. Da
bekannt ist, dass Antikorper 11 an Peptid 1 bindet und Antikorper 8 an Peptid 6, wirde das bedeu-

ten, dass die beiden Enden im gefalteten IL-3 Molekll nahe beieinander liegen.

Als Capture Antikdrper ist Antikbrper 8 géanzlich unbrauchbar, vor allem in Serum und Plasma.
Dies kann durch eine Besetzung des erkannten Epitops durch Plasmaproteine bedingt sein.

4.1.8 STIMULATIONSVERSUCHE HUMANER BASOPHILER UND PBMCSs

Bei den in 3.2.9 und 3.2.10 beschriebenen Versuchen stellte sich heraus, dass humane Basophile
von IL-3, IgE, C5a und Kombinationen dieser Substanzen aktiviert werden kénnen, was anhand
des Aktivierungsmarkers CD203c bestimmt wurde. Im Uberstand der Zellkulturen wurden die Zyto-

kine IL-4, IL-6 und IL-13 gemessen.

Von murinen Basophilen ist bekannt, dass sie nach Aktivierung mit IL-3 IL-4, IL-6 und IL-13 frei-
setzen (2; 78; 27; 26), bei humanen Basophilen ist jedoch nur die Sekretion von IL-4 und IL-13
bekannt (28; 2; 29). Nach Stimulation muriner Basophiler mit 10 ng/ml IL-3 in der Zellkultur wurden
nach 24 Stunden IL-6-Werte von > 700 pg/ml und IL-4-Werte von > 200 pg/ml gemessen (26).

4.1.8.1 1L-6 und IL-4

Die IL-6-Konzentration lag unter Stimulation mit den oben genannten Substanzen unter der Nach-
weisgrenze (3.2.9), obwohl nachweislich eine Aktivierung mit Erh6hung des Aktivitatsmarkers
CD203c stattfand. Auch die IL-4-Produktion blieb deutlich hinter den Werten muriner Basophiler
zuriick. Durch alleinige hlL-3-Stimulation waren nach 24 Stunden lediglich 2,54 pg/ml nachzuwei-
sen, durch IgE 95,05 pg/ml und in Kombination 142 pg/ml, also ebenfalls deutlich geringer als bei
murinen Basophilen. Bei den Stimulationsversuchen mit humanen PBMCs zeigte sich, dass diese
im Gegensatz zu Basophilen IL-6 in messbaren Konzentrationen ausschutten. Diese betrug so-
wohl bei alleiniger Stimulation mit IL-3 oder anti-IgE ca. 40 pg/ml, in Kombination 140 pg/ml. Somit
liegen die Konzentrationen immer noch deutlich unter der IL-6-Freisetzung muriner Basophiler.
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Es zeigt jedoch, dass eine oder mehrere Zellpopulationen innerhalb der humanen PBMCs existie-
ren, welche durch Stimulation mit IL-3 und anti-IgE zur IL-6-Ausschiittung angeregt werden kon-
nen. Da die verantwortliche Zellpopulation vermutlich nur ein Teil der PBMCs ausmacht, wiirde
eine Aufreinigung dieser Zellen auch zu héheren IL-6-Konzentrationen bei Stimulation fihren.

Die Ausschittung von IL-4 durch die PBMCs nach Stimulation mit IL-3 war sehr gering, wie auch
schon bei der Stimulation von Basophilen. Durch Kombination mit anti-IgE wurden 24 pg/ml IL-4 im
Vergleich zu 140 pg/ml bei Basophilenstimulation ausgeschittet. Dass Basophile weniger als 1%
der PBMCs ausmachen, die IL-4-Freisetzung durch PBMCs jedoch mehr als 1/6 des IL-4-Wertes
bei Basophilen ausmacht, lasst vermuten, dass die IL-4-Ausschittung durch PBMCs nicht allein
von Basophilen abhangt. Insgesamt war die IL-4-Sekretion durch Stimulation mit anti-lgE deutlich
hoher als durch IL-3.

4.1.8.2 IL-13

IL-13 wurde von Basophilen nach Stimulation mit IL-3, Anti-IgE, C5a allein und in Kombination
freigesetzt. Auch im PBMC Uberstand konnte unter den oben genannten Bedingungen IL-13
nachgewiesen werden, jedoch in deutlich geringerer Konzentration. Wie auch schon bei IL-4 ist der

Anteil der Basophilen an PBMCs zu gering, um allein fir die Zytokinbildung verantwortlich zu sein.

Diese Unterschiede in der Zytokinfreisetzung deuten darauf hin, dass sich humane Basophile in
ihrer Wirkung deutlich von murinen Basophilen unterscheiden und ihre Bedeutung im Humansys-
tem anders bewertet werden muss. Hierzu passt, dass murine Basophile, die Uber Oberflachen-
marker als Basophile identifiziert wurden, deutliche morphologische Unterschiede zu denen ande-
rer Spezies aufweisen (79; 80). Wie die IL-6-Sekretion durch PBMCs zeigt, werden die im murinen
Organismus von Basophilen ausgefiihrten Aufgaben mdglicherweise im humanen Organismus

durch eine andere Zellpopulation iibernommen.

4.1.8.3 Kinetik der Stimulation

Sowohl Anti-IgE als auch Cb5a fuhren zu einer schnellen Stimulation der Basophilen. Nach 5-
stindiger Inkubation mit anti-IgE lag der Aktivitdtsmarker CD203c bei einem Mean von 3000 (im
Vergleich zu 2000 nach 24 Stunden), nach 5-stindiger Inkubation mit C5a bei 7000 (nach 24
Stunden bei 1000). Auch die Ausschittung von Zytokinen verlief bei Stimulation mit diesen Sub-
stanzen schneller als mit IL-3. Nach 5-stiindiger Inkubation mit anti-IgE betrug die IL-13 Konzentra-
tion im Uberstand 35 pg/ml (40 pg/ml nach 24 Stunden), die IL4-Konzentration 20 pg/ml (90 pg/m
nach 24 Stunden). Die Inkubation mit C5a erbrachte nach 5 Stunden eine IL-13-Konzentration von
15 pg/ml und IL-4-Konzentration von 45 pg/ml. Nach 24 Stunden waren die Konzentrationen dieser

Zytokine nicht mehr zu detektieren.
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Dies spricht daflir, dass die mit C5a stimulierten Basophilen nach 5 Stunden kaum noch Zytokine
freisetzten und die vorhandenen auf Grund ihrer geringen Halbwertszeit zerfielen. Die Stimulation
mit IL-3 erreichte ihr Wirkungsmaximum erst spater: Sowohl die Werte fur CD203c als auch die
Zytokinkonzentrationen waren nach 24 Stunden deutlich hoher als nach 5 Stunden. Somit erfolgt
die schnellste Stimulation durch C5a; am langsten dauert die Stimulation mit IL-3. Dies deutet da-
raufhin, dass C5a eher fur akute Entzindungsprozesse verantwortlich ist, wohingegen IL-3 an
chronischen beteiligt ist.

4.1.9 BLOCKADE DER STIMULATION DURCH ANTI-IL-3 ANTIKORPER

Nachdem eine Stimulation von humanen Basophilen nachgewiesen war und die zu erwartenden
Zytokinkonzentrationen bestimmt waren, wurde versucht diese Stimulation durch anti-IL-3-
Antikorper zu blockieren. Hierfr wurden die aufgereinigten Antikdrper AK 11, AK 13, AK R&D und
ein passender Isotyp verwendet.

Eine IL-13-Sekretion konnte wie auch eine Erhéhung der CD 203c-Expression durch die Antikdrper
AK 11 und AK R&D effektiv verhindert werden. AK 13 war in dieser Hinsicht partiell wirksam, wo-

hingegen der Isotyp nur einen vernachlassigbaren Unterschied zur reinen IL-3-Stimulation zeigt.

Da die Antikérper AK 11 und AK R&D an ahnliche Epitope binden, ist es nicht verwunderlich, dass
der Effekt ihrer Wirkung sich ebenfalls wenig unterscheidet. AK R&D hat eine geringfugig bessere
Blockade der IL-13-Ausschiittung zur Folge. Jedoch ist die in diesem Versuch verwendete Antikor-
perkonzentration mit 25 pg/ml recht hoch. Da AK 11 eine hohere relative Affinitat aufweist als Anti-
koérper AK R&D, ist zu erwarten, dass dieser Antikorper in niedrigeren Konzentrationen auf Grund
der starkeren IL-3-Rezeptorbindung einen starkeren blockierenden Effekt hat als AK R&D. In wei-
teren Versuchen mit geringeren Konzentrationen ware es moglich die Wirkungsprofile genauer zu

untersuchen.

Zudem gelingt die Detektion mit dem R&D IL-3 ELISA Kit, in welchem der hier verwendete R&D-
Antikodrper als Detektion-Antikérper fungiert, im Gegensatz zu einem aus Antikorper 11 und 13
konzipierten ELISA Serum und Plasma nur unzureichend. Daher ist es moéglich, dass der Antikor-
per R&D in vivo durch Plasmaproteininteraktionen schlechtere Ergebnisse zeigt. Dass AK 13 nur
partiellen Effekt hat, kann in Einklang gebracht werden mit seinem geringeren Effekt auf die Blo-
ckade des TF-1-Zellwachstums, sowie der geringeren Affinitat des Antikorpers im Vergleich zu den
andern beiden. Somit fiihrt dieser Antikérper trotz der starksten Blockade der IL-3-Bindung (siehe

3.2.8) zur geringeren Verminderung der Zytokinfreisetzung.
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4.1.10 IL-3 IN ERKRANKUNGEN

4.1.10.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

In einem Mausmodell der RA, der Kollagen-induzierten Arthritis (CIA), lie3 sich im frihen Krank-
heitsstadium der Verlauf der Erkrankung durch IL-3-Blockade abschwéachen. Injektionen von IL-3
in die Gelenke fuhrten zu Beginn der CIA zu einer deutlichen Verschlechterung der klinischen Si-
tuation (26). Dieser Effekt entsteht vermutlich in Folge der IL-3-Wirkung auf murine Basophile. IL-3
fuhrt zu einer deutlichen Vermehrung der Basophilen im peripheren Blut. Zudem schitten diese
nach Aktivierung mit IL-3 IL-6 und IL-4 aus (26) und férdern die Proliferation von B-Zellen, das
Uberleben der Plasmazellen (81) sowie deren Differenzierung zu Memory B-Zellen (82). IL-6 hat
eine pro-inflammatorische Wirkung, deren Blockade in der RA schon therapeutisch genutzt wird
(83; 84). Erhohte Level an IL-4 und die Plasmazelldifferenzierung kénnten als Erklarung fur die
erhdhten anti-Kollagen-Antikérper Level durch IL-3-Administration dienen (26). Eine altere Studie

detektierte jedoch kein IL-3 im Synovium von RA-Patienten (85).

Unsere Versuche zeigten, dass sowohl die Bindung des hIL-3 an Basophile als auch dessen sti-
mulatorischer Effekt durch AK11 und partiell AK 13 unterbunden werden kann. Jedoch unterschei-
den sich humane Basophile von murinen Basophilen in Bezug auf ihre Zytokinausschiittung nach
Stimulation. Eine IL-6-Ausschittung konnte weder nach Kultivierung mit IL-3, anti-IgE oder C5a
noch mit Kombinationen dieser Stoffe beobachtet werden. Eine IL-4-Freisetzung fand kaum durch
IL-3 alleine statt, jedoch in Kombination mit anti-lgE. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass
Basophile im humanen Organismus eine andere Rolle spielen als im murinen. Somit hatte eine
effektive Blockade der IL-3-Wirkung auf Basophilen nicht den gleichen Effekt auf die Rheumatoide
Arthritis beim Menschen wie auf die CIA im Mausmodell. Es ist jedoch vorstellbar, dass ein ande-
rer Zelltyp im Menschen in dieser Hinsicht den murinen Basophilen entspricht. Da Antikbrper AK
11 und AK 13 zu einer Blockade der IL-3-Bindung auf allen untersuchten Zelltypen fuihrten, ist es
auRerst wahrscheinlich, dass die Bindung an diesen Zelltyp ebenfalls unterbunden werden wirde.
Falls die Effektorfunktionen der murinen Basophilen ein Aquivalent im Menschen haben, ist ein
positiver Effekt der AK 11- oder AK 13-Administration in der frihen RA denkbar.

Die am starksten verbreiteten Leukozyten in den CIA befallenen Gelenke sind T- Zellen, Makro-

phagen/Monozyten und Plasmazellen.

Die IL-3-Blockade durch die Antikdrper AK 11 und AK 13 fuhrt ebenfalls zu einer verminderten
Bindung des IL-3 an B-Lymphozyten, die Vorlauferzellen der Plasmazellen. IL-3 fihrt zu einer
vermehrten Bildung von B-Zellvorlaufern im Knochenmark (6) und fordert ihre Differenzierung zu
reifen B-Zellen (17). Zudem fihrt IL-3 im Mausmodell Gber die Aktivierung von Basophilen indirekt
zur Proliferation von B-Zellen, vermehrter Antikérperproduktion und zur Differenzierung zu Memory
B-Zellen (82).
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Zudem konnten wir zeigen, dass die IL-3-Bindung an Monozyten durch AK 11 und AK 13 unter-
bunden werden kann. Makrophagen bzw. ihre Vorlaufer Monozyten werden durch IL-3 zur ver-
mehrten Expression von MHCII-Molekilen angeregt, was eine verstarkte Antigenprasentation zur
Folge hat. Uber diesen Mechanismus kénnen B- und T-Lymphozyten aktiviert werden und eine
Inflammation ausgeltst werden. Zudem unterstitzt IL-3 bei beiden Zelltypen die IL-1-Sekretion
(12), welches ebenfalls ein proarthritogenes Zytokin ist, dessen Blockade therapeutisch genutzt
wird (86).

Abweichend von der oben beschriebenen Rolle von IL-3 in der CIA beschrieben andere Arbeits-
gruppen eine erkrankungslindernde Wirkung von sehr hohen IL-3-Konzentrationen in der inflamm-
atorischen Arthritis und der CIA (52; 18). Dieser Effekt entsteht zum einen durch die oben be-
schriebene umstrittene Wirkung auf die Osteoklastogenesis, zum anderen soll IL-3 indirekt die
Entwicklung von Foxp3+ Treg-Zellen bewirken, welche die Entziindungsreaktion regulieren. Zu-
dem beschrieben Srivastava et al. eine deutliche Abnahme der proinflammatorischen Zytokine IL-
6, IL-17A, TNF-q, IL-1 und eine Zunahme der Anti-inflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-10 bei
IL-3 behandelten Mausen. Dies steht im Gegensatz zu der Veroffentlichung von Brihl et al. 2009,
welche von einer Zunahme des IL-6 bei IL-3-Administration spricht. Im Gegensatz zu Briihl et al.
verwendeten Yogesha et al. und Srivastava et al. deutlich héhere IL-3 Konzentrationen von 1,5-2
pg/ml (100ng/ml Brihl). Hiermit sind die unterschiedlichen Ergebnisse mdglicherweise zu begrin-
den. Es ist unwahrscheinlich, dass solch hohe Konzentrationen an IL-3 in vivo tatsachlich vor-
kommen. Sollte IL-3 jedoch im humanen System eine Arthritis verhindernde Wirkung besitzen, sind

die hergestellten Antikérper zur Behandlung der Erkrankung natirlich nicht wirksam.

83



Diskussion

4.1.10.2 Myeloproliferative Erkrankungen

IL-3 wird auf Grund seiner hdmatopoetischen Eigenschaften als Multi-Colony Stimulating Faktor
bezeichnet. Es wirkt proliferationsfordernd auf CD34"-Vorlauferzellen aller Zelllinien des Kno-
chenmarks (Metcalf, 1989). Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass IL-3 als Faktor in
verschiedenen Myeloproliferativen Erkrankungen gehandelt wird.

Akute Myeloische Leukamie (AML), B-Zell Akute Lymphatische Leukamie (B-ALL)

45% der AML-Zellen und 40 % der B-ALL-Zellen tragen vermehrt IL-3-Rezeptoren, welche mog-
licherweise zur Pathogenese der Erkrankung beitragen. Diese AML-Zellen zeigen im Vergleich zu
CD123 AML-Zellen eine héhere Proliferationsrate sowie eine ausgepragtere Apoptose-Resistenz
und vermehrte Stat5-Phosphorylierung. AML-Patienten mit vermehrter IL-3-alpha-Expression zeig-
ten seltener komplette Remissionen, ein geringeres Over-all-Survival und héhere Rezidivraten als
Patienten mit verminderter/normaler IL-3-alpha-Expression. Andere Mechanismen der Stat5-
Phosphorylierung sind Ausléser fir Myeloische Leukamien und sind mit einer schlechteren Prog-
nose verknupft (87). Eine Blockade der Stat5-Aktivierung fuhrt in der Chronischen Myeloischen
Leukadmie zu einer Verminderung der Tumorzellproliferation (88). Dies lasst vermuten, dass sich
eine IL-3-Blockade Uber eine Verminderung der Stat5-Aktivierung und Apoptose-Resistenz positiv
auf die AML auswirken wirden.

Hodgkin Lymphom

Im Normalfall exprimieren 90% der malignen Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms IL-3a. IL-
3 fuhrt zur Proliferation von Hodgkin- und Reed-Sternberg Zellen (H-RS Zellen) und unterdriickt
teilweise ihre Apoptose. Zudem vermitteln H-RS Zellen die Produktion von IL-3 durch aktivierte T-
Zellen (89).

Auf Grund der hohen Expression von IL-3a durch H-RS-Zellen und bestimmten aggressiven Un-
tergruppen der AML ist davon auszugehen, dass seine antiapoptotische und proliferationsférdern-
de Wirkung Uber eine Blockade dieses Rezeptors vermittelt werden kann. Die Bindung des IL-3 an
alle untersuchten Zelltypen mit diesem Rezeptor wurde durch AK 11 und AK 13 deutlich vermin-
dert. Zudem wurde seine Wirkung auf Basophile und TF-1-Zellen, bei denen es sich um eine héa-
matoleukamische Zelllinie mit vermehrter Stat5-Phosphorylierung handelt (72) durch diese Anti-
korper unterdriickt. Daher ist davon auszugehen, dass auch die AML und das Hodgkin-Lymphom

positiv durch diese Antikorper beeinflusst werden kdénnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Zuge dieser Arbeit wurden neun gegen IL-3 gerichtete Antikdrper durch Fusion muriner Milzzel-
len mit der Myelomzelllinie X63Ag8 hergestellt. Diese und funf weitere wurden auf ihre Affinitat,
Kreuzreaktionen und Epitope charakterisiert. Sieben Antikorper waren gegen dreidimensionale
Epitope gerichtet, sieben Antikérper gegen lineare Epitope. Davon erkennen vier Antikorper die N-
terminale AS-Sequenz SWVN, ein weiterer ist gegen eine andere N-terminale Sequenz gerichtet,
einer gegen eine C-terminale und ein weiterer gegen eine Sequenz in Peptid 3. Die Antikorper
binden humanes IL-3 sehr spezifisch: Keiner der Antikérper zeigte eine Kreuzreaktivitat gegeniber
Ratten-, Maus- oder Rhesusaffen IL-3. Nur Antikérper 8 und 38 zeigten eine minimale Kreuzreakti-
vitat gegeniber dem strukturverwandten IL-5, Antikdrper 10 eine geringe gegentiber GM-CSF. Die
Affinitaten von zwei Antikorpern befanden sich im picomolaren, von neun im nanomolaren sowie

die zweier weiterer im mikromolaren Bereich ( Tabelle 16).

Tabelle 16: Uberblick uiber Epitope, Affinitaten und Kreuzreaktivitaten der Antikorper.

Klon Kreuzreaktion Kreuzreaktion Kreuzreaktion Affinitat Western Epitope
IL-5 GM-CSF r-/m-/Rh-IL3 Blot

Klon 3 - - - nanomol - 3D-Epitope

Klon 8 (+) - - picomol + C-terminal

Klon 10 - (+) - nanomol - 3D-Epitope

Klon 11 - - - picomol + N-terminal (SWVN)
Klon 13 - - - nanomol (+) 3D-Epitope

Klon 36 - - - nanomol - Peptid 3

Klon 38 (+) - - mikromol - 3D-Epitope

Klon 41 - - - mikromol - 3D-Epitope

Klon 42 - - - nanomol + N-terminal

Klon 43 - - - nanomol + N-terminal (SWVN)
Klon 44 - - - nanomol + N-terminal (SWVN)
Klon 45 - - - mikromol - 3D-Epitope

Klon 46 - - - n.d. + N-terminal (SWVN)
Klon 47 - - - nanomol - 3D-Epitope
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Es zeigte sich, dass IL-3 eine entziindungsunterhaltende Eigenschaft bei der Rheumatoiden Arthri-
tis und maoglicherweise weiteren Autoimmunerkrankungen zuzuschreiben ist. Diese entwickelt sich
im Mausmodell unter anderem durch eine Aktivierung Basophiler Granulozyten, welche daraufhin
IL-4 und IL-6 ausschiitten. Ziel dieser Arbeit war es, einen blockierenden Antikérper gegen IL-3
herzustellen, welcher die Bindung des IL-3 an Zellen des Immunsystems und vor allem die Aktivie-
rung Basophiler Granulozyten unterbindet.

Die blockierende Wirkung der Antikdrper wurde anhand einer IL-3-abhangigen Zelllinie untersucht.
Es stellte sich heraus, dass drei der getesteten Antikdrper die Proliferation dieser Zellen unterbin-

det. Zwei weitere zeigten eine Tendenz zur Proliferationsverminderung in hohen Konzentrationen.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Antikérper eine Bindung des IL-3 an humane PBMCs verhin-
dern. AK11 und AK 13 zeigten eine deutliche Blockade der IL-3 Bindung an Monozyten, Plasmazy-

toiden Dendritischen Zellen, Basophilen und B-Zellen, AK 8 nur eine geringe.

Zudem wurde untersucht, ob die Zytokinproduktion von Basophilen durch Zugabe der Antikdrper
vermindert werden kann. Im Vorversuch stellte sich heraus, dass humane Basophile im Gegensatz
zu murinen nach IL-3-Stimulation kein IL-6, wenig IL-4 und IL-13 produzieren. Humane PBMCs
produzierten nach IL-3-Stimulation geringe Mengen an IL-6. Die Freisetzung von IL-13 durch hu-
mane Basophile wurde durch den Antikérper 11 beinahe komplett unterbunden, durch Antikorper
13 verminderte sich die Freisetzung von IL-13 auf 23% des Ausgangswertes. Dies zeigt, dass An-
tikorper 11 die Wirkung des IL-3 auf humane Zellen effektiv blockiert, da er sowohl die Proliferation
der Tumorzelllinie TF-1, die Bindung an PBMCs sowie die Freisetzung von Zytokinen durch Baso-
phile verhindert.

Da das im Handel erhaltliche IL-3-ELISA Kit von R&D in Vorversuchen nur eine unzureichende
Sensitivitdt im Plasma und Serum zeigte, versuchten wir aus den hergestellten Antikérpern einen
Sandwich-ELISA zu konzipieren. Es zeigte sich, dass die Kombination aus Antikérper 13 als Cap-
ture-Antikdrper und Antikorper 11 als Detektion-Antikdrper im Bereich von 3 pg/ml bis mindestens
1000 pg/ml IL-3 verlassliche Werte in Plasma, Serum und PBS liefern. Dies erméglicht die zuver-
lassige Bestimmung von IL-3 in Patientenproben (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Uberblick liber die blockierenden Eigenschaften der hergestellten Antikérper und ihrer Verwendbar-

keit im ELISA. n.d. = nicht untersucht.

Klon ELISA- tauglich in | Blockade der IL-3 Blockade der IL-3 Blockade der IL-3
Serum und Plasma TF-1- Prolif. Bindung Basophilenaktivierung

Klon 3 n.d - - n.d

Klon 8 - (+) (+) n.d

Klon 10 n.d - - n.d

Klon 11 +++ +++ ++ +++

Klon 13 +++ + +++ +

Klon 36 n.d - n.d n.d

Klon 38 n.d - n.d n.d

Klon 41 n.d - n.d n.d

Klon 42 n.d (+) n.d n.d

Klon 43 n.d - n.d n.d

Klon 44 n.d (+) n.d n.d

Klon 45 n.d - n.d n.d

Klon 46 n.d - n.d n.d

Klon 47 n.d - n.d n.d
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AS Dreibuchsta- Einbuchsta- AS Dreibuchsta- | Einbuchsta-
ben-Code ben-Code ben-Code ben-Code

Alanin Ala A Leucin Leu L

Arginin Arg R Lysin Lys K

Asparagin Asn N Methionin Met M

Asparaginsaure | Asp D Phenylalanin Phe F

Cystein Cys C Prolin Pro P

Glutamin GIn Q Serin Ser S

Glutaminsaure | Glu E Threonin Thr T

Glycin Gly G Tryptophan Trp wW

Histidin His H Tyrosin Tyr Y

Isoleucin lle I Valin Val \%
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