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1. Einleitung

1.1 Bedeutung des Proteinnachweises in der pathologischen Diagnostik

Die Krankheits-abwehrenden Eigenschaften von Antikérper wurde 1749 von Edward Jenner
bei der Immunisierung von Menschen gegen Kuhpocken beschrieben und stellte einen
Meilenstein in der Medizingeschichte dar (Riedel, 2005). Diese Beobachtung, gemeinsam mit
den darauffolgenden Forschungserkenntnissen, fiihrte zu einem tiefergehenden Verstandnis
Uber das menschliche Immunsystem und der Rolle von Antikérpern. Erst spater wurde von
Paul Ehrlich erkannt, dass Antikérper Peptid-spezifisch Proteine erkennen kénnen (Ehrlich,
1900). Dies eroffnete neue Moglichkeiten und Methoden zur spezifischen Detektion von
Proteinen in organischem Material und somit die Grundlage der Immunhistochemie.

Auch heute noch wird diese Eigenschaft von Antikérpern in der Forschung, Diagnostik,
Prognose und Therapie zur Adressierung und Detektion von Zielproteinen auch auRerhalb des
Korpers genutzt (Coons et al., 1951; Ehrlich, 1910). Durch die Immunhistochemie kann
zuverlissig die Abwesenheit oder Uberexpression von Proteinen detektiert werden, welche
gemeinsam mit anderen etablierten Methoden, wie der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH), eines der Grundpfeiler der Diagnostik darstellt. Antikorper-basierte Methoden, wie
Western Blot oder Enzym-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA), sind in der Forschung die
Standardwerkzeuge der taglichen Arbeit. Bei all diesen Methoden werden Antikérper
verwendet, welche zuverlassig und spezifisch an ein bestimmtes Protein binden, selektiv
dieses Protein aus einem Proteingemisch detektieren und, je nach Methode, darstellen. Es ist
daher unbedingt notwendig, dass die Funktionalitit der verwendeten Antikorper
gewahrleistet ist und eine Validierung der Antikorper in Bezug auf ihre Spezifitat, also ihrer
Fahigkeit der Detektion des Zielproteins ohne Detektion weiterer Proteine, stattgefunden hat.
Eine Leistungsbewertung von neuen Antikorpern ist laut der EU-Richtlinie zur Inbetriebnahme
von In-vitro-Diagnostika (IVDR, Europdisches Parlament and Rat der Europdischen Union,
1998) zwingend voraus gesetzt. Vor der Inbetriebnahme von neuen Antikoérpern ist jedoch die
Qualitat dieser Validierung variabel. So sollten mehrere validierte Antikdrper fiir dasselbe
Zielprotein dieselben Ergebnisse erzielen. Vergleich man die Literatur, so findet man meist
eine Spannweite an Ergebnissen fir die prozentuale Menge an Zielprotein-positiven Tumoren

(Blyuicek et al., 2024; Gorbokon et al., 2024; Lennartz et al., 2024; Menz et al., 2023).



Dies zeigt, dass fur eine zuverlassige Anwendung von Antikérpern in der Diagnostik, Prognose,
Therapie und Forschung eine vollstandige und umfassende Validierung der Antikorper in allen

ihren Einsatzbereichen stattfinden muss um ein zuverladssiges Produkt zu erhalten.

1.2 Antikoérper

1.2.1 Das Immunsystem und Antikdrper-Reifung

Das menschliche Immunsystem dient zur Abwehr von eindringenden Pathogenen, sowie der
Eliminierung krankhafter Korperzellen und hat sich wahrend der Evolution mit verschiedenen
Mechanismen an ihre Aufgabe der Immunabwehr angepasst. Hierbei besteht die angeborene
Immunabwehr aus physiologischen Barrieren und allgemeinen entziindlichen Reaktionen fiir
eine schnelle und unspezifische Immunabwehr. Die spezifische Immunabwehr entwickelt sich
individuell bei Infektionen mit einem Pathogen, und besteht aus zelluldren (z.B. Granulozyten,
natlirliche Killerzellen, T-Lymphozyten) sowie humoralen Bestandteilen (Antikorper,
Interleukine) (Delves et al., 2017; Frank, 2002). Antikorper erkennen Peptide sehr spezifisch
und werden vom Immunsystem verwendet, um Korper-fremde Organismen durch
entsprechende Peptidsequenzen zu erkennen. Durch die hohe Spezifitdt kann so zwischen
korpereigen und korperfremd unterschieden werden und eine Abwehr der fremden
Organismen zielgerichtet eingeleitet werden.

Der hohe Grad an Sensitivitdt und Spezifitdt der Antikérper wird durch den Prozess der
Generierung der jeweiligen Antikorper ermoglicht. Die erste Form der B-Lymphozyten
entstammt in der Oontogenese aus pluripotenten hematopoetischen Stammzellen, welche
sich im Knochenmark zu lymphatischen Vorlauferzellen (common lymphatic progenitor, CLP)
differenzieren. Diese CLPs differenzieren sich im Folgenden zu pro- B-Lymphozyten und durch
Re-Arrangierung der schweren Ketten weiter zu pre-B-Lymphozyten, welche sich
anschlielend durch Re-Arrangierung der leichten Ketten zu unreifen B-Lymphozyten mit
Oberflachen-Immunglobulinen an der Zelloberflache entwickeln (surface immunglobulins, slg)
(Akashi et al., 2000; Kondo et al., 1997; Seita and Weissman, 2010).

Diese unreifen B-Lymphozyten differenzieren sich anschlieRend weiter zu reifen B-
Lymphozyten mit IgM- und IgD-Expression, welche zunachst auf Reaktion gegen kdrpereigene
Antigene getestet werden (zentrale Toleranz) und bei nicht vorhandener Reaktion in das
Knochenmark und die Milz einwandern (Murphy and Weaver, 2018; Ollila and Vihinen, 2005;
Wang, 2020).



Die reifen B-Zellen exprimieren ihre Antikdrper auf der Oberflache als Teil des B-Zell
Rezeptors. Dieser Rezeptor besteht aus dem Antikérper, sowie dem Proteinkomplex CD79.
Der Antikorper dient zur Liganden-Bindung, der Proteinkomplex aus CD79A und CD79B dient
zur Signalweiterleitung. Bei einer Reaktion mit kérpereigenen Antigenen, welche nur in der
Peripherie des Korpers vorhanden sind, werden auch diese B-Lymphozyten vernichtet
(periphere Toleranz). Findet eine Anbindung eines korperfremden Antigens an den
Antikorper-Anteil des B-Zell Rezeptors Uber die Prdsentation des Antigens durch T-
Helferzellen statt, kommt es zur Heterodimerisierung der CD79-Proteine und zu einer
Signalkaskade ins Innere der B-Zelle. Das fuhrt zur Aktivierung der Zelle durch Expression von
Genen zur B-Zell Proliferation, Differenzierung und Antikorperproduktion (Hirsch-Kauffmann
and Schweiger, 1992; Kurosaki, 2002; Ollila and Vihinen, 2005). Zunachst werden IgM
Antikorper produziert und es kommt zum Wechsel der Antikorperklasse zu IgG (Blandino and
Baumgarth, 2019). Hierbei werden zunachst bei der primaren Immunantwort vor allem IgM-
und nur wenige lgG-Antikorper durch die B-Lymphozyten erstellt, bei einer wiederholten
Interkation mit dem Antigen erfolgt die sekundare Antikdrperantwort mit einer starken IgG-
und geringen IgM-Produktion. Die Produktion der Antikérper wird hier von B-
Gedachtniszellen Gbernommen, welche sich wahrend der primaren Antikdrperantwort
gebildet haben (Bandilla et al., 1969).

Das Re- und Neuarrangieren der Immunglobulin-Gene ist ein essenzieller Bestandteil der
Generierung der B-Zell Diversitat. Hierbei werden die variablen Anteile der schweren und
leichten Ketten der Antikdrper durch Rekombination der Genabschnitte neu angeordnet.
Genauer werden hierbei die VDJ-Anteile in den schweren Ketten und die VJ-Anteile in den
leichten Ketten durch somatische Rekombination und somatische Hypermutation modifiziert
(Wang, 2020). Die somatische Rekombination erfolgt hierbei zwischen den
Rekombinationssignalsequenzen (recombination signal sequences, RSS), welche alle VDJ- bzw
VJ-Anteile der schweren und leichten Ketten flankieren. Hierhin werden die Proteine RAG1,
RAG2, HMGB1 und HMGB2 rekrutiert, welche einen Doppelstrangbruch initiieren (Wang,
2020). Bei der somatischen Hypermutation kommt es zu mehrfachen Substitutionen einzelner
Nukleotide in und um die VDJ-Anteile, sodass noch mehr Varianz in den entstehenden
Antikorpern generiert wird (Neuberger and Milstein, 1995).

Im Folgenden wird durch die Formierung einer Haarnadelstruktur ein Teil der Gensequenz

ausgeschnitten und die Sequenz durch nicht-homologe Endverkniipfung miteinander



verbunden. Zudem kommt es bei der erneuten Verbindung der DNA-Endstlcke zu
fehlerhaften Reparaturen, Entfernung von Nukleotiden durch Exonukleasen oder Einbau von
Nukleotiden durch die terminale Dideoxynukleotidtransferase (TdT), sodass hier eine weitere
Diversitat in den Genabschnitten eingebaut wird (Wang, 2020). Es wird durch Allelausschluss
nur eine der beiden Allele der schweren und leichten Kette fur den erstellten Antikdrper
verwendet (Schatz and Ji, 2011; Vettermann and Schlissel, 2010). Der konstante Anteil (C) der
schweren und leichten Ketten wird hierbei nicht re-arrangiert, jedoch bestimmt dieser Anteil
den Immunglobulin-lsotyp. Da das Re-arrangieren ungerichtet und zufallig ist, ist eine
Selektion der entstandenen Antikorper zwingend notwendig, um eine Reaktivitat der
Antikorper gegen koérpereigene Antigene zu verhindern und nur solche Antikérper zu
vermehren, welche eine hohe Spezifitdt gegen das Zielantigen haben (Meffre et al., 2000).
Dies erfolgt zunachst durch Prasentation der unreifen schweren Kette im pra-B-Zell-Rezeptor
durch die klonale Deletion: Sollte die schwere Kette nicht kompatibel sein, wird das andere
Allel getestet — sind keine der beiden Allele kompatibel, geht die pre-B-Zelle zugrunde
(Apoptose) (Murphy and Weaver, 2018). Bei funktionierender schwerer Kette wird das nicht
genutzte, zweite Allel der schweren Kette inaktiviert (Allelausschluss). Die Rekombination der
Genbereiche fir die leichten Ketten wird initiiert und auch dessen Funktionalitat wird
Uberprift. Das nicht genutzte Allel der leichten Kette wird inaktiviert (Isotypenausschluss) und
nur B-Lymphozyten mit funktionierenden schweren und leichten Ketten werden zu unreifen
B-Lymphozyten, alle anderen B-Lymphozyten sterben zuvor (Monroe, 2004). Des Weiteren
werden solche B-Lymphozyten, deren Antikorper eine sehr geringe Affinitdt gegen
korpereigene Antigene zeigen, durch verminderte Expression des B-Zell Rezeptors inaktiviert.
Als Folge sind diese zwar noch vorhanden, werden aber nicht aktiviert, um eine
Immunantwort zu induzieren (Anergie). Da sie inaktiviert sind, haben sie eine geringe
Konkurrenzfahigkeit gegenliber anderen, hoch reaktiven B-Lymphozyten und sterben dadurch
bald ab oder verbleiben in sehr geringer Zahl im Kérper, wo sie aber aufgrund ihrer geringen
Affinitat gegen das Korper-eigene Antigen nur ein zu geringes aktivierendes Signal induzieren

kénnen (immunologische Ignoranz) (Goodnow et al., 1988; Wang, 2020).
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1.2.2 Antikorper, Antigene und Epitope

Antikorper, auch Immunglobuline genannt, bestehen aus je zwei leichten und zwei schweren
Ketten, welche durch Aneinanderlagerung eine Y-férmige Struktur bilden. Die schweren
Ketten konnen in folgenden Klassen unterteilt werden: y, 6, a, 4 und €. Diese
unterschiedlichen schweren Ketten bilden so die verschiedenen Immunglobuline IgG, 1gD, IgA,
IgM und IgE, welche sich in ihrer Struktur und Aufgabe unterscheiden (Murphy and Weaver,
2018). Die leichten Ketten kdnnen weiter in die Gruppe der Kappa (k) oder der Lambda (1)
Immunglobulin Loci unterteilt werden, welche sich nur in wenigen Aminosduren
unterscheiden und beide in einem gewissen Verhaltnis im Menschen vorliegen (Katzmann et
al., 2002).

Im Antikorper lagern sich die Ketten Uber Disulfidbriicken so zusammen, dass am unteren
Ende des Y die beiden schweren Ketten C-Terminal das Fc-Fragment (Fragment, crystallisable)
entsteht. Dieses Fc-Fragment dient zum Anbinden anderer Antikoérper (wie auch in der
Immunhistochemie genutzt, siehe Kapitel 1.3.1) sowie dem Komplementsystem und anderen
Immunzellen. Die beiden oberen Enden des Y werden jeweils durch Aneinanderlagerung einer
leichten und einer schweren Kette gebildet, sie bilden so jeweils das Fab-Fragment (Fragment,
antigen binding). Die beiden Fab-Fragmente dienen zur Anbindung des Antikdrpers an das
Epitop im Zielprotein und werden als Paratop beschrieben. Die leichten Ketten werden im C-
terminalen Bereich als Ci-Fragment (Constant, light chain) beschrieben, im N-terminalen

Bereich werden sie V| (Variable, light chain) genannt (Abbildung 1).

Leichte Kette s s | variable Region

/\&mtante Region

Disulfid Briicken

Schwere Kette

Antigen-bindende Region

Fc-Fragment

Fab-Fragment

Antigen

Adaptiert nach: Ramos-Vara et al., 2005

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines IgG-Antikérpers (adaptiert nach Ramos-Vara et al., 2005)
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Antikorper erkennen mit ihrem Antigen-erkennenden Bereich das Antigen in ihrem
Zielprotein anhand einer Sequenz von 5-21 Aminosauren, welches auch Epitop genannt wird
(Delves et al., 2017). Dieses Epitop kann sowohl als lineares Epitop oder durch Faltung des
Proteins als konformationelles Epitop vorliegen (Bogen et al., 2009). Die Unterscheidung der
Epitope ist vor allem bei Antikérpern relevant, welche sowohl in der Immunhistochemie als
auch im Western Blot verwendet werden. In der Immunhistochemie liegen die Proteine zum
Grol3teil in ihrer nativen, gefalteten Form vor, im Western Blot hingegen werden die Proteine
denaturiert, sodass sie nur linear vorliegen. Als Paratop wird der Bereich des Antikdrpers
genannt, welcher bei der Bindung des Antikdrpers an das Epitop anbindet.

Die Anbindung des Antikdrpers an das Epitop erfolgt durch schwache nicht- kovalente
Bindungen  (hydrophobe  Krdfte, van-der-Waals Krafte und elektrostatische
Wechselwirkungen), daher ist die Bindung reversibel und nicht sehr stabil. Die Starke der
Anbindung des Antikorpers an ein einzelnes Epitop wird auch als Affinitat des Antikorpers
beschrieben und wird durch die Aminosdure-Komposition des Epitops und Paratops
bestimmt. Eine hohe Affinitat korreliert hierbei mit einer hohen Spezifitat des Antikorpers. Als
Aviditat wird die Summe der Affinitaten aller Antikérper, welche an Epitope des Antigens
binden, bezeichnet (Hewitt, 2011).

Die Klonalitat des Antikorpers beschreibt die Abstammung des Antikoérpers und ist in der
Verwendung ein wichtiger Faktor. Polyklonale Antikérper entstammen aus vielen
verschiedenen B-Lymphozyten-Klonen, welche zwar alle dasselbe Zielprotein erkennen,
jedoch an unterschiedlichen Epitopen anbinden sowie gegebenenfalls auch andere dhnliche
Epitope in anderen Proteinen detektieren (geringe Spezifitdt) (Nelson, 2000). Durch die
Mischung verschiedener Antikorper mit verschiedenen Ziel-Epitopen ist es nicht moglich die
Kreuzreaktivitdt mit anderen Proteinen genauer zu charakterisieren, sodass diese Antikdrper
durch ihre Unspezifitat vor allem fiir die Immunhistochemie und Western Blot nicht praferiert
werden. Zudem haben diese Antikorper eine starke Variabilitat von Lot-zu-Lot (Lot entspricht
einer Einheit, die gleichzeitig wahrend der Produktion erstellt wurde). Aufgrund der
verschiedenen Epitope haben die Antikorper eine hohe Sensitivitdt gegeniiber geringsten
Mengen des Antigens; es liegt aber nur eine geringe Spezifitdt gegenliber dem Epitop vor, da
mehrere Epitope erkannt werden. Die Herstellung dieser Antikorper ist kostenglinstig und
schnell. Jedoch werden bei jedem neu immunisierten Tier andere Antikorper hergestellt,

sodass die Vergleichbarkeit gering ist (Busby et al., 2016). Monoklonale Antikorper werden
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von B-Lymphozyten produziert, welche alle auf einen einzigen B-Lymphozyten Klon
zuriickgehen (Monoklonalitat). Dies garantiert, dass die Antikorper alle gegen das gleiche
Epitop gerichtet sind und auch die unspezifischen Interaktionen des Antikérpers identisch
sind. Eine vollstandige Charakterisierung des Antikdrpers ist so moglich. Bei
immunhistologischen Farbungen kann somit zwischen spezifischen und unspezifischen
Farbungen des Antikorpers unterschieden werden. Die Verwendung von monoklonalen
Antikorpern ist vor polyklonalen Antikérpern bevorzugt, da hier eine geringere Variabilitat und
Kreuzreaktivitat zu erwarten ist. Durch die Erstellung von Hybridoma-Zellen zur Produktion
der monoklonalen Antikorper ist die Produktion des Antikérpers (nahezu) unendlich. Jedoch
neigen Hybridoma-Zellen zu Mutationen, sodass die produzierten Antikorper im Laufe der Zeit
potenziell Verdanderungen aufweisen kénnen (Kromenaker and Srienc, 1994). Die Herstellung
der monoklonalen Antikorper ist im Vergleich zu polyklonalen Antikérpern langwieriger und
teurer, zudem ist die Sensitivitat des Antikoérpers geringer, da nur ein Epitop erkannt wird
(Peters et al.,, 1990). Eine weitere Moglichkeit ist die Generierung von rekombinanten
Antikorpern. Diese Antikérper werden biotechnologisch erstellt, indem die gewiinschte
Antikorper-Gensequenz in ein Expressionsvektor einer Zelle eingebracht wird und diese
daraufhin exakt diesen Antikérper monoklonal exprimiert. Die gewlinschte Gensequenz muss
durch Sequenzierung oder andere bioinformatische Methoden gefunden werden. Bei einer
Sequenzierung werden zumeist traditionelle monoklonale Antikorper verwendet. Dies zieht
zundchst mehr Arbeitsaufwand bei der Erstellung und Sequenzierung monoklonaler
Antikorper mit sich. Jedoch haben rekombinante Antikérper den Vorteil der sehr hohen Lot-
zu-Lot Konsistenz, Skalierbarkeit der Expression in der Zellkultur, die Moglichkeit zur
Verdanderung der Gensequenz und eine geringere Gefahr der Sequenz-Mutation im Vergleich
zu monoklonalen Antikorpern (Andreeff et al., 1985; Bartal and Hirshaut, 1987; Bradbury et
al., 2018; Hanack et al., 2019; Y. Li et al., 2018).
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1.2.3 Antikorper Herstellung im Labor

Wie zuvor beschrieben, sind monoklonale Antikérper die praferierte Quelle fir primare
Antikorper in der Immunhistochemie, sowie fiir vielen weitere biologische Methoden (z.B.
Western Blot). Die Generierung von Antikorpern im Allgemeinen erfolgt zumeist durch
Immunisierung von Versuchstieren (Maus oder Kaninchen) mit dem Zielpeptid, welche im
Folgenden Antikorper gegen dieses Zielpeptid generieren. Der Antikorper kann direkt aus dem
Serum des Versuchstiers gewonnen werden, sodass polyklonale Antikérper gegen das
Zielprotein vorliegen. Es kdnnen jedoch auch B-Lymphozyten der immunisierten Tiere isoliert
und immortalisiert werden. Diese Zellen werden durch mehrere Subklonierungen bis zum
Ursprung aus einer B-Zelle (daher monoklonal) selektiert, die spezifischen Eigenschaften des
Antikorpers der B-Zelle werden evaluiert und die immortalisierten B-Lymphozyten werden zur
Produktion der monoklonalen Antikorper weiter verwendet.

Zur Generierung dieser monoklonalen Antikorper wird seit der ersten Erwahnung 1975 von
Kohler et al. die Hybridoma-Technologie verwendet (G. Kéhler 1975). Hierbei wird Mausen
das Zielprotein (Antigen) sowie zusatzliches Adjuvants zur Verstarkung der Immunantwort
injiziert. Durch die Injektion von Antigen und Adjuvant kommt es zu einer Immunantwort und
somit zur Antikorper-Generierung gegen das verwendete Antigen. Nach zwei Wiederholungen
der Immunisierung (Boost) zur Erhéhung der Menge an gebildetem Antikorper wird der Maus
die Milz entnommen. Die Milz wird im folgenden Schritt zerkleinert, sodass unter anderem
die enthaltenen B-Lymphozyten frei gelegt werden und mit den Myelomazellen X63AG8.653
mittels Polyethylengylcol fusioniert werden kdnnen. Hierbei entstehen unter anderem
Hybridoma-Zellen als eine Fusion aus B-Lymphozyten und Myelomazellen, sowie
Fusionierungen aus nur Myelomazellen oder B-Lymphozyten und nicht-fusionierte Zellen. Zur
Selektion der entstandenen Fusionszellen und aller Nebenprodukte wird das Hypoxanthin-
Aminopterin-Thymidin (HAT) Medium verwendet. Dieses Medium nutzt die Eigenschaft, dass
Myelomazellen defizient flir das Enzym Hypoxanthin- Guanin- Phosphoribosyltransferase
(HPGRT) sind, welches zur Synthese von Hypoxanthin und Thymidin im ,salvage pathway” in
der DNA-Synthese bendtigt wird. Das Aminopterin des HAT-Mediums blockiert in den
Myelomazellen die ,,de novo” Synthese der DNA. Durch die HPGRT-Defizienz kbnnen aber
auch dber den ,salvage pathway” keine DNA-Bausteine generiert werden woraufhin die Zelle
stirbt. B-Lymphozyten hingegen besitzen das HPGRT-Enzym, sind aber als isolierte primare

Zellen im unfusioinierten Zustand nicht lange Uberlebensféhig. Nur durch eine Fusion aus
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Myeloma- und B-Zelle entsteht eine Hybridomazelle, welche langfristig Gberleben kann und
eine Selektion mit HAT-Medium Uberlebt, da das HPGRT-Enzym in der Zelle durch die Fusion
vorliegt (Abbildung 2). Nach etwa einer Woche wird der Uberstand der Zellkultur der
Hybridomazellen verwendet, um auf spezifische, ins Medium sezernierte, Antikérpern gegen
das Zielantigen zu testen. Hierbei wird die ELISA-Methode (enzyme-linked immunosorbent
assay) verwendet, wobei das Zielantigen am Boden der Testplatte Gber Avidin fixiert wird und
der Zelliiberstand hinzugegeben wird. Die angebundenen Antikérper werden nun durch einen
sekundaren Antikorper detektiert, welcher mit der Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Bei
Anbindung des Antikorpers sollte bei Zugabe des Substrates Luminol ein Farbumschlag
stattfinden, welcher nun ausgelesen und quantifiziert werden kann. Durch die Quantifizierung
der vorhandenen Antikorpermengen im Zelliberstand kann fiir jeden Hybridomaklon
Riickschliisse auf die Effektivitat der Klonierung und der daraus folgenden
Antikorperproduktion geschlossen werden und besonders effiziente Hybridomazellen durch
Vereinzelung in eine monoklonale Kultur gebracht werden und weiter kultiviert werden. Diese
Methode wird nun vor jedem Subkultivierungsschritt wiederholt, sodass letztendlich nur
monoklonale Klone mit hoher und vor allem spezifischer Antikdrperproduktion tbrigbleiben

sollten.

B-Lymphozyten; Hybridoma-Zellen: Myeloma-Zellen:
- Kein Uberleben » Uberleben - Kein Uberleben
- nicht immortalisiert - HPGRT-Enzym vorhanden - Immortalisiert
< Immortalisiert - Aminopterin hemmt die de
novo Synthese von Nukleotiden
HPGRT-Defizienz verhindert

“salvage-pathway” Synthese
von Nukleotiden

Abbildung 2: Effekt des HAT-Selektionsmediums auf die verschiedenen vorliegenden Zellen nach der Fusionierung:

Nach der Fusionierung konnen fusionierte Hybridoma- Zellen sowie unfusionierte B-Lymphozyten oder Myeloma-Zellen
vorliegen. Jedoch liberleben nur Hybridoma-Zellen langfristig in HAT-Medium, da nur diese Zellen sowohl immortalisiert sind
als auch das HPGRT-Enzym zu Nukleotidsynthese besitzen
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Leider ist diese Methode zwar verlasslich, jedoch nicht sehr effizient in der Generierung von
spezifischen Antikérper-produzierenden Klonen. Daher wurden weitere Optimierungen der
Methode etabliert, wie das B-Zell Panning. Beim B-Zell Panning findet eine positive Selektion
fir solche B-Lymphozyten statt, welche Antigen-spezifische Antikorper produzieren, sodass
die Fusionierung effizienter wird und mehr Hybridoma-Klone generiert werden, welche den
gewiinschten Antikérper produzieren (Wysocki and Sato, 1978). Hierfur werden die Milzzellen
nach Entnahme aus der Maus und Vereinzelung der Zellen auf eine Platte gegeben, an welche
zuvor das Zielantigen angebunden wurde. Da die B-Lymphozyten ihre produzierten Antikérper
(zeitweise) auf der Oberflache tragen, binden somit nur solche B-Lymphozyten an, welche
zum Antigen passende Antikérper produzieren. Nicht-bindende B-Lymphozyten werden
weggespult. Die Haufigkeit der Waschschritte steigert die Selektivitdit und Aviditat
(Bindungsstarke) der nun noch angebundenen Antikdrper. AnschlieBend werden die noch
gebundenen Antikérper abgelost und fir die Fusionierung wie zuvor beschrieben

weiterverwendet.

1.2.4 Stabilitdt von Antikdrpern

Antikorper sind Proteine, welche die Fahigkeit haben, spezifisch an andere Zielproteine zu
binden. Wie alle Proteine zerfallen sie mit der Zeit und ihre spezifischen
Bindungseigenschaften verandern sich oder gehen ganz verloren. Aus diesem Grund haben
Antikorper nur eine gewisse Haltbarkeit. Nur innerhalb dieses Zeitraums kann ein Hersteller
die Funktionsfahigkeit des Antikorpers garantieren, dies bestimmt die Mindesthaltbarkeit des
Antikorpers. Diese ist vor allem durch die garantierte Intaktheit des Antikorpers selbst
bestimmt, jedoch kdnnen auch weitere Faktoren Einfluss auf die Funktonalitat des
Antikorpers in der Anwendung haben. Hierbei hat unter anderem die Antikorper-
Konzentration Einfluss auf die Stabilitdit und Haltbarkeit des Antikdrpers in Losung
(Hernandez-Jiménez et al., 2018; Ishii et al., 2015) . Auch der verwendete Verdinnungspuffer
kann einen hohen Einfluss auf die Stabilitdt des Antikorpers liber die Zeit haben, da manche
Zusatze (wie Bovines Serum Albumin) stabilisierend auf Antikdrper wirken (Chavez et al.,
2016; Pandit et al., 2022). Ziel ist hierbei, einen Verdiinnungspuffer zu erstellen, welcher in
der Anwendung den Antikdrper in Losung bringt, die Degradation des Antikorpers bis zur
Verwendung verhindert und einen Probenverlust bzw. eine unspezifische Bindung mit
anderen Proteinen verhindert. Hierbei wird ein Puffer verwendet, meist eine Phosphat-

gepufferte  Salzlosung (phosphate-buffered saline, PBS) oder ein TRIS-Puffer
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(Tris(hydroxymethyl)ainomethan). Des Weiteren wird zur verbesserten Durchdringung des
Gewebes ein Detergens (z.B. Tween-20) oder Losungsmittel (z.B. Dimethylsulfoxid (DMSO))
verwendet (Abcam, 2024a). Um den Probenverlust zu vermindern und die Proteinstabilitat zu
erhohen, wird zudem ein Tragerprotein verwendet (z.B. Serum) (Roohi, 2006). Die Quelle des
Serums unterscheidet sich: mogliche Quellen sind Eselserum, Ziegenserum, Bovines
Serumalbumin (BSA) oder fetales Kalberserum (FCS), welche sich in Qualitat und Preis zum
Teil unterscheiden. Zur Konservierung werden haufig noch Biozide wie Natriumazid hinzu
gegeben (Walls and Loughran, 2017). Zur besseren farblichen Unterscheidung wird haufig ein
griiner Farbstoff zugegeben (Abcam, 2024b; Carl Roth, 2024). Der pH-Wert liegt meist bei pH
7-8 (Chang and Lamm, 2003).

Die Verdunnungspuffer werden zumeist nicht vom Anwender selbst hergestellt, sondern

fertig von Firmen gekauft, um so ein standardisiertes Produkt zu erhalten. Dies ist jedoch im

Anbetracht der geringen Komplexitat der Pufferzusammensetzung sehr teuer. In

Tabelle 1 ist die Zusammensetzung kommerziell erwerblicher Verdiinnungspuffer gelistet:

Tabelle 1: publizierte Inhaltsstoffe kommerzieller Antikdrper Verdinnungspuffer fir die Immunhistochemie

Thermo Fisher | Sigma Aldrich Carl Roth Abcam PTwH PTwH
IHC Select
CytoVista™ Antibody
Antikorper- Antibody
Antibody Diluent Corning Rezept | Corning Rezept
Diluent griin Diluent
Dilution Buffer Solution,
prediluted
V11305 21544-M 0070.1 ab64211 online Rezept | Online Rezept
PBS ja ja - - ja ja
Puffer

TRIS - - ja ja - -

Zuganglichkeit | Tween-20 0,2% 0,2% - 0,2% 0,2%
Wahrscheinlich
Gewebe DMSO 50% - - 50% 50%
Heparin ja - - Wahrscheinlich 0,001 % 0,001 %

Tragerprotein | Eselserum 3,0% - - Wahrscheinlich 3,0% -

BSA - - - - 1,5%
ProClin
- 01% - - - -
Biozid 300

NaN3 - - ja 0,05 % 0,05 % 0,05 %

Farbstoff - - ja ja - -

pH 7,7 unbekannt 7,4 7,0 unbekannt unbekannt
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Im Anwendungsvergleich zeigen die Verdiinnungspuffer der verschiedenen Hersteller jedoch
teilweise sehr unterschiedliche Ergebnisse. Das lasst vermuten, dass noch weitere
Inhaltsstoffe enthalten sind, welche unterhalb der noch anzugebenden Menge sind. Eine
chemische Analyse des Puffers von Carl Roth und Dako zeigte hierbei die Anwesenheit von
Caprylsaure (siehe Anhang, Abbildung 61 und Abbildung 62), eine Literaturanalyse verwies auf
die mogliche Verwendung von Zuckern, wie zum Beispiel Glucose, Sorbitol oder Trehalose

(Bhambhani et al., 2012).

1.3 Immunhistochemie

1.3.1 Prinzip

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine seit langem etablierte Methode, jedoch ist sie auch heute
noch eine der wichtigsten Methoden in der Biologie sowie Medizin (Coons et al., 1941).
Aufgrund ihrer hohen Zuverlassigkeit und Sensitivitat wird diese Methode auch heute noch
als Goldstandard zur Diagnostik und Grundlagenforschung verwendet. Sie hat den Vorteil,
dass sowohl die Prasenz als auch die Lokalisation eines Proteins in situ detektiert werden kann.
Bei Verwendung von Fluorophoren konnen zudem mehrere Antikérper zeitgleich am Schnitt
verwendet werden und so die raumliche Prasenz mehrerer Zielproteine gleichzeitig analysiert
werden (Ramos-Vara and Miller, 2014).

Das Prinzip der Immunhistochemie ist die direkte oder indirekte Detektion des Zielproteins im
fixierten Gewebe oder Zellen durch Antikérper, welche durch ein Detektionssystem
visualisiert werden. Hierbei wird das Gewebe in sehr dinne Scheiben (Schnitte)
aufgeschnitten. Durch die Behandlung mit Hitze und entsprechenden Puffern werden die
Zielproteine zuganglich gemacht (siehe 1.3.3 Antigen-Demaskierung). Bei der direkten
Methode wird ein markierter Antikérper (z.B. mit einem angekoppelten Enzym oder
Fluorophor) zugegeben, welcher das Zielprotein detektiert und durch die Markierung direkt
visualisiert. Bei der indirekten Methode ist der Antikoérper, welcher gegen das Zielprotein
gerichtet ist, nicht markiert. Es braucht hier einen sekundaren Antikorper, welcher gegen die
Ursprungsspezies des primaren Antikorpers gerichtet ist und nun entweder ein Fluorophor
oder héaufiger ein Enzym angekoppelt hat. Dieser sekundare Antikorper kann nun durch
Zugabe des Enzymsubstrats bzw. des entsprechenden Lichts aktiviert werden und visualisiert

werden (Janardhan et al., 2018).
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Die indirekte Nachweismethode ist die am haufigsten verwendete Methode, da hier keine
Markierung aller verwendeter Primarantikdrper notwendig ist, sondern kostenglinstigere
gekoppelte sekundare Antikoérper verwendet werden kénnen und individuell zusammen
gestellt werden konnen. Bei der EnVision Methode sind sowohl der sekundare Antikérper
(gerichtet gegen die Spezies des primdren Antikorpers) sowie mehrere Enzyme bzw
Fluorophore an ein Polymer-Riickgrat gekoppelt sodass es bei der Anbindung des sekundaren
Antikorpers an den primdren Antikérpers es zur Umsetzung einer GroRzahl an
Enzymsubstraten und somit chromogenem Signal kommt bzw. bei Fluorophoren eine Vielzahl
an Fluorophoren aktiviert werden und es so zu einer Signalverstarkung kommt (Abbildung 3)

(Hewitt, 2011; Wiedorn et al., 2001).

Enzym/
Fluorophor

Enzym/ —

Fluorophor

Enzym/
Fluorophor

Direkter Nachweis Indirekter Nachweis Indirekter Nachweis,
EnVision Methode

Abbildung 3: Vergleich der Nachweismethoden in der Immunhistochemie:

Das Zielprotein (Blau) wird tber ein spezifisches Epitop von einem priméaren Antikorper (Griin) detektiert. Bei der direkten
Nachweismethode ist an den primaren Antikorper direkt das Enzym oder Fluorophor (Rot) gekoppelt, welches bei Zugabe
des Enzymsubstrats bzw. entsprechender Wellenldnge des Lichts zu einer farblichen Detektion fuihrt. Beim indirekten
Nachweis wird das Enzym/Fluorophor an einen sekundéren Antikorper (Orange) gekoppelt, der sekundare Antikérper
detektiert den primaren Antikorper anhand seiner Ursprungsspezies. Beim indirekten Nachweis mit der EnVision Methode
ist an den sekundaren Antikérper ein Polymer-Riickgrat (Schwarz) mit vielen Enzymen/Fluorophoren angekoppelt, sodass
eine Signalverstarkung der enzymatischen Umsetzung des Enzymsubstrats bzw. bei entsprechender Wellenldnge des Lichts
stattfindet.
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1.3.2 Formalin-Fixierung

Zur Konservierung von Geweben und Zellen wird zumeist auf die Formalin-Fixierung
zurlickgegriffen. Die Fixierung mit Formalin verursacht eine Kreuzvernetzung der Proteine.
Hierbei bindet Formalin an die Aminosaduren Lysin, Tyrosin, Asparagin, Tryptophan, Histidin,
Arginine, Cystein und Glutamin und verursacht eine Kreuzvernetzung durch Methylenbriicken
und Bricken tber Schiff’'sche Basen (Dapson, 1993). Dies verursacht eine Stabilisierung der
Primdr- und Sekundarstruktur der Proteine. Jedoch wird die Tertiar- und Quartarstruktur
dadurch verandert, sodass zur Freilegung der Antigene die Formalin-Fixierung durch die
Antigen Demaskierung teilweise rickgangig gemacht werden muss (siehe Kapitel 1.3.3
Antigen-Demaskierung). Da die Fixierung durch Formalin ein langsamer Prozess (1 mm/h) ist,
muss die Fixationszeit ausreichend lang sein. Sie darf aber nicht zu lang sein: Bei einer
Uberfixierung des Gewebes findet eine zu starke Kreuzvernetzung der Proteine statt, sodass
Antigene flr Antikorper unerkennbar werden (Hayat, 2002). Wird die minimal notwendige
Fixierungszeit jedoch nicht eingehalten, ist die Fixierung im Inneren des Gewebestilicks nicht
vollstandig abgeschlossen und die Farbung durch die Immunhistochemie kann Artefakte wie
Farbungsgradienten, falsch-positive Ergebnisse oder Gewebeschadigung durch die Antigen
Demaskierung zeigen (Hewitt, 2011).

Durch die Formalin-Fixierung wird das Gewebe bzw. die Zellen in ihrer Form und Struktur
erhalten, jedoch wird durch die Kreuzvernetzung der Proteine die Stabilitat und Haltbarkeit
erhoht. Durch die Fixation wird die Degradation durch Inaktivierung zellulire Enzyme

verhindert (Hayat, 2002).
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1.3.3 Antigen-Demaskierung

Die Antigen Demaskierung ist ein wichtiger Schritt in der Vorbereitung zur
immunhistologischen Farbung, da durch die Formalin-Fixierung Kreuzvernetzungen der
Proteine stattgefunden haben, welche auch Antigene (bzw. die Epitope) verdecken kdnnten.
Daher werden die Proben entweder enzymatisch oder durch Hitze demaskiert, sodass die
Kreuzverbindungen aufgebrochen und die Antigene (Epitope) wieder zuganglich gemacht
werden.

Bei einer Demaskierung durch Enzyme (enzymatisch induzierte Antigen-Demaskierung)
werden durch Proteinverdau mittels Trypsin, Proteinase K, Pronase, Ficin oder Pepsin die
Proteine und somit auch Kreuzvernetzungen unspezifisch verdaut, wobei Zeit, Temperatur
und pH-Wert Einfluss auf die Intensitdat der Demaskierung haben (Battifora and Kopinski,
1986; Miettinen, 1989; Pinkus et al., 1985). Das Problem der enzymatischen Demaskierung ist
jedoch die Gefahr der Zerstorung der Gewebemorphologie oder der Epitope (Orddiiez et al.,
1988).

Heute wird haufiger die hitzeinduzierte Epitop- Demaskierung verwendet. Hierbei wird der
Vorgang der Kreuzvernetzung durch hohe Hitze oder alkalische Hydrolyse zum grof3en Teil
reversibel gemacht, die genauen mechanistischen Vorgange sind noch unbekannt (Krenacs et
al., 2010). Durch die Behandlung liegen die Primar- und Sekundarstruktur der Proteine wieder
in der urspriinglichen Form vor, die Tertiar- und Quartarstruktur kann durch die Behandlung
verdandert werden. Dies ist selten ein Problem da die meisten Antikérper, die in der
Immunhistochemie verwendet werden, auf lineare Epitope abzielen (Bogen et al., 2009;
Fraenkel-Conrat et al., 1947; Sompuram et al., 2006).

Zur hitzeinduzierten Epitop- Demaskierung wird meist ein Autoklav verwendet, da hier eine
gleichméaBige, hohe (>100° C) Temperaturverteilung garantiert ist, anders als bei der
Verwendung einer Mikrowelle oder eines Wasserbads (Kanai et al., 1998; Pileri et al., 1997;
Shi et al., 1991). Die Gewebeschnitte werden hierbei in einem Puffer gelagert, welcher meist
ein Citratpuffer mit einem pH-Wert von 3-8 ist. Je nach Antigen muss der optimale pH-Wert
ausgetestet werden, es kann nicht genau vorhergesagt werden welcher pH-Wert fiir das

jeweilige Antigen und Antikorper optimal ist (Morgan et al., 1994; Shi et al., 1997).
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1.3.4 Erstellung von Gewebe-Mikroarrays

Gewebe-Mikroarrays (engl. Tissue-Microarray, TMA) sind eine Weiterentwicklung des
klassischen Gewebeblocks aus FFPE-Gewebe und wurde erstmals durch Kononen et al. 1998
beschrieben (Kononen et al., 1998). Bei dieser Methode werden kleine Stanzen verschiedener
Gewebe- oder Zelllinienblocke in einen neuen Paraffin-Block transferiert, sodass der erstellte
Mikroarray letztendlich eine Sammlung vieler verschiedener Gewebeausschnitte darstellt,
welche auf Protein-, DNA- oder RNA-Ebene untersucht werden kénnen (Torhorst et al., 2001).
Eine Zusammenstellung von bis zu 1.000 Gewebestiicken pro Block zu erstellen und
gleichzeitig in einem Schnitt zu analysieren (Mirlacher and Simon, 2010).

Entsprechend des Papers von Mirlacher und Simon werden zur Erstellung eines TMA zunachst
durch eine Hohlnadel von zumeist 0,6mm (bis zu 2mm Durchmesser) ein Stiick FFPE-fixiertes
Gewebe (,Stanze”) aus dem Donorblock entnommen. Dieses Stiick Gewebe wurde nun in
einen neuen Rezipienten-Paraffinblock, welchem zuvor ein entsprechendes Stiick Paraffin
entnommen wurde, eingefihrt. Durch Andricken der eingefiihrten Stanzen, sowie
abschlieBender Inkubation fiir 10 Minuten bei 40° C werden die Stanzen mit dem Paraffinblock
verbunden. Der erstellte TMA-Block kann nun, wie ein normaler Paraffin-Block, bei
Raumtemperatur mit einem Mikrotom geschnitten und regular wie ein GroRschnitt flr die
Immunfarbung verwendet werden. Mittels der zugewiesenen Koordinaten auf dem TMA kann
die entsprechende Stanze einem Patienten zugeordnet werden (Mirlacher and Simon, 2010).
Aufgrund der geringen GewebsgroRe ist es hierbei relevant, dass ein Pathologe im Gewebe
relevante Gewebsbereiche markiert, sodass Stanzen aus dem gewinschten Bereich

entnommen werden kénnen.

1.4 Qualitatsparameter der Immunfarbung

1.4.1 Qualitat des Antikdrpers (Stabilitat, Einflussfaktoren, Vorgehen)

Antikorper werden spezifisch gegen ein Antigen erstellt und, bei monoklonalen Antikérpern
durch Subklonierung, nach den besten Farbe- und Bindungseigenschaften in den erwiinschten
Methoden (z.B. IHC, Western Blot) selektiert. Hierbei ist es wichtig, dass der Antikorper in der
Immunhistochemie eine spezifische Farbung fir das Zielprotein moglichst ohne
Hintergrundfarbung zeigt. Im Western Blot sollte nur das Zielprotein als eine einzige Bande
bei erwarteter Grofle des Zielproteins erkannt werden bzw. beobachtete Nebenbanden

sollten durch Isoformen etc. erklarbar sein (siehe 4.5 Antikorper-Validierung 1: Western Blot,
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4.6: Antikorper-Validierung 2: Kreuzreaktivitdt). Daher ist es essenziell, neu erworbene bzw.
generierte Antikorper auf ihre Eigenschaften zu testen (siehe 1.5 Validierung von
Antikorpern).

In der Anwendung der Antikorper in der Immunhistochemie ist nach einer erfolgreichen
Testung der Farbeeigenschaften auch das Handling mit dem Antikdrper ausschlaggebend fir
eine verldssliche Farbung. Es wurde zuvor in der Literatur und wird auch in dieser Dissertation
dargestellt, dass die Lagerungsbedingungen der Antikorper einen starken Einfluss auf die
Funktionalitdt des Antikorpers haben (0 Haltbarkeit von Antikdrpern, Kukis et al., 1999;
Michaut et al., 2014). Eine Lagerung der Antikérper bei zu geringer Temperatur fiihrt zu einer
schnelleren Degradation der Antikorper, wiederholtes Auftauen der Antikorper hat weitere
negative Effekte auf die Haltbarkeit der Antikorper. Eine Mindesthaltbarkeit der Antikorper ist
somit zwar durch jeden Hersteller angegeben, jedoch fiihrt eine unsachgemaRe Lagerung und
Handhabung zu einer verfriihten verminderten Leistung. So wird von Herstellern eine
Lagerung in Aliquots des unverdinnten Antikérpers empfohlen, sodass wiederholtes
Auftauen vermieden werden kann (Abcam, 2024c; Cell Signaling, 2024). Eine Lagerung in
unverdinnter Form ist zudem zu empfehlen, da ein Ausfallen des Antikérpers bei zu geringer
Proteinkonzentration ein bekanntes Problem ist (GroRRhans et al., 2019). Alternativ kann die
Zugabe von BSA (Bovinem Serum Albumin) als Stabilisierungsprotein dieses Problem mindern
(Chavez et al., 2016; Pandit et al., 2022). Dies ist jedoch nicht fiir jede Antikorper-Anwendung
moglich, sodass auch BSA-freie und somit Temperatur-sensitivere Antikorper auf dem Markt

sind.

1.4.2 Qualitdt des Farbeprotokolls

Ein weiterer wichtiger Punkt in der Verwendung von Antikérpern zur immunbhistologischen
Farbung ist das Farbeprotokoll. Wie auch im Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums
Eppendorf liegen oft etablierte Farbeprotokolle vor, welche fir die jeweilig verwendeten
Antikorper im jeweiligen Labor optimiert sind. Da die Immunhistochemie an sich eine recht
einfache, aber Fehler-empfindliche Methode ist, ist es hierbei wichtig, dass das Farbeprotokoll
mit Sorgfalt erstellt, notfalls angepasst und durchgefihrt wird, um so vergleichbare Ergebnisse
zu erhalten.

So muss fir jeden Antikorper spezifisch der optimale pH-Wert des Demaskierungspuffers

wahrend der hitzeinduzierten Antigen-Demaskierung, sowie die Verdiinnung des Antikorpers
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getestet und optimiert werden. Beide Faktoren fiihren bei Nichtoptimierung zu verfalschten
Farbeergebnissen aufgrund von unspezifischer oder falsch negativer Farbung.

Bei Verwendung des falschen pH-Werts des Demaskierungspuffers werden Epitope des
Zielproteins nicht ausreichend frei gelegt oder zerstort und der Antikorper kann anschlieRend
nicht an das Zielepitop binden. Durch falsch gewdhlte Demaskierungspuffer kann es so zu
unspezifischen Bindungen des Antikorpers im Gewebe kommen, da Epitope nicht in ihrer
erwarteten Form vorliegen (Morgan et al., 1994; Ramos-Vara, 2005; Shi et al., 1997).

Auch die Verdiinnung des Antikorpers hat einen starken Effekt auf das Farbeergebnis: bei zu
geringer Konzentration des Antikdrpers kommt es zu einer Abwesenheit der Farbung, bei
einer zu hohen Konzentration zu einer unspezifischen Bindung des Antikérpers an weitere
Proteine neben dem Zielprotein (Ausserwoger et al., 2022; GrofRhans et al., 2019).

Wie in dieser Dissertation gezeigt, hat auch der Verdinnungspuffer des Antikdrpers selbst
einen grolRen Einfluss auf das Farbeergebnis (4.2 Einfluss der Puffer-Zusammensetzung auf die

immunhistologische Farbung).
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1.4.3 Qualitdt des Gewebes

Ein weiterer wichtiger Faktor bei der Immunhistochemie ist die Auswahl des Gewebes. Je nach
Aufbereitung, Konservierung, Lagerung und Verwendung des Gewebes kann es auch hier zu
Farbeartefakten kommen.

Gerade bei frischen Gewebeproben ist eine schnelle Aufbereitung des Gewebes relevant, da
es schon nach kurzer Zeit zur Degradierung im Gewebe kommen kann (Bhoyar et al., 2024;
McClatchy et al., 2020; Zimmermann et al., 2008). Eine schnelle Lagerung des Gewebes in
Formalin (zur Formalin-Fixierung) oder flissigem Stickstoff (zur Kryokonservierung) ist daher
essenziell. Auch anschlieBend muss die Lagerung des Gewebes garantieren, dass eine
Degradierung von Proteinen und DNA/RNA verhindert wird. So ist eine Lagerung bei — 80 °C
zur Kryokonservierung zu empfehlen. Eine Lagerung der Formalin-fixierten Gewebeproben ist
nach Durchlaufen des Entwasserungsprozesses durch eine aufsteigende Alkoholreihe und
Einbetten in Paraffin bei Raumtemperatur moglich. Das so konservierte Formalin-fixierte
Paraffin-eingebettete Gewebe (FFPE-Gewebe) wird flir die Verwendung in Scheiben
geschnitten, entparaffiniert und mittels aufsteigender Alkoholreihe gewassert. Erst jetzt ist
das Gewebe wieder fiir wasserbasierte Demaskierungspuffer (siehe 1.4.2 Qualitat des
Farbeprotokolls) zugédnglich und kann gemaR dem Farbeprotokoll verwendet werden.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die konkrete Auswahl des verwendeten Gewebes. Soll der
Antikorper auf seine Funktionalitat fir zum Beispiel eine Validierung getestet werden, ist es
essenziell, dass Proben mit gesicherter Expression des Zielproteins verwendet werden. Hierzu
ist gegebenenfalls eine Literaturrecherche notwendig, um entsprechende Gewebe aus dem
Normalgewebe oder Tumore auswahlen zu kénnen. Alternativ kann auf FFPE-aufbereitete
Zellen zurlickgegriffen werden. Es kann sich hierbei um Zellen aus Patienten (z.B. Aszites,
zirkulierende Tumorzellen aus dem Blut) oder um Zelllinien handeln. Die Anwendbarkeit von
Zelllinien in der Immunhistochemie zur Validierung von Antikérpern soll in dieser Dissertation
genauer erortert werden (4.5 Antikorper-Validierung 1: Western Blot, 4.7 Antikorper-
Validierung 3: Vergleich der mRNA-Expression in Zelllinien). Je nach Anwendung und Protokoll
ist es in allen Fallen notwendig, Negativ- sowie Positivkontrollen mit einer garantierten
Abwesenheit und Anwesenheit des Zielproteins zu verwenden. Dies kann im Falle von
Zelllinien auch durch knock-out/knock-down bzw. knock-in/Uberexpression des Proteins

erfolgen (EuroMAbNet, 2024).
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1.5Validierung von Antikorpern

1.5.1 Antikorper als Medizinprodukte

Wie zuvor beschrieben, ist eine genaue Leistungsdiagnostik fiir Antikorper, welche in der
Diagnostik verwendet werden und somit unter die Regulation der in-vitro Diagnostik (IVDR)
fallen, zwingend notwendig (Europdisches Parlament and Rat der Europaischen Union, 1998).
Mit dieser Leitungsdiagnostik soll die spezifische und unspezifische Farbung eines jedes
Antikorpers erfasst werden, welcher in der Diagnostik verwendet wird. Nur so kénnen
reproduzierbare und vor allem vertrauenswirdige Ergebnisse durch die Antikdrper generiert
werden. Fehldiagnosen oder falsche Verlaufsprognosen von Erkrankungen aufgrund
unspezifischer Farbung von Antikorpern sollen somit vermieden werden, eine zielgerichtete
Anwendung von therapeutischen Antikorpern ist nur mit so gepriften Antikérpern
gewahrleistet (Ausserwoger et al., 2022; Gown, 2016; Rimm et al., 2014; Sturgeon and Viljoen,

2011; Uhlen et al., 2016).

1.5.2 Verfahren zur Validierung von Antikdrpern

Bei der Anwendung von Antikérpern fiur die Immunhistochemie, wie aber auch fir alle
anderen Antikorper-basierten Methoden, ist eine vollstandige Validierung der verwendeten
Antikorper essenziell. Hierbei soll durch die Verwendung von unterschiedlichen Strategien
verschieden Aspekte der AntikOrper-Eigenschaften getestet und die Funktionalitat des
Antikorpers in jeder geplanten Methode bestatigt werden.

Eine hadufig verwendete Strategie ist die Testung des Antikorpers in der Immunhistochemie
und dem Western Blot. So werden die Detektionseigenschaften (ber der spezifischen
Lokalisation des Zielproteins im Gewebe in der Immunhistochemie und der Uberpriifung des
Proteins lGiber dessen Grofse im Western Blot getestet. Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass
bei diesen beiden Assays das Zielprotein nicht im nativen Zustand vorliegt — in der
Immunhistochemie liegt das Protein nach der Formalin-Fixierung, der Paraffin-Einbettung
(FFPE) und Demaskierung im Gewebeschnitt demaskiert vor (siehe 0 Formalin-Fixierung), im
Western Blot liegt das Protein denaturiert, linearisiert und somit nur noch als Primarstruktur
vor.

Durch diese Kombination aus Uberpriifung der Spezifitit des Antikdrpers durch dessen
Lokalisation und dessen GroBe kann die unspezifische Anbindung des Antikdrpers an ein

Protein mit dhnlicher Lokalisation bzw. GroRRe recht wahrscheinlich ausgeschlossen werden.
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Dissertation ist eine systematische Analyse von Einflussfaktoren, welche die

Generierung und Validierung von monoklonalen Antikorpern beeinflussen, die mittels

Hybridoma-Technologie erstellt werden. Es werden hierbei von der Generierung bis zur

Leistungsanalyse Faktoren betrachtet, welche Einfluss auf die Spezifitat und Leistungsfahigkeit

der Antikorper haben kénnen.

In dieser Arbeit soll folgende Fragestellungen untersucht werden:

Der Einfluss der Auswahl der Peptidsequenz und deren Lokalisation im Zielprotein auf
die Generierung monoklonaler Antikérper sowie die Korrelation zwischen ELISA-
Signalintensitat und Leistungsfahigkeit der erstellten Antikorper.
Optimierungsmoglichkeiten der Hybridoma-Technologie zur Steigerung der Qualitat
und Effizienz bei der Generierung monoklonaler Antikdrper, mit besonderem Fokus
auf den Ablauf der Fusionierung und Klonierung.

Der Einfluss einzelner Komponenten eines IHC-Verdinnungspuffers auf die
Farbequalitat. Zudem wird die Reproduzierbarkeit eines kommerziell erhaltlichen
Verdinnungspuffers anhand von Literaturdaten getestet.

Die Stabilitdit von Antikérpern unter verschiedenen Lagerungsbedingungen in
konzentrierter sowie verdinnter Form sowie der Einfluss der Lagerung auf die
Leistungsfahigkeit der Antikorper.

Die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus der Immunhistochemie auf den Western
Blot, die Untersuchung geeigneter Lysatquellen sowie die Analyse potenzieller
Kreuzreaktivititen innerhalb von Proteinfamilien und zwischen verschiedenen
Spezies.

Die orthogonale Validierung immunhistologischer Ergebnisse durch RT-PCR sowie die
Uberpriifung der Anwendbarkeit von FFPE-fixierten Zelllinien-Blécken fiir diese

Validierung.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur Medien und Reagenzien

Reagenzien Hersteller Produktnummer
Accutase Anprotec AC-EZ-001/5
DMEM (Dulbecco's Modified Anprotec AC-LM-0014

Eagle's Medium ) High Glucose w/

L-Glutamine w/ Sodium Pyruvate

DMSO (Dimethylsulfoxid) Roth D2650-100ML

DPBS (Dulbecco's Phosphate Anprotec AC-BS-0002

Buffered Saline w/o Calcium)

FBS, Fetal Bovine Serum (USA Anprotec AC-SM-0017, Lot: AN-
Origin) 20050119

FCS, Fotales Kalberserum anprotec AC-SM-0027,
(hitzeinaktiviert) Lot AN-200500119
HAT-Medium Supplement Sigma-Aldrich H0262-10VL
Leibovitz L15 Medium Anprotec AC-LM-0064
Nicht-essenzielle Aminosauren Invitrogen 11140-035

PBS (Phosphate Buffered Saline) Capricorn Scientific PBS-1A
Penicillin-Streptomycin solution Anprotec AC-AB-0024

100x

Penicillin/Strepdavidin Anprotec AC-AB-0024
Pyruvat Thermo Scientific 11360039

RPMI 1640 w/ L-Glutamine w/25 Anprotec AC-LM-0053

mM Hepes




2.1.2 Zusammensetzung der Reagenzien

Reagenzien

Zusammensetzung

10 M NaOH

39,9 g NaOH in 100 mL dH,0

10 % Natriumazid

Stammldsung

1 g Natriumazid, 10 mL dH,0

2 % Agarose

Agarose in H,0O

2MDTT

DTT in H,0

2 mM EDTA-LAsung

500 mL PBS, 2 mL 500 mM EDTA-L8sung

5% FCS in PBS

500 mL PBS, 25 mL FCS, 500 pL 10 % Natriumazid-Losung

5 % SDS in PBS

SDS in PBS

500 mM EDTA-L6sung

700 mL dH,0 mit 12 g EDTA und 50 mL 10 M NaOH. AnschlieRend
auf pH 8 einstellen und auf 1000 mL mit dH,0 auffillen

Ag8-Medium

500 mL Basismedium, 5 % FCS

Avidinlosung fur ELISA-
Platten

1:100 Avidin in Carbonatpuffer (pH 9,6)

Basismedium

500 mL RPMI-Medium, 16,5 mL Stamml6sung

Biotinylierte Peptide fir
Peptidlosung flir ELISA-
Platten

Resuspension von lyophylisierten Peptiden in 990 pL dH,0, 10 pL

10 % Natriumazid-Losung

Boostlosung

Je 20 pL Peptid, 12 puL CpG-L6sung, mit PBS auf 400 uL auffillen

Goat-anti-Mouse-IgG-FC

Resuspension von lyophylisierten Peptiden in 1000 pL dH,0;
Erstellung Aliquots aus 500 pL Goat-anti-Mouse-lIgG-FC mit 500 pL
Glycerol

HAT-Medium

Basismedium, 10 % FCS, HAT Medium Supplement

Immunisierungsldsung

Je 25 pL Peptid, 15 pL CpG-Losung, 150 uL inkomplettes
Freund’sches Adjuvant, mit PBS auf 540 pL auffiillen

PBST

PBS, 0,05 % Tween-20

RPMI-Medium

500 mL RPMI-Medium, 5 % FCS, 1 % Pyruvat, 1 %

Penicillin/Streptomycin, 1 % nicht-essenzielle Aminosauren

Stammldsung

100 mL Pyruvat, 100 mL Penicillin/Streptomycin, 100 mL nicht-

essenzielle Aminosauren

Western Blot running buffer

1 Packung MES SDS Running Buffer Pulver in 1L ddH,0
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2.1.3 Reagenzien

Reagenzien Hersteller Produktnummer
Agarose Sigma-Aldrich A1296-100G
Albumin aus Rinderserum (heat Sigma-Aldrich A7030-50G
shock fraction, protease free, fatty

acid free, essentially globulin free,

pH 7, 298 %)

Alkohol 100 % CHEMSOLUTE 2211.5000
Alkohol 70 % CHEMSOLUTE 2207.5000
Alkohol 80 % CHEMSOLUTE 2203.5000
Alkohol 96 % CHEMSOLUTE 2209.5000
Ampicillin Sigma-Aldrich A5354-10ML
Antibody Diluent, Ready-to-use Agilent Dako S0809
diluent, 125 mL

Avidin aus Eiweiss, BioUltra, Sigma-Aldrich A9275
lyophilized powder, 210 units/mg

protein (E1%/280), >98% (SDS-

PAGE)

Caprylsaure ROTH 3168.1
Clarity Max Western ECL Substrate | BioRad 1705062
CpG-Oligonukleotide TIB Molbio

Dako REAL EnVision Detection Agilent Dako K5007
System, Peroxidase/DAB+,

Rabbit/Mouse

Dako REAL Peroxidase-Blocking Agilent Dako $2023
Solution

EDTA Merck 1.08418.0250
(Ethylendiamintetraessigsaure),

Triplex Il for Analysis

Formalin Solution 10 % (v/v) [(=4 % | J.T. Baker 3933.1000
w/v)] neutralized

Goat anti-Mouse IgG HRP- Jackson ImmunoResearch | 115-035-062

conjugated
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Goat anti-Rabbit IgG HRP- Jackson ImmunoResearch | 111-035-008
conjugated

Gylcerol Serva 23176.01
Hamalaunldsung sauer nach Mayer | ROTH T865.2
Inkomplettes Freud’sches Adjuvant | Sigma-Aldrich F5506

(IFA)

Kanamycin Sigma-Aldrich K0254-20ML
LB-Bouillon (MILLER) Sigma-Aldrich L3182-1KG
LB-Bouillon mit Agar (Lennox) Sigma-Aldrich L7026-100TAB
LDS Sample Buffer (4x) GenScript M000676-250
MES SDS Running Buffer Powder GenScript M00677
Milchpulver Roth T145.2
Mouse TrueBlot® ULTRA: Anti- Rockland 18-8817-30
Mouse Ig HRP

Natriumazid Sigma-Aldrich $2002
Natriumcarbonat Decahydrat Sigma-Aldrich 1.06391
Natriumhybdrogencarbonat Sigma-Aldrich S5761
Octansdure ROTH 2613.2

One Shot™ TOP10 chemisch Invitrogen C404010
kompetente E. coli

OVA-Peptide Peps4lLS

PEG 1500 Roche Diagnostics 36632100
Precision Plus Protein Dual Color BioRad 1610374
Standards

Rabbit TrueBlot®: Anti-Rabbit IgG Rockland 18-8816-31
HRP

RIPA-Lyse und Extraktionspuffer ThermoFisher Scientific 89901

S.0.C Mittel Invitrogen 15544034
SDS- Loésung, 20 % Serva 20768.03
Target Retrieval Solution, pH 7.8 Agilent Dako #S2367
Target Retrieval Solution, pH 9 Agilent Dako #51699
TMB Soluble Reagent ThermoFisher Scientific N301

Wash Buffer (20x) Dako Agilent GC807

Xylol CHEMSOLUTE 360.2500
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2.1.4 Zelllinien

Zelllinie Hersteller Produktnummer
3T3 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1658
786-0 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507649
A431 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1555
A498 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507613
A549 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507479
ACHN NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507475
ASPC-1 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1682
BT-549 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507395
CAKI-1 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507830
CCRF-CEM NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507624
COLO 205 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507653
COLO-206F Le.ibniz—lnsti.tut DSMZ-Deutsche Sammlung von ACC21
Mikroorganismen und Zellkulturen
DAUDI ATCC (American Type Culture Collection) CCL-213
DU-145 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507657
EKVX NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507838
EL-4 ATCC (American Type Culture Collection) TIB-39
H226 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507621
H322M NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507702
H460 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507705
H522 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507392
HCC2998 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507630
HCC78 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-2868
HCT 116 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507661
HCT-15 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507618
HDLM-3 NeoBiotechnologies
HEK293 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1573
Hela ATCC (American Type Culture Collection) CCL-2
HEP-G2 ATCC (American Type Culture Collection) HB-8065
HL-60(TB) NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507610
HOP62 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507343
HOP92 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507452
HS-578T NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507834
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HT29 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507605
IGR OV1 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507654
JEG3 ATCC (American Type Culture Collection) HTB-36
Jurkat Le.ibniz-lnsti.tut DSMZ-Deutsche Sammlung von ACC-282
Mikroorganismen und Zellkulturen
K-562 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507669
LOX IMVI NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507376
LS174T ATCC (American Type Culture Collection) CL-188
M14 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507468
MALME 3M NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507633
MCF-7 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507778
MDA-MB-231 | NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507354
MDA-MB-435 | NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507379
MDA-MB-453 | ATCC (American Type Culture Collection) HTB-131
MDA-MB-468 | NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507785
MIA PaCa-2 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1420
MOLT-4 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507472
NCI-H23 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507817
NCI/ADR-RES | NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507386
OVCAR-3 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507710
OVCAR-4 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507674
OVCAR-5 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507678
OVCAR-8 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 507714
PC-3 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507358
Raji ATCC (American Type Culture Collection) CCL-86
RAW ATCC (American Type Culture Collection) TIB-71
RD-ES ATCC (American Type Culture Collection) HTB-166
Rh-30 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-2061
RPMI 8226 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507641
RPMI-6410 NeoBiotechnologies
RXF 393 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507682
SCCL-MT1 NeoBiotechnologies
SEM-1 NeoBiotechnologies
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SF-268 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507457
SF-295 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507442
SF-539 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507438
SIHA ATCC (American Type Culture Collection) HTB-35
SK-BR-3 ATCC (American Type Culture Collection) HTB-30
SK-MEL-2 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507685
SK-MEL-28 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507400
SK-MEL-5 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507790
SK-OV-3 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507718
SN12C NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507689
SNB-19 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507422
SNB-75 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507821
SR NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507692
SW-1045 NeoBiotechnologies

SW-13 ATCC (American Type Culture Collection) CCL-105
SW-1353 ATCC (American Type Culture Collection) HTB-94
SW-1503 NeoBiotechnologies

SW-1949 NeoBiotechnologies

SW-1961 NeoBiotechnologies

SW-2224 NeoBiotechnologies

SW-451 NeoBiotechnologies

SW-579 ATCC (American Type Culture Collection) HTB-107
SW-608 NeoBiotechnologies

SW-620 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507425
SW-707 NeoBiotechnologies

SW-732 NeoBiotechnologies

SW-756 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-3584
SW-780 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-2169
SW-80 NeoBiotechnologies

SW-872 ATCC (American Type Culture Collection) HTB-92
T47-D NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507416
T98 G ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1690
THP1 ATCC (American Type Culture Collection) TIB-202
TK10 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507638
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U251 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507414
UACC-257 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507431
UACC-62 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507384
uo 31 NCI-Frederick Cancer DCTD Tumor/Cell Line Repository 0507697
X63AG8.653 | Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkultur GmbH ACC43
ZR-75 ATCC (American Type Culture Collection) CRL-1500
2.1.5 Antikdrper
Antikoérper Hersteller Produktnummer
ACE2 MSVA MSVA-919R
AlF1 MSVA MSVA-955M
Androgen Receptor MSVA MSVA-367R
Arginase-1/ ARG1 MSVA MSVA-511R
Caldesmon, HMW MSVA MSVA-538R
Calponin-1 MSVA MSVA-455R
Carboxypeptidase 1 MSVA MSVA-601M
CD163 MSVA MSVA-163M
CD1la MSVA MSVA-001M
CD20 / MS4A1 MSVA MSVA-020R
CD22 MSVA MSVA-022R
CD23 / FCER2 MSVA MSVA-023M
CD27 MSVA MSVA-027M
CD274 / PD-L1/ B7-H1 MSVA MSVA-711R
CD31/PECAM1 MSVA MSVA-031M
CD34 MSVA MSVA-034R
CD3e MSVA MSVA-003R
CDh4 MSVA MSVA-004R
CD45 MSVA MSVA-045R
CD45RA MSVA MSVA-472M
CD5 MSVA MSVA-005R
CD7 MSVA MSVA-007R
CD99 MSVA MSVA-099R
CDH17 MSVA MSVA-517M
CEA MSVA MSVA-465R
CELA3B MSVA MSVA-410M
Chromogranin A MSVA MSVA-380R
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Collagen IV MSVA MSVA-704R
CTLA-4 / CD152 MSVA MSVA-152R
Cystatin A/ CSTA MSVA MSVA-461M
Cytokeratin 10 MSVA MSVA-610M
Cytokeratin 13 MSVA MSVA-613M
Cytokeratin 14 MSVA MSVA-614R
Cytokeratin 15 MSVA MSVA-615M
Cytokeratin 18 MSVA MSVA-618R
Cytokeratin 19 MSVA MSVA-119M
Cytokeratin 20 MSVA MSVA-620R
Cytokeratin 5 MSVA MSVA-605M
Cytokeratin 6 MSVA MSVA-606R
Cytokeratin 7 MSVA MSVA-607R
Desmin MSVA MSVA-651M
Desmoglein 3 MSVA MSVA-543M
DOG-1 MSVA MSVA-201M
Elastin MSVA MSVA-648R
EpCAM / CD326 MSVA MSVA-326R
Estrogen Receptor / ESR1 MSVA MSVA-564R
FABP1 MSVA MSVA-501M
FABP4 MSVA MSVA-504M
Factor Xllla MSVA MSVA-813R
GATA-3 MSVA MSVA-450M
GFAP MSVA MSVA-522M
GLUT1 MSVA MSVA-401R
GP2 / ZAP-75 MSVA MSVA-475M
Growth Hormone (GH) MSVA MSVA-405M
HER-2 / CD340 MSVA MSVA-340R
HLA-DRA MSVA MSVA-470R
Inhibin, alpha MSVA MSVA-561R
INI-1 MSVA MSVA-520M
INSM1 MSVA MSVA-456R
Kie7 MSVA MSVA-267M
Mammaglobin MSVA MSVA-457R
MART-1 / Melan-A MSVA MSVA-900M-
MCM3 MSVA MSVA-503M
MCM7 MSVA MSVA-507R
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Melan-A + MSVA MSVA-900M+
Mesothelin MSVA MSVA-235M
MSH2 MSVA MSVA-902M
MSH6 MSVA MSVA-906R
MUC1 MSVA MSVA-672R
MUCS5AC / Mucin 5AC MSVA MSVA-109M
MUC6 / Mucin 6 MSVA MSVA-806R
Murines CD20 Abcam ab64088
Murines CD3 Abcam ab6669
Myelin Basic Protein MSVA MSVA-390R
Myeloperoxidase / MPO MSVA MSVA-692M
MyoD1 MSVA MSVA-801R
Myosin MSVA MSVA-375R
Myosin H11 MSVA MSVA-375R
Napsin A MSVA MSVA-112R
Nucleolin MSVA MSVA-623R
P16INK4a MSVA MSVA-016R
Pan-Cytokeratin MSVA MSVA-000R
PAPP-A MSVA MSVA-780M
Parathyroid Hormone MSVA MSVA-525R
Periostin MSVA MSVA-649M
Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Dianova 115-035-062
Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Dianova 111-035-045
pgp9.5 MSVA MSVA-905R
PLAP MSVA MSVA-350R
Progesterone Receptor MSVA MSVA-570R
PSAP MSVA MSVA-452M
S100B MSVA MSVA-490R
S100P MSVA MSVA-480R
SATB2 MSVA MSVA-702R
SOX9 MSVA MSVA-709R
Synaptophysin MSVA MSVA-462R
TACSTD2 / TROP2 MSVA MSVA-733R
TdT MSVA MSVA-453R
Thyroglobulin MSVA MSVA-189R
TIM3 / HAVCR2 / CD366 MSVA MSVA-366R
Topoisomerase lla MSVA MSVA-802R
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TRIM29 MSVA MSVA-629M
Tubulin, alpha Abcam Ab4074
Uroplakin 1A MSVA MSVA-735M
Uroplakin 1B MSVA MSVA-734M
Villin MSVA MSVA-459R
Vimentin MSVA MSVA-458R
VWEF MSVA MSVA-521R

2.1.6 Kits
Kit Hersteller Produktnummer
ClonaCell-HY STEMCELL # 03800

Technologies
JetPEl Poylplus 101-40N
NucleoBond BAC 100 Macherey-Nagel 740579
Pierce™ BCA Protein Assay Kits Thermo Scientific | 23225
Qubit™ Protein und Protein Broad Range (BR) Assay-Kit | Invitrogen Q33211
Qubit™ RNA High Sensitivity (HS) Assay-Kit Invitrogen Q32852
RNeasy DSP FFPE Kit Qiagen 73604
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2.1.7 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller Produktnummer
3-Layer Zellkulturflaschen Thermofisher Scientific 132867
96-Well Zellkulturplatten Corning 3369
CryoPure GefaR 1,6 mL Sarstedt 72.380
Injekt-F 5 mL Spritzen BRAUN 9166017V
Multiply-uStrip Pro 8er Kette | Sarstedt 72.991.002
Reatkionsgefald (0,5mL)

Nunc Behandelte  TripleFlask, | Thermofisher Scientific 132925
Filterkappe

Nunclon Delta Surface T175 | Thermofisher Scientific 178883
Zellkutlurflasche

Pasteurpipetten 10 mL Sarstedt 86.1254.001
Pasteurpipetten 25 mL Sarstedt 86.1685.001
Pasteurpipetten 5 mL Sarstedt 86.1253.001
Pasteurpipetten 50 mL Sarstedt 86.1256.001
Pipettenspitzen (0,5-10 pL) Sarstedt 70.3010.210
Pipettenspitzen (0,5-10 uL) mit Filer | Sarstedt 70.3010.265
Pipettenspitzen (100-1000 uL) Sarstedt 70.3050.110
Pipettenspitzen (20-200 L) Sarstedt 70.3030.110
Pipettenspitzen (20-200 pL) mit | Sarstedt 70.3030.255
Filter

Qubit assay tubes Invitrogen Q32856
ReaktinosgefalRe (15 mL) Greiner 188 271-N
ReaktinosgefalRe (50 mL) Greiner 227 261
Reaktionsgefiale (0,5 mL) Eppendorf 72.704
Reaktionsgefale (1,5 mL) Sarstedt 72.706.400
Reaktionsgefalle (2 mL) Sarstedt 72.695.500
Sterican Injektionskantlen, 0,34x13 | BRAUN 4657683
mm, Gr. 26, braun

Sterican Injektionskantlen, 0,55x25 | BRAUN 4657675
mm, Gr. 17, lila

SurePAGE™, Bis-Tris, 10x8, 4-20 %, | GenScript MO00656

12 wells
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Trans-Blot Turbo, Mini Format, 0,2 | BioRad 1704158

uM Nitrocelluse

Zellkulturplatten 10 cm Sarstedt 83.3902.500

Zellkulturplatten 15 cm Sarstedt 833.903.300
2.1.8 Gerdte

Gerat Hersteller Produktnummer

Autoklav Systek 2540EL Systek 4656

ChemiDoc Imaging System BioRad 12003153

Handheld Homogenizer Benchmark D1000

Heracell™ 240i CO2 Incubator Hera 51032875

HeraSafe Werkbank Heraeus 2025 BC

Inkubator Binder BD115

NanoDrop NanoDrop ND-1000

Primus 96 Plus Thermocycler MWG-Biotech 16800

Qubit 3 Invitrogen Q33216

Tecan Infinite F50 Plate Reader Tecan TCAT91000001

ThermoMixer C Eppendorf 5382000015

Thermomixer compact Eppendorf 5360000038

Tissue-Tek Coverslipper Sakura 4740

Vacusafe Absaugpumpe Integra 158 310

Vert.Al Mikroskop Zeiss 431030-9010-000

Wasserbad GFL 1103

Zahlammer Fluidlab R-300 anvajo R-300

Zahlkammer Cellometer Auto T4 Nexcelom Bioscience Cellometer Auto T4-1Q0Q

Zentrifuge Eppendorf 5804-R

2.1.9 Software

Software Hersteller
Office Microsoft
Image) Wayne Rasband
i-control Tecan

Image Lab Touch Software BioRad

Aperio eSlide Manager Leica

40



2.2 Methoden

2.2.1 Immunisierung Mause

Zur Generierung monoklonaler Antikorper gegen das Zielprotein werden Mause mit
ausgewahlten Peptidsequenzen, welche potentiell gute Epitope fir Antikérper darstellen,
immunisiert. Hierflr wurde der BALB/c Mausstamm verwendet, welche gemaR der (blichen
Tierhaltungsvorschriften gehalten wurden. Zur Immunisierung wurden weibliche Mause im
Alter von 6-10 Wochen verwendet, welche nach einer initialen Eingewéhnungsphase von 2
Wochen in das Experiment eingetreten sind.

Hierflir werden zundchst die Immunisierungslosung hergestellt, indem je 25 pl jedes Peptids,
15uL CpG-Lésung und 250 pL inkomplettes Freund’sches Adjuvants mit PBS auf 540 pL
aufgefillt wurden. Mit dieser Lésung wurden die Mause immunisiert indem 150 plL der Losung
in den Bauchraum (intraperitoneal, i.p.) injiziert, sowie 150 uL unter die Haut gespritzt
(subcutan, s.c.) wurden. AnschlieBend wurden die Mause auf Warmeplatten fiir eine bessere
Regeneration mehr als 30 min beobachtet. Nach etwa 4 und 8 Wochen fand jeweils ein Boost
der Mause statt, hierbei wurden je 20 plL jedes Peptids mit 12 uL CpG mit PBS auf 400 plL
aufgefillt und davon 150 pLi.p. und 150 pl sc. injiziert. Auch hier wurden die Mause auf der
Warmeplatte flir mehrere Stunden regelmaBig auf mogliche Reaktionen beobachtet. Drei
Tage nach dem zweiten Boost wurden die Mause getoétet und Milz sowie Herzblut fir die

Fusion entnommen.
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2.2.2 Fusionierung

Zur Gewinnung von kontinuierlich Antikérper-produzierenden B-Lymphozyten werden die
Milzen der immunisierten Mause mit immortalen Myeloma-Zellen chemisch fusioniert, sodass
immortale Antikérper-produzierende Hybridoma-Zellen entstehen. Diese immortalen Zellen
konnen im Anschluss auf die Spezifitdat und Selektivitdt der produzierten Antikdrper analysiert
werden. Es verbleiben so nach der Selektion Hybridoma-Zellen mit hoch selektiver und
spezifischer Antikdrperproduktion, welche zur Antikdrperproduktion im groRen Stil
verwendet werden kénnen.

Zunachst wurde die entnommene Milz mit PBS gewaschen, mit einer Schere angeschnitten
und durch ein Sieb in 10 mL Basismedium piriert. Die Konzentration der entstandenen
Milzzell-Suspension wurde mit einem Aliquot von 20 pL bestimmt. Als nachstes wurden die
Myelomazellen abgeerntet und die Zellzahl bestimmt, um die benétigten Zellvolumina beider
Zelltypen fiir ein Verhaltnis von 1:3 von Myelomazellen zu Milzzellen zu berechnen und in zwei
50 mL Falcons zu erstellen. Nach der Zusammengabe beider Zelltypen im 1:3-Verhaltnis wurde
die Suspension bei 1.600 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Dem Zellpellet wurde 1 mL PEG pro Falcon zugegeben, mit einem Glasstab verriihrt und fir
1,5 Minuten unter schwenken inkubiert. Anschliefend wurden je 100 uL Medium unter
standigem Schwenken in folgenden Abstdnden zugegeben: 3x alle 20 Sekunden, 4x alle 15
Sekunden, 6x alle 10 Sekunden, 12x alle 5 Sekunden. Anschliefend wurde die Suspension mit
HAT-Selektionsmedium aufgefiillt und auf 96 Well-Platten mit je 220 pL Suspension pro Well

verteilt.

2.2.3 ELISA-Testung zur Antikérperproduktion

Zur Evaluierung der Funktionalitdt und Produktion von Antikorper durch die Hybridomazellen
wird etwa zwei Wochen nach der Fusionierung mittels eines enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA-Assay) auf eine vorhandene Antikorperproduktion getestet.

Hierzu wurden die Platten nach der Fusion zunachst fiir 10 Tage inkubiert, anschliefend wurde
das Medium entfernt und neues HAT-Selektionsmedium hinzugegeben. 3 Tage nach dem
Mediumwechsel wurden 50 uL des Mediums entnommen und auf zuvor vorbereitete ELISA-
Platten gegeben. Diese Platten wurden zuvor als erstes mit Avidin (1:100 in Carbonatpuffer,
pH9,6) lUber Nacht beschichtet, am nachsten Tag mit PBST gewaschen und anschlieRend

wurde das biotinylierte Zielpeptid (in 5 % FCS in PBST) mittels seines Biotin-Links bei einer
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Inkubation von 45-60 Min an die Platte angebunden. Die Platte wurde gewaschen und mittels
5 % FCS (in PBST) fur 45-60 min blockiert. Am Tag des ELISAs wurden 50 puL Medium jedes
Fusionswells, sowie eine positiv (Herzblutserum in 5 % FCS/PBST) und negativ (5 % FCS/PBST)
Kontrolle in ein Well der ELISA-Platte gegeben und fiir 40-60 Minuten inkubiert. AnschlieRend
wurde ein sekundarer Antikorper Ziege-anti-Maus-IgG-FC 1:1000 (in 5 % FCS/PBS) nach dem
Waschen der Platten zugegeben, der sekundare Antikérper wurde 45-60 Minuten inkubiert
und die Platten gewaschen. Das Detektionsreagenz wurde im nachsten Schritt erstellt (1:5 in
H20) und 70 pL davon in jedes Well der ELISA-Platte gegeben. Die Absorption des
Farbumschlags wurde mittels kolorimetrischer Messung bei 650 nm erfasst und die Intensitat
der Wells in Relation zur Positiv- und Negativkontrolle bestimmt. Wells von Klonen mit
Absorptionswerten oberhalb eines festgelegten Schwellenwerts wurden als Antikorper-

produzierend kategorisiert und fiir weitere Testung mittels Immunhistochemie verwendet.

2.2.4 |HC-Testung zur Antikdrperproduktion

Fiir die monoklonale Antikorperproduktion via Hybridomazellen ist nicht nur wichtig, dass die
Hybridomazellen Antikdrper produzieren; die produzierten Antikorper sollten auch spezifisch,
selektiv und im besten Falle besser als kommerzielle Antikorper sein. Diese Eigenschaften der
erstellten Antikorper werden durch eine immunhistologische Farbung an Gewebeschnitten
getestet.

Hierzu wurde aus allen Wells der Fusionierung welche Hybridomazellen mit
Antikorperproduktion, das heilft mit ELISA-Werten oberhalb des Schwellenwerts, 120 plL des
Mediums abgenommen und als primarer Antikorper auf Gewebeschnitten verwendet. Hierbei
wurden Microarrays mit Gewebeproben verschiedenen humanen Organen in 2,5 um Dicke
geschnitten, auf Objekttrager gebracht und tGber Nacht bei 37 °C gelagert, um den Schnitt auf
dem Objekttrager zu fixieren. Am nachsten Tag wurden die Schnitte durch Inkubation fiir 2x 5
min in Xylol und gewassert durch Inkubation fir je 2x 3 min in 100 %, 96 %, 80 % und 70 %
Ethanol entparaffiniert. AnschlieRend wurde das Antigen Retrieval durch Lagerung der
Schnitte fir 10 min bei 121 °C im Autoklaven in Citratpuffer (fiir Antikdrper entsprechender
pH von pH 6, pH 7,8 oder pH 9,) gelagert um die Epitope der Gewebe frei zu legen. Nach dem
Abkihlen wurden die Schnitte dreimal mit Wasser gespiilt und fiir 5 min in TBST gewaschen.
AnschlieBend wurden endogene Peroxidasen durch Inkubation fir 10 min in

Wasserstoffperoxid geblockt, im nichsten Schritt wurde der Uberstand der Hybridomazellen
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in entsprechender Verdiinnung in IHC-Puffer auf die Schnitte gegeben und fiir 60 min bei 37
°C gelagert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal fir je 5 Minuten in TBST
gewaschen und anschlieBen fir 60 Minuten in Maus- und Hase- spezifischem sekunddarem
Antikorper mit angekoppeltem HRP gelagert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte wieder
dreimal je 5 Minuten in TBST gewaschen und fiir 10 Minuten in das DAB-Substrat (DAB-LOsung
1:50 in DAB-Puffer) zur kolorimetrischen Detektion des HRP-gekoppelten sekundaren
Antikorpers inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in Wasser gewaschen und fir 15
Sekunden in Haematoxilin nach Mayer zur Anfarbung der Zellkerne inkubiert. Danach wurde
direkt mit flieBendem Leitungswasser fiir 15 Sekunden gegen gefarbt. Durch eine
aufsteigende Alkoholreihe wurden die Schnitte nun wieder entwassert und mit Folie fur eine
langfristige Lagerung lUberdeckt. Die Schnitte wurden eingescannt und nach solchen Wells der
Hybridomazellen analysiert, bei welchen die zu erwartende spezifische Farbung durch die
Antikorper im Zelliberstand aus dem Well in den entsprechenden Organen vorhanden ist.
Gegebenenfalls wurde eine Wiederholung der Farbung in anderer Verdiinnung zur besseren

Analyse der Spezifitat und Sensitivitat durchgefiihrt.
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2.2.5 Subklonierung

Nach der Erstellung der Hybridomazellen durch Fusion von B-Lymphozyten mit
Lymphomazellen wurden die entstandenen Zellen in 96-Well Platten ausgesat. Jedoch ist es
wahrscheinlich, dass in den Wells auch nach der Selektion mehr als eine Hybridomazelle und
somit Ursprungszelle flr einen Antikorper-Klon enthalten sind. Um eine Monoklonalitat der
Antikorper zu erreichen, missen daher im nachsten Schritt die Uberlebenden
Hybridomazellen durch Verdlinnungsreihen so ausgesat werden, dass statistisch gesehen in
jedem Well der Zellkulturplatte maximal eine Hybridomazelle enthalten ist. Diese eine
Hybridomazelle wird Ursprung eines monoklonalen Hybridomazell-Klons, wovon alle Zellen
den gleichen monoklonalen Antikérper produzieren.

Nach einer positiven Riickmeldung der IHC-Farbeeigenschaften der Klone wurde ein erneuter
ELISA-Assay durchgefiihrt um die Klone zu finden, welche sowohl immer noch ELISA-positiv
sind (ein Verlust der Antikorper- produzierende Eigenschaften ist moglich) als auch IHC-positiv
sind. Wells mit ELISA- und IHC- positiven Zellen wurden bei ausreichender Zellzahl im Well
(>50 Zellen pro Well) die Hybridomazellen mit einer Pipette aufgewirbelt und ein Aliquot zur
Zellzahlung verwendet. Anhand der Zellkonzentration wurde das bendtigte Volumen
berechnet um pro Well einer 96- Well Platte 0,5 Zellen, 1 Zelle oder 2 Zellen auszusaen.

Fiir eine erneute ELISA-Austestung der Klone wurde das Medium 3 Tage vor Abnahme des
Uberstands das Medium gewechselt, am Tag des ELISAs wurde das Protokoll fiir ELISA
wiederholt (siehe oben) und Wells mit den héchsten ELISA-Werten in Relation zur Zellzahl
wurden fiir eine erneute Subklonierung ausgewdahlt. Die Ursprungsplatte blieb erhalten,
jedoch wurde die neue Subklonierungsplatte nun fiir ELISA und weitere Subklonierungen
verwendet. Bei ELISA-Werte flir Hybridomaklone welche relativ hoch bei einem relativ kleinen
Klon (100 % Klon) waren, wurden die drei besten Klone auf je ein Well eine 24- Well Platte zur
Anzucht verteilt. Erreichen die Wells in der folgenden Konfluenz, wurden die Zellen auf die
nachsten freien Wells 1:1 verteilt —fiir den besten Klon fiir 8 Wells, fiir den zweit und dritt
besten Klon fiir je 4 Wells. Waren alle 8 Wells des besten Klons mit Zellen gefillt, wurden alle
Zellen gemeinsam in eine T175 Zellkulturflasche tberfiihrt — die 4 Wells des zweit und dritt
besten Klons wurden als Backup weg gefroren. Die T175 Flasche konnte, falls erwiinscht, im
Folgenden zur Antikérperproduktion weiterverwendet werden, Uberstdnde wurden mit 0,1 %

Natriumazid bei 4 °C gelagert.
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2.2.6 B-Zell Panning

Um B-Lymphozyten anzureichern wurde ein B-Zell Panning durchgefiihrt. Hierbei werden
solche B-Lymphozyten, welche Antikérper spezifisch fir das gewilinschte Zielprotein
produzieren, auf eine Platte gegeben, an des das Antigen angebunden wurde. Das
biotinylierte Zielpeptid/Antigen wurde mittels Avidin an einer Platte fixiert und die B-
Lymphozyten, welche Antikorper mit dem entsprechenden Epitop produzieren, bleiben an der
Platte haften und kdnnen so als positive Selektion aus der Milzzellsuspension abgefangen
werden.

Hierflir wurde zunachst eine Zellkulturschale mit Avidin (1:100 in Carbonatpuffer pH 9,6) Giber
Nacht auf die Platte gegeben. Am nichsten Tag wurde der Uberstand abgekippt und das
biotinylierte Zielpeptid auf die Platte gegeben (1:100 in 5 % FCS in PBST) und Uber Nacht
inkubiert. Der Uberstand wurde am nichsten Tag verworfen und die Platte mit 5 % FCS in PBST
flr eine Stunde geblockt. Anschlieend wurden die gewonnen Milzzellen aus der Mausemilz
in 10 mL Basis-Medium auf die Platte gegeben und unter gelegentlichem Schwenken im
Brutschrank bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgekippt
und die Platte vorsichtig einmal gewaschen. Die angebundenen B-Lymphozyten wurden nun

mit Medium abgesplult und fir die Fusion verwendet.

2.2.7 Semi-solid Methode

Zur Optimierung der Hybridoma-Technik wurde die semi-solid Methode entwickelt. Hierbei
werden die erstellten Hybridoma-Klone nach der Fusionierung in halbfesten Zellkulturmedium
inkubiert, was zu einem Organoid-formigen Wachstum der Klone fiihrt. Da jeder Klon zu
Beginn vereinzelt vorliegt, sind die Organoid-artigen Strukturen monoklonal, sodass im
weiteren Fortgang diese Struktur entnommen, vereinzelt und expandiert werden kann ohne
weitere Subklonierungsschritte.

Entsprechend des Protokolls zur Semi-solid Hybridoma-Kits der Fima Stemcell wurden
zunachst die Myeloma-Zellen in ClonaCell-HY Medium A angezogen und fiir mindestens 1
Woche in diesem Medium inkubiert. Zur Verwendung wurden die Zellen wie zuvor
beschrieben abgeldst und in Medium B resuspendiert, auch die Milzzellen der Mause wurden
in diesem Medium B resuspendiert. AnschlieSend wurden die Zellen in einem Verhaltnis 1:5
Myleomazellen zu Milzzellen zusammengegeben, fir 10 Minuten bei 400 x g zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde durch Klopfen gel6st und es wurde 1 mL

ClonaCell-HY PEG tropfenweise Uber eine Zeit von 60 Sekunden hinzugegeben. AnschlieBend
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wurden 4 mL Medium B hinzugegeben und die Zellsuspension flir 4 Minuten gerihrt. Nun
wurden 10 mL des Medium B hinzugegeben und die Zellsuspension fiir 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Im nachsten Schritt wurden 30 mL Medium A hinzugegeben, die Zellen fiir 7
Minuten bei 400 x g zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde erneut in
40 mL Medium A resuspendiert und flir 7 Minuten bei 400 x g zentrifugiert. Nach Abnahme
des Uberstands wurde das Zellpellet in 10 mL Medium C resuspendiert und in einer T-75
Zellkultur mit 20 mL Medium C fir 24 Stunden bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert. Am ndchsten
Tag wurden die Zellen erneut fiir 10 Minuten bei 400 x g zentrifugiert und in 10 mL Medium C
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde nun in eine Zellkulturflasche mit 90 mL mit
Medium D gegeben, die Flasche mehrfach invertiert und bei 37 °C fir 15 Minuten inkubiert,
sodass eventuelle Luftblasen nach oben steigen konnten. AnschlieBend wurde diese
Suspension langsam in 10 cm Zellkulturplatten transferiert und fiir 14 Tage bei 37 °Cund 5 %
CO; ohne weitere Bewegung inkubiert. Nach 14 Tagen wurden potenzielle Kolonien durch
eine Pasteurpipette entnommen und jeder Klon in ein einzelnes Well einer 96-Well Platte mit
Medium E ausplattiert, durch auf- und abpipettieren mit einer 200uL Pipette wurden die
Zellen des Klons vereinzelt. Die so erhaltenen Zellen wurden als monoklonale Zellen eines
Klons verwendet und fiir Testungen mittels Immunhistochemie und ELISA und allen weiteren

Schritten weiterverwendet.

2.2.8 |HC-Farbung der Zellen aus dem Panning

Zur Evaluierung der Effizienz und Funktionalitdt des B-Zell Pannings wurde ein Aliquot der
Zellen, welche im Panning gewonnen wurden, immunhistologisch auf das Vorhandensein von
T- und B-Lymphozyten analysiert. Hierzu wurde nach dem Ablosen der Zellen aus der Panning-
Schale ein Aliquot verwendet, um die Zellen mittels Zytospin auf einen Objekttrager zu
bringen, anschlieRend wurden die Zellen mittels formalinhaltigem Fixierspray fixiert. Im
Folgenden wurden die erstellten Objekttrager wie zuvor beschrieben mit den murinen
Antikorpern gegen CD20 und CD3 in einer Verdiinnung von 1:450 gefarbt (siehe 2.2.4 IHC-
Testung zur Antikorperproduktion). Die gefarbten Schnitte wurden eingescannt und zur

Analyse weiterverwendet.
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2.2.9 Auswertung IHC-Scans

Zur Evaluierung der Menge an gefarbten Zellen auf den IHC-Schnitten wurden die Bilder der
Schnitte mittels des Bildverarbeitungsprogramms Imagel analysiert, adaptiert nach einem
Protokoll von Christine Labno, University of Chicago, Integrated Light Microscopy Core. Hierzu
wurde zundchst der Kontrast zur besseren Erkenntlichkeit der einzelnen Zellen angepasst und
der Hintergrund angeglichen. Im nachsten Schritt wurden positive (= braun gefarbte) Zellen
per Hand durch die Funktion ,,Multi-point” gezahlt, hierbei wurden nur stark braun gefarbte
Zellen als positiv bestimmt. Die Zahlung wurde zweimal wiederholt um so situationsbedingte
Beeinflussung (tageszeitbedingter Lichteinfall etc.) der Zuordnung auszugleichen. Im nachsten
Schritt wurde die Gesamtzellzahl mittels der Imagel-Funktion ,Analyze Particles” erfasst.
Hierzu wurde zunachst der Kontrast angepasst, das Bild in ein 8-Bit Format umgewandelt,
Hintergrundrauschen entfernt und potentiell aneinander liegende Zellen durch die Funktion
»Watershed” voneinander separiert. Mit der Funktion ,,analyze particles” wurden Partikel mit
einer GréRe von Pixel> > 300 automatisch von der Software detektiert und gezihlt
(Beispielhaftes Ergebnisbild im Anhang). Die Ergebnisse der beiden hdandischen Zahlungen der
positiven Zellen wurden gemittelt, zudem wurde der prozentuale Anteil der positiven Zellen

an der Gesamtzellzahl ermittelt.
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2.2.10 Zellkultur

Zur Kultivierung der Myelomazelllinie X63AG8.653 wurden die Zellen in RPMI-Medium mit 5
% fotales Kalberserum, 1 % Pyruvat, 1 % Penicillin-Streptomycin und 1 % nicht-essenzielle
Aminosduren bei 37 °Cund 5 % CO; kultiviert. Je nach Konfluenz der Zellkulturflaschen wurde
bei geringer Konfluenz das Medium ausgewechselt bzw. aufgefillt und bei hoher Konfluenz
die Zellen gesplittet. Hierfir wurde das Medium zunachst abgegossen und der Zellrasen mit
PBS gewaschen. Es wurden EDTA-LOsung (10 mL bei T175, 50 mL bei 5-Layer) hinzugegeben
und die Zellen fir 7 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen abgeklopft
und je nach Zellzahl eine gewisse Menge Zellsuspension entnommen. Zu den verbleibenden
Zellen in der Zellkulturflasche wurde Medium hinzugegeben und die Zellen im Brustschrank
inkubiert. Die entnommenen Zellen konnten fiir die Fusion verwendet, eingefroren oder
verworfen werden. Bei einer Verwendung fiir die Fusion wurden die entnommenen Zellen in
ein Flacon tberfiihrt und fiir 7 min bei 280 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen,
die Zellen in Medium resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen resuspendiert und gezahlt (20 pL Zellsuspension je Zahlkammer) und die

Zellen in Medium bis zur Fusion gelagert.

49



2.2.11 Wegfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Wegfrieren der Zellen wurden die Zellen wie oben beschrieben vorbereitet und aus der
Zellsuspension die gewilinschte Zellemenge entnommen. Die Zellsuspension wurde in ein
Falcon tiberfiihrt und fiir 7 min bei 280 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und die
Zellen in PBS resuspendiert, anschlieRend bei 280 g fiir 7 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen wurden in einer Losung aus 1:10 DMSO in FCS resuspendiert
und auf eine entsprechende Menge in beschriftete KryogefalRe verteilt. Die Zellen wurden
anschliefend bei -80 °C (kurzfristig) oder in Stickstoff (langfristig) weggefroren.

Zum Auftauen der Zellen wurde das KryogefaR aus dem Tiefkihlschrank/Stickstofftank geholt
und auf Eis zum Arbeitsbereich gebracht. Nun wurde ein Falcon mit zimmerwarmen Medium
vorbereitet, dieses Medium wurde nun auf die Zellen gegeben und durch sanftes Auftauen in
das Flacon Uberfiihrt. Die Zellen wurden anschlieRend fiir 7 min bei 280 g zentrifugiert, der
Uberstand abgegossen und die Zellen in PBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde erneut
bei 280 g fiir 7 Min zentrifugiert, der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen in Medium
resuspendiert und in ein entsprechendes Zellkulturgefal® Gberfiihrt. Die Zellen wurden im

Brutschrank inkubiert und das Wachstum beobachtet.

2.2.12 Generierung von Zelllinien-Blocken

Zur Generierung eines Zelllinien-TMAs und zur Konservierung der Zellen wurden Zellen in
Formalin fixiert und in Paraffin gegossen.

Hierzu wurden Zellen wie zuvor beschrieben in bendétigter Menge angeziichtet, abgeldst und
fiir 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die Zellen
in PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und Abnahme des Uberstands wurden die
Zellen in etwa demselben Volumen 4 % Agarose resuspendiert und als Tropfen auf Parafilm
zum Aushaérten pipettiert. Der ausgehartete Tropfen wurde anschlieRend in eine beschriftete
Kapsel gegeben und diese fiir 15 Minuten in Formalin zur Fixierung der Zellen gegeben.
AnschlieBend erfolgte ein Entwdssern der Zellen gemaR des ,langem Kurzprogramm® des
Instituts fur Pathologie: Hierzu wurden die Zellen fir je 25 Minuten in 80 %, 96 % und 100 %
Ethanol sowie Xylol inkubiert, anschlieRend wurden die Zellen fiir 30 Minuten in Paraffin
inkubiert, bevor sie in Paraffin eingebettet wurden. Die Blocke wurden bis zur weiteren

Verwendung auf Raumtemperatur gelagert.
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2.2.13 Erstellung des Gewebe — oder Zelllinien-Mikroarrays

Zur Erstellung eines Mikroarrays werden FFPE (Formalin-fixierte, Paraffin-eingebettete)
Gewebe oder Zellen verwendet. Hier wurde ein Zelllinien-Array aus den zuvor beschriebenen
Zelllinien-Blocken erstellt.

Hierzu wurde zunachst von den erstellten Zelllinien-Blécken je eine HE (Hadmatoxylin- Eosin)
Farbung zur Evaluierung der Zellzahl und -dichte durchgefiihrt. Bei ausreichender Zellzahl
wurden 0.6 mm Stanzen aus den Blocken der fixierten Zelllinien entnommen und in
vorgefertigte Locher in einem leeren Paraffin neu eingebracht, um von allen gewiinschten
Zelllinien eine Probe in dem Mikroarray vertreten zu haben (beispielhaftes Layout im Anhang
Abbildung 63 und Tabelle 34). Nach Abschluss des Einbringens aller gewiinschter Stanzen
wurde der Paraffinblock fir 60 Minuten bei 37 °C gelagert und die Stanzen an den Block
angepresst. Der Block wurde bei Raumtemperatur gelagert und kann wie ein Gewebeblock

durch das Mikrotom geschnitten werden.

Bei der Erstellung des Gewebe-Mikroarrays wurde in gleicher Form vorgegangen, jedoch
wurden als Donormaterial FFPE-fixiertes menschliches Gewebe verwendet, ein beispielhaftes

Layout hierfir ist im Anhang zu finden (Abbildung 64 und
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Tabelle 35). Das Verwendete Gewebe fiir die Herstellung der TMAs und der potenziellen
spateren Analyse der Patientendaten zu Forschungszwecken wurde durch die ortlichen
Gesetze (HmbKHG, §12) und durch die 6rtliche Ethikkommission (Ethikkommission Hamburg,
WEF-049/09, 25. Januar 2010) genehmigt. Alle Ausfiihrungen wurden in Ubereinstimmung mit

der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.

2.2.14 Farbung von IHC-Schnitten

Proteine konnen in Gewebe und Zellen durch spezifische Antikorper detektiert werden. Dies
geschieht durch sekundadre Antikorper, welche mit dem Meerrettichperoxidase-Enzym
gekoppelt sind. Durch Zugabe des Substrats 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) kommt es zu einem
braunen Farbumschlag.

Hierzu werden zunéachst Schnitte (meist 2,5 um Dicke) von Gewebe/ Zellen/ Mikroarrays
erstellt und diese Giber Nacht zum festbacken des Schnitts auf dem Slide bei 37 °C gelagert.
Am ndchsten Tag wurde zunachst durch Inkubation fir zweimal 5 Minuten in Xylol der Schnitt
entparaffiniert und einer absteigende Alkoholreihe (100 %, 100 %, 96 %, 80 %, 70 %)
gewassert. AnschlieRend wurden die Schnitte zur Freilegung der Antikérper-Epitope im
Gewebe/Zellen fir 10 Minuten in einem Citratpuffer (entsprechend Antikérper pH6/7,8/9) bei
121 °C in einem Autoklaven erhitzt. Die Schnitte wurden dreimal mit Wasser gewaschen und
5 Minuten in TBST inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in 3 % H20;
gelagert, um die endogene Peroxidase-Aktivitat zu blockieren. Nach dreimaligem Waschen in
TBST wurden die Schnitte fiir 60 Minuten in primaren Antikérper in TBST entsprechend der
spezifischen Verdiinnung (siehe Tabelle 2.1.5 Antikorper) des Antikorpers bei 37 °C inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Schnitte dreimal fir je 5 Minuten in TBST gewaschen und
anschlieen fir 60 Minuten in Maus- und Hase-spezifischem sekunddarem Antikdrper mit
angekoppeltem HRP gelagert. Nach der Inkubation wurden die Schnitte wieder dreimal je 5
Minuten in TBST gewaschen und fur 10 Minuten in der DAB-L6sung (DAB-L6sung 1:50 in DAB-
Puffer) inkubiert. AnschlieBend wurden die Schnitte in Wasser gewaschen und fir 15
Sekunden in Haematoxilin nach Mayer inkubiert. Danach wurde direkt mit flieBendem
Leitungswasser fur 15 Sekunden gegen gefarbt. Durch eine aufsteigende Alkoholreihe wurden

die Schnitte nun wieder entwassert und mit Folie fiir eine langfristige Lagerung eingedeckelt.
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2.2.15 Stabilitatstestung von Antikoérpern

Zur Evaluation der langfristigen Stabilitdit von Antikorpern wurden mehrere Chargen
desselben Antikorpers fiir eine definierte Zeit unter verschiedenen Bedingungen gelagert.
AnschlieBend wurden die gelagerten Antikorper fiir eine immunhistologische Farbung
verwendet. Das Farbeergebnis in nach Scoring-Schema von 0-5 klassifiziert, hierbei stellt 5 die
initiale starkste Farbeintensitat dar, 0 beschreibt die Abwesenheit einer spezifischen Farbung
(Beispiel Abbildung 4).

Zur beschleunigten Stabilitaitsmessung wurden je drei Aliquots desselben Antikorpers
zunachst initial zur Farbung verwendet und anschlieBend fir vier Wochen bei 37 °C gelagert.
Parallel wurden je drei Aliquots als Kontrolle fiir vier Wochen bei 4 °C entsprechend der
Herstellerhinweise gelagert. Nach vier Wochen wurden nun die Antikorper, gelagert bei 37 °C
und bei 4 °C, fur die IHC verwendet und die Farbung entsprechend des Scores klassifiziert
(Tabelle 2, beschleunigte Stabilitatsmessung).

Zur Messung der Langzeitstabilitdt wurden drei Aliquots entsprechend der Herstellerangaben
bei 4 °C gelagert fir final zwei Jahre gelagert. Nach vier Wochen Lagerung, sowie nach acht
Wochen, sechs Monaten, 12 Monaten, 18 Monaten und 24 Monaten wurden die Antikorper-
Aliquots in der IHC verwendet und das Farbeergebnis gescort (Tabelle 2, Langzeitstabilitat).
Zur Analyse der Stabilitat der Antikorper unter Verwendung wurde ein Aliquots eines
Antikorpers zunachst bei 37 °C flr vier Wochen gelagert und anschlieRend fiir weitere vier
Wochen bei Raumtemperatur. Nun wurde eine IHC-Farbung mit diesem Aliquot durchgefiihrt
und das Farbeergebnis dem Ergebnis eines Aliquots desselben Antikdrpers, welcher nach
Herstellerangaben bei 4 °C gelagert wurde, verglichen (Tabelle 2, Stabilitdt unter
Verwendung).

Fiir die Untersuchung der Stabilitat unter Lieferbedingungen wurde der Versuch analog zur
Analyse der Stabilitat unter Verwendung durchgefiihrt, zusatzlich wurde ein weiteres Aliquots
des Antikorpers fiir 72 Stunden bei -20 °C gelagert und das Farbeergebnis dieses Antikdrpers
mit dem Ergebnis der Analyse der Stabilitdt unter Verwendung sowie dem Kontroll-Aliquot,
welches nach Herstellerangaben gelagert wurde, verglichen (Tabelle 2, Stabilitat unter

Transportbedingungen).
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Tabelle 2: Tabellarische Darstellung des Versuchsablaufs zur Testung der Antikorper-Stabilitat

ok 0 n R I T4 [0 I3
0 Wochen 1 Monat 2Monate] |6 Monate] |12 Monate] | 12 Monate] | 18 Monate)
achy TestAliquot 3‘7::
Saschioanigte puechy  TEStAliquot e
Stabiltats- = Firbung - Farbung
e Beach 3 Test Aliquot 3rc
Kontrodl &c
Batch1 Test Aliquot &C 2]
Langzeit-  Batch2  TestAliquot | __ o] . ac] .
stabilitst  Batch3  TestAliquot | o TUnE aic] FIPUNE || Farbune
Kontroll Aliquot 2°C 4
Stabilitst unter Batchl TestAliquot | _ 37"C
| Vorwendung _Nowioll Aflguet
Stabilitdt unter Batchl  Test Aliquot 37T
Transport-  Batch2 TestAliquot | Firbung
bedingungen Kontroll Aliquot

Skala der Farbeintensitit:

Abbildung 4: Beispielhafte Skalierung der Farbeintensitaten der IHC-Farbungen

Hier am Beispiel von Nierengewebe gefarbt mit dem Antikorper gegen EpCAM (Intensitdt 5= T1, 4 Wochen auf 37°C, Charge
1, Intensitat 4= T4, 12 Monate auf 4°C, Charge 1, Intensitat 3= TO, Charge 1, Intensitat 2= T3, 6 Monate auf 4°C, Charge 2,
Intensitat 1=T1, 4 Wochen auf 4°C, Charge 3).
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2.2.16 Erstellung von Lysaten fiir Western Blot

Zur Analyse der Proteinexpression in Geweben und Zelllinien werden Lysate erstellt, indem
die Proben durch Zell-lysierende Puffer aufgeschlossen wurden, sodass die Proteine im
Folgenden im Western Blot aufgetrennt und detektiert werden konnen. Hierfir wurden
entweder Zellen aus der Zellkultur, gefrorene Zellen in 90 % FCS und 10 % DMSO oder
gefrorene humane Gewebestiicke verwendet.

Zur Erstellung von Lysaten aus Zellen wurden die Zellen zunachst, wenn nétig, aufgetaut,
anschlieend wurden sie in PBS resuspendiert. Die Zellen wurden bei 1.000 rpm fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Nun wurden die Zellen
in einer entsprechenden Menge RIPA-Puffer resuspendiert und fir 15 Minuten auf Eis
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fiir 10 Minuten bei 15.000 g und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues GefaR tiberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20

°C gelagert.

Zur Erstellung von Lysaten aus gefrorenem humanem Gewebe wurde zunachst moglichst viel
Fett vom Gewebe entfernt, das Gewebe gewogen und noch anhaftendes Blut durch Waschen
mit PBS entfernt. Anschliefend wurde das Gewebe in fllissigem Stickstoff schockgefroren und
in moglichst kleine Stiicke geschnitten. Das Gewebe wurde im weiteren Verlauf durch Zugabe
von flussigem Stickstoff immer gefroren gehalten. Als nachstes wurden die Gewebestiicke in
einem Keramikmorser zu feinem Pulver zermahlen, anschlieBend wurde das Pulver in ein
Falcon Gberfiihrt und 5 mL 5 % SDS pro Gramm Gewebe hinzugegeben. Das Gemisch wurde
mit der serologischen Pipette auf- und ab-pipettiert bis sich eine zahfllssige Losung ergeben
hat, diese Losung wurde anschlieBend in einen Rohrmaérser tberfiihrt. Die Losung wurde nun
so lange im Rohrmorser zermahlen bis sich eine flissige Losung ohne Schlieren gebildet hat.
Die Losung wurde in ein Falcon transferiert und fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt. AnschlieRend
wurde die Losung auf Eis bis auf Raumtemperatur abgekihlt und der Vorgang des Morserns
wiederholt, bis eine flissige Losung entstanden ist. Diese Losung wurde in ein Flacon
Uberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 10.000 x g bei 8 °C zentrifugiert, der Uberstand wurde
anschlieflend fiir die weitere Verwendung in ein neues Falcon transferiert. Die erstellten

Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.
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Alternativ wurden Gewebelysate durch einen Gewebehomogenisator erstellt. Hierzu wurde
das Gewebe wie zuvor beschrieben von Fett befreit, gewaschen und in kleine Sticke
zerschnitten. AnschlieBend wurde das Gewebe in 5 % SDS gegeben und mit dem kleinen
Zylinderaufsatz gemahlen, bis das Gewebe vollstandig aufgelost war. AnschlieBend wurde die
Probe fiir 5 Minuten bei 10.000 x g bei 8 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefiR
Uberfihrt. Die Probe wurde nun fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt, anschliefRend wurde die Probe

bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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2.2.17 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinmenge in einer Probe wurden zwei Methoden verwendet:
einerseits wurde eine fluormetrische Quantifizierung mittels des Qubits durchgefiihrt,
andererseits wurde eine kolorimetrische Quantifizierung mittels des BCA Protein Assays
durchgefiihrt.

Die Konzentrationsbestimmung mittels Qubit erfolgte mit dem Qubit™ Protein und Protein
Broad Range (BR) Assay-Kits. Hierzu wurde ein Mastermix aus 1:200 aus Farbstoff und Puffer
erstellt und daraus die Standards #1-3 1: 20 verdiinnt sowie die Proteinlysate 1: 200 verdiinnt.
Die erstellten Proben wurden kurz gevortext und fir 2 Minuten bei Raumtemperatur in
Dunkelheit inkubiert. AnschlieRend wurden zunachst die Standards zur Erstellung einer
Eichgerade nach Gerdteanweisung gemessen, anschlieffend wurden die Proben gemessen
und die Proteinkonzentration dokumentiert.

Alternativ wurde die Proteinkonzentration mittels des BCA Protein Assays durchgefiihrt.
Hierzu wurde zunachst eine Verdiinnungsreihe entsprechend Tabelle 3 fiir die Eichgerade aus

BSA erstellt:

Tabelle 3: Erstellung der Verdiinnungsreihe aus BSA fiir den BCA-Protein Assay

Gefal Volumen dH;0 Volumen BSA Finale Konzentration BSA
[in pg/mL]

A opuL 77,5 uL aus BSA-stock 2000

B 17,5 uL 52,5 pL aus GefaB A 1500

C 22,5l 45 pl aus GefaR B 1000

D 13,75 uL 41,25 pl aus Gefalk C 750

E 15 uL 30 pL aus GefaR D 500

F 20 uL 20 plL aus GefaR E 250

G 15 uL 15 pl aus GefalR F 125

H 20 uL 5 pL aus GefaR G 25

I 25 uL oL 0
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Als nachstes wurden die zu analysierenden Lysate in einer Verdlinnungsreihe nachfolgendem

Schema (Tabelle 4) verdiinnt:

Tabelle 4: Erstellung der Verdiinnungsreihe der Lysate fiir den BCA-Protein Assay

GefaR | Volumen dH;0 Volumen Verdiinnung Gesamtvolumen

Proteinlysat

1 33,0 uL 16,5 plL 1:3 49,5 uL
2 22,5 uL 22,5 plL aus GefaRk 1 1:6 45,0 uL
3 9,0 uL 18,0 plL aus Gefal 2 1:9 27,0 uL

AnschlieBend wurde ein Mastermix aus Rapid Gold BCA Reagent A und Rapid Gold BCA
Reagent B 50:1 erstellt und in Doppelbestimmungen je 10 puL BSA-Verdiinnung bzw. Proben-
Verdinnung und 200 pL Mastermix in eine 96-Well Platte gegeben. Im Anschluss wurde die
Platte im Tecan Reader zunachst fiir 30 Sekunden geschuttelt, fir 5 Minuten inkubiert und
anschlielfend bei 492 nm mittels des i-control Programms gemessen. Die ermittelten
Absorptionswerte wurden daraufhin mit Excel ausgewertet indem zunachst bei allen Werten
der Blank-Wert abgezogen wurde, eine Standardkurve aus den BSA-Verdiinnungen erstellt
und so die Proteinkonzentration ermittelt wurde. Die Konzentration der Proben wurde

dokumentiert und die Proben bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.18 Western Blot

Western Blot ist eine der am haufigsten verwendeten Methoden in der Biologie und
ermoglicht die Auftrennung und Detektion von spezifischen Proteinen in Zell- und
Gewebelysaten. Hierzu werden die Proteine der Probe zunachst durch Elektrophorese gemal
ihres Gewichts aufgetrennt. Durch das Transferieren der Proteine auf eine Membran kdnnen
diese durch spezifische Antikorper detektiert werden und das untersuchte Protein so
guantitativ und qualitativ analysiert werden.

Aus den zuvor erstellten Lysaten wurden die Proben auf die gewlinschte Konzentration von
30 ug Protein mit LDS (4x), Wasser und DTT (stock 1 M, final 0,1 M) eingestellt. Die Proben
wurden fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und der Geltank mit Gelen sowie Laufpuffer
vorbereitet. Anschliefend wurde die gewiinschte Menge Protein bzw. Protein GroRenmarker
auf das Gel aufgetragen und das Gel zunachst flir 80 V und ab Auftrennung des GrofSenmarkers

bei 110 V laufen gelassen. Sobald die vorderste Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte,
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wurde der Lauf beendet und der Transfer des Gels auf die Nitrozellulosemembran durch einen
Semi-Dry Blot bei 2 A fir 7 Minuten durchgefiihrt. Die Membran wurde nun fir 1 h bei
Raumtemperaturin 5 % Milch in PBST oder 5 % BSA in PBST geblockt. Anschliefend wurde der
primdre Antikérper 1:1.000 in 5 % Milch in PBST oder 5 % BSA in PBST gel6st und zur Membran
gegeben. Die Membran wurde Uber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler Inkubiert und am
nachsten Morgen mit PBST dreimal fiir je 5 Minuten auf dem Schuttler bei Raumtemperatur
gewaschen. AnschlieBend wurde entsprechend der Ursprungsspezies des primdren
Antikorpers der sekundare Antikorper (Ziege-anti-Maus oder Ziege-anti-Hase) 1:2.000 in 5 %
Milch in PBST zur Membran gegeben und fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur auf dem
Schittler inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Blot erneut fiir dreimal je 5 Minuten in
PBST gewaschen und anschlieBend zur Aufnahme vorbereitet. Hierzu wurde das
Detektionsreagenz durch zusammengeben von 1:1 Peroxidase und Luminol erstellt und auf
die Membran gegeben. Nach einer Inkubation fir eine Minute in Dunkelheit wurde die
Membran in das Aufnahmegerdt gelegt und sowohl als kolorimetrische als auch als
chemilumineszente Aufnahme aufgenommen, hierbei wurde die Belichtungszeit je nach Blot
individuell durch das Gerat ausgewahlt. Nach der Aufnahme wurde die Membran erneut
dreimal fur je 5 Minuten in PBST gewaschen und anschlieflend fiir 1 h in Tubulin entstammend
einer anderen Ursprungsspezies als der zu vorige primare Antikorper (1:2.000 in 5 % Milch in
PBST) inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran wieder fiir je 5 Minuten dreimal in PBST
gewaschen und der entsprechende sekundare Antikorper (1:2.000 in 5 % Milch in PBST) fir
45 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran erneut im
Aufnahmegerat sowohl kolorimetrisch als auch chemilumineszent aufgenommen, erneut
gewaschen und zum Trocknen auf Whatmann-Papier ausgelegt. Sobald die Membran
getrocknet war, wurde sie in einer Klarsichtfolie an einem dunkeln Ort gelagert. Eine erneute
Belichtung und Inkubation in Antikdrpern ist so nach erneutem Waschen moglich.

Ein Entfernen der primaren Antikérper ist durch Inkubation im Stripping Puffer moglich. Hierzu
wurde der Blot fiur 5-15 Minuten bei Raumtemperatur (je nach Expressionsstdrke des
vorherigen primaren Antikorpers) auf dem Schittler in Stripping Puffer inkubiert und
anschlieend dreimal fiir je 5 Minuten in PBST gewaschen. Danach war eine erneute

Inkubation in primaren Antikérpern moglich.
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2.2.19 RNA Extraktion und cDNA Erstellung

Zur Extraktion von RNA und Erstellung von cDNA aus den Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten (FFPE) Zellen wurden zunachst Schnitte der Zellen aus dem Paraffin-Block
erstellt. Aus diesen Schnitten wurde nun mittels des RNeasy Kit die RNA nach
Herstelleranleitung extrahiert. Die Konzentration der RNA wurde mittels des Qubit™ RNA High

Sensitivity (HS) Kit (wie in Kapitel O
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Proteinkonzentrationsbestimmung beschrieben) bestimmt. Die erstelle RNA wurde nun

entweder bei -80 °C gelagert oder verwendet um cDNA zu generieren. Hierfiir wurde das

Superscript IV VILO Kit verwendet und Mastermix gemaf

Tabelle 5 erstellt (Mengenangabe fiir jeweils eine Reaktion).

Tabelle 5: Zusammensetzung des Mastermix fur die Erstellung von cDNA sowie die Zusammensetzung des Mastermix der
Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase

+reverse Transkriptase

-reverse Transkriptase

(Negativkontrolle)

SuperScript IV VILO Mastermix | 4 pL /
SuperScript IV VILO No RT / 4 uL
Control

RNA 80 ng 80ng

Nuklease-freies Wasser

Auf 20 uL auffillen

Auf 20 ulL auffillen

Dieser Mastermix wird inklusive RNA in ein Mikroreaktionsgefal pipettiert und nach Protokoll

aus Tabelle 6 im Thermocycler die reverse Transkription durchgefiihrt.

Tabelle 6: Ablauf des Protokolls fiir den Thermocyclers zur Erstellung der cDNA aus RNA mittels reverser Transkiptase

Temperatur Zeit
Schritt 1 25°C 10 Minuten
Schritt 3 85 °C 5 Minuten
Schritt 4 0 4°C

Die erstellte cDNA wurde anschlieRend mit Nuklease-freiem Wasser auf 5 ng/uL verdiinnt und

bei -20 °C bis zur Verwendung gelagert.
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2.2.20 Realtime -PCR (RT-PCR)

Zur Evaluation der mRNA-Expression in den untersuchten Proben wurde nach der Erstellung
der cDNA aus der extrahierten RNA eine Realtime-PCR durchgefiihrt. Hierbei wird die Menge
an cDNA spezifisch fir das Zielprotein (es wird eine dquivalente Umsetzung der RNA in cDNA
angenommen) mittels TagMan-Sonden durch Fluoreszenz ermittelt. Die Taget-spezifischen
TagMan-Sonden haben zusatzlich zur komplementdren Zielsequenz am 5‘-Ende ein
Fluorophor angebunden sowie am 3‘-Ende ein Quencher, in Anwesenheit des Quenchers ist
das Fluoreszenz-Signal unterdriickt. Wahrend der Annealing-Phase der RT-PCR bindet so die
Sonde mittels der Primer-Sequenz an die cDNA, durch die Polymerisation in der
Amplifikations-Phase der RT-PCR wird der Quencher abgespalten und das Fluoreszenz-Signal
ist detektierbar. Hierbei entspricht das Fluoreszenz-Signal der Menge an
Amplifikationsprodukt und somit der Menge an mRNA in der Probe.

Hierflr wurden die Proben gemaR Tabelle 7 im 96-Well Format fiir die RT-PCR vorbereitet.

Tabelle 7: Zusammensetzung der Mastermix fiir RT-PCR, dargestellt als benétigte Volumina fiir eine Reaktion

Volumen pro Reaktion

Mastermix 15 uL

TagMan Gen-Expression Assay 1 (Taget-spezifische Sonde) | 1,5 uL

TagMan Gen-Expression Assay 2 (Taget-spezifische Sonde) | 1,5 uL

Nuklease-freies Wasser 9 uL

cDNA 3uL

Die erstellte Platte wurde kurz zentrifugiert und anschlieRend die RT-PCR im 7900HT Fast
RealTime PCR System Cycler gestartet. Hierbei wurde die RT-PCR gemal’ des Protokolls aus

Tabelle 8 durchgefiihrt.

Tabelle 8: zeitlicher Ablauf der RT-PCR im 7900HT Fast RealTime PCR System Cycler

Temperatur Zeit Wiederholungen
Aktivierung Taq Polymerase | 95 °C 10 Minuten 1x
Primer Hybridisierung 60 °C 1 Minute 40x
Denaturierung 95 °C 5 Sekunden

Die Daten wurden mittels der Standardkurven-Methode analysiert, hierbei wurde das Gen

ACTB als Housekeeping-Gen verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Antikorper-Herstellung

3.1.1 Einfluss der Peptidauswahl

Zur Generierung von monoklonalen Antikérpern gegen das gewlinschte Protein wird fiir die
Hybridoma-Methode ein Protein-spezifisches Proteinfragment, welches im besten Falle
einmalig fiir dieses Protein ist, in die Maus injiziert. Hierdurch generiert das murine
Immunsystem spezifische Antikorper gegen die injizierten Peptide, welche anschlieRend
gewonnen und reproduzierbar gemacht werden. Aufgrund der Langwierigkeit des Prozesses
ist es essenziell, dass die Auswahl der verwendeten Peptide optimal ist. Die Peptidsequenzen

sollten daher einmalig, aussagekraftig und immunogen sein.
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3.1.1.1 Einfluss der Lokalisation und Komposition der verwendeten Peptide in der

Proteinsequenz

Zur Generierung der Antikorper im Hybridoma-Verfahren werden Mause mit dem Antigen
immunisiert, sodass diese Antikdrper-produzierende Lymphozyten generieren, welche
Antikorper gegen das verwendete Antigen erstellen. Diese Lymphozyten werden dann fiir das
Hybridoma-Verfahren verwendet, um so Antikdrper-produzierende Hybridome zu erstellen.
Das verwendete Antigen muss eine Aminosaure-Sequenz enthalten, welche im besten Falle
einmalig flur das gewiinschte Zielprotein ist. Hierbei ist es egal ob das Antigen ein
Volllangenpeptid oder nur eine kurze Peptidsequenz des Zielproteins ist, solange das Epitop
des Antigens in gleicher Konformation und post-translationalen Modifikation vorliegt wie das
Zielprotein. Aufgrund der kostengiinstigeren Produktion werden fiir die Immunisierung der
Mause daher haufig Peptidsequenzen von etwa 15 Aminosauren verwendet. Die Sequenz wird
hierbei nach verschiedenen Parametern (Hydrophilitdt, Oberflaichenprdasenz, Homologie mit
anderen Proteinen und Organismen etc.) ausgewahlt, um so das bestmogliche Antigen und
somit das Epitop des Antikorpers zu finden.

Es wurden bei der Immunisierung fur das Protein PRSS2 5 verschiedene Peptidsequenzen
verwendet: PRSS2_A, PRSS2_D, PRSS2_E, PRSS2_F und PRSS2_|I. Hierbei entsprachen PRSS2_E
teilweise Abschnitten der Sequenz zwei verschiedener kommerzieller rekombinante PrEST-
Antikorper (Protein Epitope Signature Tags) gegen PRSS1 und PRSS2_F einem Abschnitt eines
kommerziellen PreEST-Antikorpers gegen PRSS1. Alle ausgewahlten Peptidsequenzen
entsprachen Abschnitten anderer kommerzieller monoklonaler und polyklonaler Antikorper

gegen PRSS2 (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Darstellung der Lage der fiir die Immunisierung verwendeten Peptide in Relation zur Lage anderer kommerziell
verfligbaren Antikorper in der Aminosduresequenz des PRSS2-Proteins.

Farbcodierung: Dunkelgriin: ausgewahlte Peptidsequenz fir Immunisierung, Hellgriin: mogliche Peptidsequenz fiir
Immunisierung, Gelb: PrEST-Antikorper, kommerziell, Hellblau: Polyklonaler kommerzieller Antikérper, Rot: Monoklonaler
kommerzieller Antikorper
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Zur Evaluation der Potenz der jeweiligen Aminosaure als Antigen wurde ein bioinformatischer
Peptidscan durch das HUSAR-Programm fiir das Protein PRSS2 durchgefiihrt. Hierbei wurde
von jeder Aminosdure die Gylcosylierungsstelle (GlycoS), die Hydrophilitat (HyPhil), die
Oberflachenprasenz im gefalteten Protein (SurfPr), die Flexibilitat (FlexPr), der Kernbereich-
Pradiktor (CF-Pre) und Sekundarstruktur-Pradiktoren (GORPred) ermittelt, sodass die
mogliche Fahigkeit als Antigen zur Generierung von spezifischen Antikorpern ermittelt werden
konnte. Vergleicht man die fiinf ausgewahlten Peptide fir PRSS2 und deren Erfolg in der
Antikorper-Erstellung, ist ersichtlich, dass das Peptid PRSS2_E mit 16 erstellten Antikorpern
(Farbeeigenschaften 1x TOP, 3x TOPTOP) das erfolgreichste Peptid war, gefolgt von Peptid
PRSS2_A (1xTOP) und PRSS2_I (kein TOP) (Tabelle 9). Ein TOP Klon beschreibt hierbei ein Klon,
welcher Antikorper mit guten Farbeeigenschaften in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat zeigt,
jedoch gegebenenfalls einen leichten Hintergrund oder keine perfekte Spezifitat zeigt. Dies
kann durch Anpassung der Verdiinnung oder durch weitere Vereinzelung zum Erreichen der
Monoklonalitat verbessert werden. Ein TOPTOP Klon zeigt sehr gute Farbeeigenschaften, es
ist kein Hintergrund und eine gute Spezifitait zu erkennen, es liegt wahrscheinlich
Monoklonalitdat vor und die produzierten Antikorper des Klons kénnen aufgereinigt und

verwendet werden.

Vergleicht man die verschiedenen evaluierten Eigenschaften im Vergleich zum Erfolg der
jeweiligen Peptidsequenz in der Generierung guter Antikorper fir die Immunhistochemie , so
zeigt sich, dass eine hohe durchschnittliche Oberflaichenprdasenz (>1), eine hohe
durchschnittliche Flexibilitat, sowie eine Hydrophilitdt und einen Antigenizitatsindex von mehr

als 0,9 ein Indikator fiir eine erfolgreiche Peptidsequenz sein kann (Tabelle 10).
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Tabelle 9: Effizienz der verwendeten Peptide fiir PRSS2 in der Fahigkeit der Generierung von Antikorpern, sowie deren gute

(TOP) bzw. sehr gute (TOPTOP) Farbeeigenschaften in der Immunhistochemie

Anzahl
gekommen |guter Klone
Maus |Klon Top auf Po pro Maus
IA10 B
604 R
984 -
93 RSS2
PRS2 e |PRSS2 | ¥
11H3 N
1149 $2. E
13¢12 E
15C11 i
389 £
PRSSIZ NG PRS52 A 4
pRSS2_3 5G1 PRSS2 2
71 8
PRSS2 4 1342 i 1
PRSS2 5 |4G10 PRSS2.| 1
31 PRSS2_A
AE12 TOP PRSS2_A Anzahl generierter | Antikorper-Klone,
5C11 PRSS2 | Antikdrper-Klone | davon TOP oder
PRSS2 6 |503 TOP 4 7 durch Peptid TOPTOP
562 TOPTOP E PRSS2 A 4 170P
— PRSS2_D 0 0
6811 TOPTOP £ T7OF,
8810 JOPTOP ] PRSS2_E 16 3 TOPTOP
pRisl 7 0 PRSS2_F 0 0
PRSS2 B 0 PRSS2_| 3 0

Tabelle 10 : Darstellung der Eigenschaften der ausgewahlten Peptidsequenzen PRSS2_A, PRSS1_D, PRSS2_E, PRSS2_F,

PRSS2_1 sortiert nach ihrem Erfolg in der Generierung von Antikérpern.

 PRTSEPTRESYRrORY POy . = L
3 Al HyPtil und Al
Anzahl AA | GlyeoS HyPhil SurtPr FlexPr CF-Pre % CFPre  |d GORPred % d GORPred |Alind .. »0,9 Summe >4 0,6
Sequenz 5, PRSS2 E 17| keine GirycoS 1,202 2,090/ 1,008[0h 0.0%[0n 0,0%] 0,830 M Olnteressant [10AI
6 H 35,3%|4 K 23,5%] |3 urginsig |17 unganstig |7 unganstig
at 21,5%|0t 0,0%]
a1 235%[77 £1,2%]
0B 0,0%28 29 4%]
3 17,6%a as.gﬂ
Sequenz 1, PRSS2_A 15 ] keire Gy 0,211 0,943 0,964]0 1 0.0%[0h 0, 0347 (4 N 3 Interessant |6 Al
6H 40,0811 H 73.3%] 11 ungonstig [12 ungonstig |9 wnganstig
3t 20,0%[01t 0,0%]
37 20,0%|a7 26,7%]
28 133%|08 0,0%]
: 6.7% 0.0%]
[Seqomi 9, PRES2 ) 15| keine Giycos 0,991 A8 Ga97]0h 0,0%|0h 0,0%) 0917|718 Ointeressnt 1041
H ,0%[0 B 0,0%) 8 urgunstip |15 unganstyg |5 ungansteg
t 3.0%]0 1 0,0%}
a7 5, 7%9 T 50,
S8 o%[58 333%]
12 20.0%]1 s,;a
Sequenz b, PRSS2_F 15 | keine GiycoS 0,905 0,480/ 0,957]0h 0,0%[0 h 0, 0,a53]0M 2 interessont |0 Al
OH 0,0%|0 1 0,0%] 15 ungunstig |13 ungunstig |15 unginstig
2t 13,3%[01t 0.0%]
071 0.0%[07 o,%
58 40,0%|10 8 66,
7 267%[S . ﬁﬁ
Sequenz &, PRSS2_D 15 keine GycoS 0,605 0,814 1,000[0h 0,0%[0 h 0, 0,450 {0 N 12 Interessant |7 Al
8H 533%|11H 73,3%] 15 unpanstig |3 ungu 8 ungdnstig
ot 0.0%[01t 0,0%]
01 0,0%[07 0,0%]
0B 0,0%[08 0,0%]
t AGTHI4 26,7%]
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Vergleicht man jedoch die Lage der Peptidsequenzen innerhalb der Proteinsequenz mit
anderen kommerziell erwerblichen Antikérpern, so erkennt man, dass z.B. die erfolgreichste
Peptidsequenz PRSS2_E in vielen Antikdrpern enthalten ist, jedoch nicht als vollstandige
Sequenz in den vom Proteinatlas evaluierten Antikdrpern von Sigma-Aldrich vorliegt
(HPA063471 und HPA062452). Die Lage der einzelnen Peptide innerhalb der Proteinsequenz
zeigt, dass sowohl der Anfang (PRSS2_A) als auch das Ende (PRSS2_I) des Proteins als Antigen
gut zu funktionieren scheinen, jedoch ist auch PRSS2_E mit seiner Position in der Mitte des
Proteins in der Lage als Antigen zur Generierung von Antikdrpern zu funktionieren (Abbildung
6).

Es ist zudem relevant die Sequenzidentitat der ausgewahlten Peptide mit allen murinen
Proteinen zu vergleichen und eine geringe ldentitdt zu wahlen, um so eine Kreuzreaktivitat
mit anderen murinen Proteinen spater zu vermeiden. Hierbei ist zu erkennen, dass eine
Sequenzidentitat von weniger als 100 % fir einen erfolgreichen Antikorper ist, jedoch nicht
der einzige Faktor fiir einen erfolgreichen Antikérper zu sein scheint. Denn auch
Proteinsequenz PRSS2_F hat eine geringe Sequenzidentitdt mit anderen murinen Proteinen
von nur 73,33 %, jedoch ist diese Peptidsequenz nicht erfolgreich in der Generierung guter

Antikorper gewesen (siehe oben) (Abbildung 7).

100x

HPADG 2452 _ﬁs.
WPADE 34 71
HsID 10 — e
HsID S0 — 2 - ———

4 0%
Protein T v v - v - v - -

1 % 51 76 101 12% 151 176 201 22

€94 Seq6
Seq2 Seq3 (?m%&;’- __Seqs Nnissail Seq7 Seq8

PRSSLE

Abbildung 6: Darstellung der Lage der einzelnen Peptidsequenzen (untere Zeile) im PRSS2-Protein.

Dunkelorange stellen die ausgewahlten Peptidsequenzen dar, Hellorange stellen weitere mogliche Peptidsequenzen dar.
Die oberste Zeile beschreibt die Lage der zwei PrEST-Antikopre HPA0622452 und HPA063471. Das Diagramm darunter stellt
farblich und als Graph die Sequenzidentitat des Proteins mit anderen humanen Proteinen dar (rot = hohe
Sequenzahnlichkeit, gelb =geringere Sequenzahnlichkeit).
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Maximale
Peptid Sequenzidentitat mit
murinen Proteinen

Sequenz 1, PRSS2_A 85,61 %
Sequenz 2 93,33 %
Sequenz 3 100,00 %
Sequenz 4, PRSS2_D 93,33 %
Sequenz 5, PRSS2_E 86,67 %
Sequenz 6, PRSS2_F 73,33 %
Sequenz 7 93,33 %
Sequenz 8 100,00 %
Sequenz 9, PRSS2_1| 86,67 %

Abbildung 7: |dentitat der ausgewdhlten und moglichen Peptidsequenzen mit murinen Proteinen.
Daten erstellt via BLAST gegen Maus, dargestellt ist der Wert des Proteins mit hochster Identitat detektiert mittels BLAST



Vergleicht man die ermittelten ELISA-Werte der verschiedenen generierten Antikdrper-Klone,

so kann man beobachten, dass, wie zuvor beschrieben, die erfolgreichen Peptide PRSS2_E,

PRSS2_A und PRSS2_I ELISA-Werte oberhalb des Schwellenwerts erreichen und somit gréRere

Mengen an Antikorper produzieren (rot). Die ELISA-Werte fiir PRSS2_E sind hierbei jedoch

deutlich héher als fiir die anderen beiden Peptide PRSS2_A und PRSS2_I (Abbildung 8).

2ELISA
Maus | Klon | LEUSA I A [PRSS2 D |PRSS2_E |PRSSZ F |PRSSZ.I
3410 oa2e0]  ooare|  opas|  osaa|  opses|  oosas
[ 10,3232 0,035 0,035 04971 10,0308 0,0479
BDS 04023 10,0308 0,035 10,5254 10,0308 0,037
984 ossss]  ooast|  opas|  ossm|  ooses|  oosss
e oa7ar|  oosar|  opss|  osia]  ooses|  opsm
11E9 0,2978 10,0298 0,035 0,037 10,0308 10,6026
11H3 10,3835 10,0036 0,035 04753 10,0308 0,0a29
11HS 03891 0,0409 0,035 05118 0,0308 00,1353
1312 o3s20]  ooses|  opss|  oaves|  ooses|  opse
15€11 04165 10,0351 0,035 0485 10,0308 10,0354
PRSSZ_! IED 10,3233 10,0382 0,035 0,5163 10,0308 10,0381
11HS 04573 02642 0,035 0A5FF 0,0308 10,0334
PRSS1 3 561 04856 10,5504 0,035 10,0382 0,0308 00137
71 07306l ooses|  op3s|  oaome|  ooses|  opees
PRSS1 4 IH2 05858 10,0292 0,035 10,4429 10,0308 0,005
PRSSZ_E A4G10 10,4354 0,038 10,0325 10,0314 10,0384 10,3708
3E1 03575 01152 0,0359 04264 00247 0,0359
4E12 04082 04325 10,0358 0411 00273 10,0356
BC11 10,3588 0,0:35 00a27 o7y 0,0319 0.3335
PRSS2_6 5D3 10,3698 10,0339 10,0354 043 0,0285 00379
5F2 0,385 10,0355 0,0a93 043 10,0556 10,0348
BB11 10,3529 0,016 0,0a45 04314 10,0505 10,0351
8510 o3sos]  ooses| opsra|  oa1z|  oosas| oo

Abbildung 8: Darstellung der ermittelten ELISA-Werte fiir jeden Antikorper-Klon im 1. Und 2. ELISA fir jede Peptidsequenz

fr das Protein PRSS2.

Rot markiert sind hier Werte oberhalb des Schwellenwerts um als positiver ELISA-Wert detektiert zu werden, schwarz
markiert sind Werte welche als Hintergrundrauschen gelten.
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3.1.1.2 Einfluss des ELISA-Wertes auf die Starke der Immunfarbung und dem weiteren Verlauf

der Hybridomaklone

Erstelle Hybridoma-Klone werden 4 Wochen nach der Fusion erstmals auf ihre Antikorper-
Produktionsfahigkeit hin getestet. Hierzu wird neben dem Aussehen der Klone die Menge der
sezernierten Antikorper fur das gewlinschte Zielprotein ermittelt. Es wird dafiir ein Enzyme-
linked Immunosorbent Assay (ELISA-Assay) durchgefiihrt, bei welchem als angebundenes
Zielpeptid das Peptid verwendet wird, mit welchem auch die Mause immunisiert wurden. Ein
hoher ELISA-Wert gibt hierbei Riickschluss auf groRe Menge an sezerniertem Antikorper fir
die gewlinschte Zielsequenz, da viele der Antikérper an diese Sequenz binden. Dies lasst auf
einen potenziell guten Hybridoma-Klon schlieBen. Im Anschluss wird Uberstand desselben
Klons als primarer Antikorper in der Immunhistochemie (IHC) verwendet, um so Riickschluss
auf die Farbeeigenschaften des Klons zu erhalten. Ein Antikorper, der ausreichend intensiv nur
seine erwartete Zielstruktur in der IHC-Farbung farbt ohne Hintergrund- oder unspezifische
Farbung, gilt hier als guter Hybridoma-Klon. Da bei einem ELISA-Assay und der IHC-Farbung
die Zielproteinsequenz in unterschiedlichen Formen vorliegt (linearisiert vs. gefaltet), ist es
nicht zwingend so, dass ein Hybridoma-Klon mit hohem ELISA-Wert auch eine starke IHC-
Farbung verursacht.

Vergleicht man die ELISA-Werte des ersten Haupt-ELISAs mit den Farbeergebnissen der IHC-

Farbung desselben Klons kann man folgendes beobachten:
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Beim Zielprotein MDM2 wurden 10 Klone mit einem ELISA-Wert oberhalb der festgelegten
Schwelle ausgewahlt, welche im ELISA fiir verschiedene verwendete Peptide positiv waren
(Abbildung 9). Die meisten Klone waren positiv flr das Peptid MDM2_3. Hierbei binden die
von den Hybridoma-Klonen sezernierten Antikérper somit vornehmlich an die Peptidsequenz
welche im Peptid MDM2_3 enthalten ist und die Antikorper-Bildung wurde in der Maus auch
durch dieses Peptid verursacht. Das Peptid MDM2_3 konnte war somit am besten zur
Erstellung der spezifischen Antikorper geeignet und ist daher das ,Gewinnerpeptid” im
Vergleich zu den anderen verwendeten Peptiden. Die ELISA-Werte der 10 ausgewahlten Klone
reichen von 0,3869 bis 0,4586 in den verschiedenen Klonen. Die Farbung der Schnitte, welche
mit dem Uberstand der 10 verschiedenen Klone gefirbt wurden, zeigten eine stirkere
Farbung fur die Klone MDM2_M2_2D5, MDM2_M3_1G5 und MDM2_M4_1F8 als fir die
restlichen Klone. Jedoch haben diese Klone einen vergleichsweise geringen ELISA-Wert und

sind nicht alle fir dieselbe Peptidsequenz positiv.

Gewinnerpeptid
Maus Klon
ELISA-
Peptid Wert £
B ‘f’:
M4 2A5 MDM2_3| 0,4586

et

bes

\f
e
ok

M4 8C12 (MDM2_3| 0,4579

M1 705 |MDM2_3| 0,4575

M2 6810 [(MDM2_3| 0,4504

M2 5F3 |MDM2_4| 0,4454

M1 8810 |MDM2_3| 0,4476

M3 2D5 |MDM2_3| 0,4318

M1 348 [(MDM2_3| 0,4304

M3 165 (MDM2_3| 0,4214

M4 1F8  |MDM2_3| 0,4098

Abbildung 9: Darstellung der Gewinnerpeptide und ELISA-Werte der Hybridoma-Klone flr das Zielprotein MDM2.
Dargestellt sind die ELISA-Werte oberhalb des Schwellenwerts (Links) sowie die Ergebnisse der IHC-Farbung der Uberstidnde
der selbigen Klone im erwarteten Gewebe (Milz) (rechts).
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Flr das Zielprotein PRSS1 wurden 19 Klone oberhalb des Schwellenwerts anhand des ELISA-

Werts ausgewahlt. Die Werte reichten hier von 0,3119 bis 0,566, welche im ELISA-Assay fiir

verschiedene Peptide positiv waren (Abbildung 10). Die mit den Klon-Uberstanden gefarbten

Schnitte zeigen fir dieses Zielprotein bei allen ausgewahlten Klonen eine dhnlich starke

Farbeintensitat im erwarteten Gewebe, unabhdngig von der verwendeten Peptidsequenz.

Maus Klon | Gewinnerpeptid
Peptid | EUSA
M2 ] a1 m;x_ﬁ ‘ 0,566 1
MéE 2612 PRSSI D | 03773
Mb M7 | pRss1 0| 0377
M6 1 PRSSI_D | 03753
Mé 205 PRSS1 D | 03735
Mo 31 PRSSI_D | 03670
M7 aH2 | PRsSE_D | 03654
M5 1HS PRSS1_A | D,3595
M5 2010 PRSS1 S8 | 03555
M7 SE9 PRSS1_A | 033518
M5 A4AB PRSS1 B | 03513
M5 aG12 PRSI B | 05508
M6 482 PRSSI_D | 03458
M5 07 PRSSI 8 | 03444
M7 8Fa PRSSI G | 0,3433
Mo aGH P‘}SH_D 0.!!8_2.
M7 A4 m—s:_o 0,3355%
M5 A PRSSI_A | 03309
M5 BAG | PRSSIA | 03119

205

Abbildung 10: Darstellung der Gewinnerpeptide und ELISA-Werte der Hybridoma-Klone fiir das Zielprotein PRSS1.
Dargestellt sind die ELISA-Werte oberhalb des Schwellenwerts (Links) sowie die Ergebnisse der IHC-Farbung der Uberstiande
der selbigen Klone im erwarteten Gewebe (Pankreas) (rechts).
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Flr das Zielprotein PRSS3 wurden 18 Klone oberhalb des Schwellenwerts anhand des ELISA-
Werts ausgewahlt. Die Werte reichten hier von 0,3421 bis 0,3879, welche im ELISA-Assay fiir
verschiedene Peptide positiv waren (Abbildung 11). Die mit den Klon-Uberstanden gefarbten
Schnitte zeigten eine sehr variable Farbeintensitat, welche jedoch unabhangig vom ELISA-

Wert oder dem Peptid, fiir welches der Antikdrper positiv ist, zu sein scheint.

| 1. Gewinner
Maus Klon e

| Peptid | ELISA
M7 61 PSSy | 03879
M7 wa | eassal | oam
w7 aca | eass3 | oamn
M7 &D3 PRSS3 | 03612
M2 S8 l passit | o322
ME Wy PRSSA G | 03368
M7 264 | FRSSIE | 03156
M7 8C10 PRSSIE | 03137
m? 786 Pass3 ) | o
M7 i SE7 I PRSS3_ | [ 0,308
M7 6E8 PRSSIE | 03052
ME 105 PRSS3 G | 02864
M7 a6 | eass3 | 02729
M7 1A4 FRSS3 E 02672
ME s01 PRSSI_D | 02584
M6 BAS | emssy| | 02574
M 34| PRSSIE | 02522
Me 79 PRSS3 E | 03421

Abbildung 11: Darstellung der Gewinnerpeptide und ELISA-Werte der Hybridoma-Klone fiir das Zielprotein PRSS3.
Dargestellt sind die ELISA-Werte oberhalb des Schwellenwerts (Links) sowie die Ergebnisse der IHC-Farbung der Uberstiande
der selbigen Klone im erwarteten Gewebe (Pankreas) (rechts).

Im Vergleich der ELISA-Werte zwischen den verschiedenen verwendeten Peptiden fir die
Immunisierung der Mause zeigte sich, das es haufig ein ,Gewinnerpeptid” gibt, welches in
mehreren Mausen das Peptid ist, gegen welches die vom Klon erstellten Antikorper gerichtet
sind. Dies ist nicht exklusiv so. Man kann bei der Analyse der Peptide fiir das Zielprotein MDM2
in mehreren Mausen das Peptid MDM2_3 als das erfolgreichste Peptid (rot eingerahmt)
definieren. In Maus MDM2_M4 ist jedoch fiir Klon 8C12 nicht nur das Peptid MDM2_3,
sondern auch alle anderen verwendeten Peptide ELISA-positiv und die vom Klon produzierten
Antikorper sind gegen alle verwendeten Peptide gerichtet. Der Klon MDM2_M4 8C12 wurde
aufgrund guter Farbeeigenschaften weiter expandiert, jedoch verstarben die Zellen sodass der

Klon nicht weitergefiihrt werden und weiter analysiert werden konnte (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung aller ELISA-Werte aus 1. ELISA und Peptid-spezifischem ELISA fiir alle Immunisierungspeptide

verwendet fir MDM2.

Gezeigt sind alle Hybridomaklone erzielt aus allen immunisierten Mausen fiir MDM2.
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Des Weiteren ist zu beobachten, dass die Hohe des ELISA-Wertes keine Aussage Uber den
spateren Erfolg des Klons ergibt. So gab es fiir die Maus PRSS3_7 mehrere positive Klone,
welche Antikorper gegen mehrere Peptide (PSRR3_E, PRSS3_1) erstellten. Von diesen Klonen
wurden 7 Klone expandiert und weiter charakterisiert, jedoch erreichten nur zwei Klone den
Status einer guten Farbeeigenschaft bei anhaltender Antikérper-Produktion. Diese beiden
Klone PRSS3_7 2G4 und PRSS3_7 5A8 hatten im Vergleich zu anderen Klonen keine héheren
ELISA-Wert als andere Klone, welche keine guten Farbeeigenschaften zeigten (z.B. PRSS3_7

6E8 oder PRSS3_7 8C10 mit Antikérperproduktion gegen Peptid PRSS3_E) (Abbildung 13).

ELISA-Werte gegen die verwendeten Immunisierungspeptide fur
alle Hybridomaklone erzielt aus der Maus PRSS3_7

035
025
005
1] | {3
; | BT RRERNOAEER moRmmodi‘sn pomenmn 1
1LEUSA

PRSSI_D PRSSI_E PRSS3_F PRSS3_G PRSSI |

ELISA-Wert
2 o o
n ~ =

=]

Kione ®1A4 2G1 2G4 =3F4 wdC4 ~4D3 »SA8 w5E7 6GEB m7A6 wiBCI0 mS8F6

Abbildung 13: Darstellung aller ELISA-Werte aus 1. Elisa und Peptid-spezifischem ELISA fir alle verwendeten
Immunisierungspeptide fir PRSS3.
Analysiert wurden hier die ELISA-Werte der Hybridomaklone erstellt mit B-Lymphozyten aus der Maus PRSS3_7.
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3.1.2 Einfluss des Fusionsverfahrens

3.1.2.1 Effizienzbewertung B-Zell Panning

Zur Evaluation der Effizienz des B-Zell Pannings in Bezug auf ELISA-Werte und Fortfiihrung der
erstellten Hybridoma-Klone wurden die Ergebnisse der Platten, welche das Standard-
Protokoll der Fusion durchlaufen haben, mit den Platten verglichen, bei welchen das B-Zell
Panning durchgefiihrt wurde. Es zeigt sich bei allen Platten eine wesentlich geringere Anzahl
an positiven Wells im Vergleich zu den Platten nach Standardprotokoll. Vergleicht man die
Anzahl an Wells mit ELISA-Werten oberhalb des Schwellenwerts von 0,1 der Platten mit
Panning mit solchen nach Standardprotokoll wurde der Schwellenwert nur in 4-50 % der Wells
verglichen mit der Anzahl der Wells der Standardprotokoll-Platten (iberschritten. Die ELISA-
Werte im Mittel waren jedoch, je nach Zielprotein, entweder nahezu gleich oder im Falle von
CD68 sogar 1,5- 2-fach hoher. Es ist jedoch hervorzuheben, dass nach dem Haupt-ELISA die
allermeisten Wells mit Klonen mit einem ELISA-Wert oberhalb des Schwellenwerts
letztendlich nicht weiter fortgefiihrt wurden aufgrund von schlechten Farbeeigenschaften

oder zu schlechtem Wachstum (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Vergleich Anzahl an ELISA-positiven Wells (ELISA >0,1) in Fusionsversuchen mit Panning in Relation zu ohne
Panning, sowie Relation der Mittelwerte der ELISAs.
Zudem Information tUber weiteren Verlauf der Klone (entsorgt, ausklonieren).

Positive Hybridomaklone erstellt Panning vs. Normaler Fusion

CD112 CD68 CD68_N5 CD68_N6 |LAG3_N5 |LAG3_N6
Anzahl ELISA-
positive Wells
(+/- Panning) 6,45 % 50,00 % 35,29 % 4,35 % 10,00 % 15,38 %
ELISA- Werte
Mittelwert
(+/- Panning) 96,71 % 216,19 % 119,63 % 164,41% |79,26% 82,86 %

3x entsorgt, 1x entsorgt,

1x ausklonieren | 1x 5x entsorgt,

1V, danach ausklonieren, zu | 1x ausklonieren 4x
Entsorgt entsorgt wenige Zellen 2V 1x entsorgt | 1x entsorgt | entsorgt
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3.1.2.2 Immunbhistologische Analyse von gepannten Zellen

Zur Analyse der Effizienz und Selektivitat wurden die gewonnen Zellen nach dem B-Zell
Panning immunhistologisch fiir B-Zell Marker (CD20) und T-Zell Marker (CD3) gefarbt.

Die Analyse der Gesamtzellzahl, sowie des Anteils positiv gefarbter Zellen fiir jedes Zielprotein
(CD3, CD20) nach dem Panning ist dargestellt in Tabelle 12. Hierbei ist fir CD20-positiv
gefarbten Zellen eine durchschnittliche Anzahl von 2,28 pro Bildausschnitt detektiert worden,
die Gesamtzellzahl pro Ausschnitt liegt durchschnittlich bei 100,31 Zellen. Der Anteil an CD20-
positiven Zellen an der Gesamtzellzahl liegt somit durchschnittlich bei 2,74 %. Fir CD3-positive
Zellen konnte eine durchschnittliche Anzahl von 7,22 Zellen pro Bildausschnitt detektiert
werden, die Gesamtzellzahl lag bei 109,58 Zellen pro Ausschnitt. Der durchschnittliche

prozentuale Anteil und CD3-positiven Zellen liegt somit bei 7,94 % (Tabelle 12).

Tabelle 12: Durchschnittliche Anzahl CD3- bzw. CD20-positiver Zellen.

Evaluation nach dem Panning pro Bildausschnitt, Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt sowie prozentualer Anteil positiver
Zellen an der Gesamtzellzahl fur je 10 Bildausschnitte gefarbt via Immunhistochemie. Auswertung der Zellzahl via Imagel,
zweifache Zahlung je Bildausschnitt mit Verwendung des Mittelwerts aus beiden Zahlungen

CD20 CD3
Durchschnitt Durchschnitt
Prozentualer Prozentualer
Anzahl Anzahl
Gesamtzellzahl Anteil positive Gesamtzellzahl Anteil positive
positive positive
pro Ausschnitt Zellen an pro Ausschnitt Zellen an
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl

Ausschnitt Ausschnitt
PRAME_F5 6,10 59,95 9,43 % 13,65 75,15 18,85 %
PRAME_F6 2,85 136,35 2,24 % 22,25 187,35 12,04 %
PRAME_F7 2,80 62,55 4,43 % 11,45 67,10 17,48 %
RPAME_F8 0,05 36,30 0,20 % 7,65 54,15 14,62 %
ALK_22 6 2,30 138,10 1,71 % 4,35 180,95 2,33%
CAL_22_5 1,70 183,45 0,97 % 1,75 91,75 1,99 %
ROS_22_6 0,75 123,50 0,62 % 0,55 147,35 0,37 %
CD68_N8 2,00 96,35 2,00 % 1,55 75,55 2,07 %
CD68_N9 2,00 66,25 3,05% 1,75 106,85 1,72 %
Mittelwert 2,28 100,31 2,74 % 7,22 109,58 7,94 %
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Des Weiteren wurde fir jedes Zielprotein die Gesamtzellzahl, sowie die Anzahl an positiv

gefarbten Zellen fiir CD3 (T-Zell Marker) und CD20 (B-Zell Marker) fiir den kompletten Schnitt

ermittelt und der Anteil vor und nach dem Panning miteinander verglichen. So war fiir jedes

Zielprotein ein verminderter Anteil an CD3- sowie CD20- positiven Zellen an der

Gesamtzellzahl zu erkennen. Hierbei wurde flir beide Marker gleichermalen eine teilweise

drastische Verminderung des Anteils an der Gesamtzellzahl beobachtet, jedoch viel diese

zumeist fir CD3 starker aus als fiir CD20. So wurde durch das Panning der Anteil an CD20-

positiven Zellen pro Bildausschnitt von durchschnittlich 5,95 % auf 1,56 % gesenkt und somit

um durchschnittlich auf 30,03 % der Ausgangsmenge verringert. Flir CD3-positive Zellen

wurde der Anteil an positiven Zellen von durchschnittlich 4,82 % auf 1,7 % gesenkt und somit

auf durchschnittlich 47,02 % der Ausgangsmenge verringert (siehe Tabelle 13).

Tabelle 13: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl.

Es wurden Aliquots vor (Pra) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Verdanderung préa zu post zeigt die Verringerung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch

Auswertung via Image), es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zahlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CD20

CD3

Durchschnitt

Prozentualer

Durchschnitt

Prozentualer

post/pra

Anzahl Gesamt- Veranderu | Anzahl Gesamt-
Anteil positive Anteil positive Verdanderun
positive zellzahl pro ng post zu | positive zellzahl pro
Zellen an Zellen an g post zu pra
Zellen pro Ausschnitt ra Zellen pro Ausschnitt
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
ALK_22_6 pra 35,65 864,05 4,14 % 37,75 760,00 4,96 %
ALK_22_6 post 2,30 138,10 1,71 % -58,96 % | 4,35 180,95 2,33% -53,02 %
CAL_22_5 pra 21,15 720,10 2,92 % 25,70 819,20 3,18 %
CAL_22_5 post 1,70 183,45 0,97 % -66,78% | 1,75 91,75 1,99 % -37,42 %
CAL_22_6 pra 48,95 758,70 6,50 % 61,90 787,85 7,87 %
CAL_22_6 post 1,65 171,10 1,00 % -84,62% | X X X X
ROS_22_6 prd 25,65 662,40 3,92 % 37,55 735,25 5,36 %
ROS_22_6 post 0,75 123,50 0,62 % -84,18% | 0,55 147,35 0,37 % -93,10 %
CD68_N8 pra 36,65 280,85 13,09 % 25,60 476,30 5,42 %
CD68_N8 post 2,00 96,35 2,00 % -84,72% | 1,55 75,55 2,07 % -61,81 %
CD68_N9 pra 14,90 291,95 5,16 % 5,25 267,05 2,14 %
CD68_N9 post 2,00 66,25 3,05 % -40,89% | 1,75 106,85 1,72 % -19,63 %
Mittelwert pra 30,49 596,34 5,95 % 32,29 640,94 4,82 %
Mittelwert post 1,73 129,79 1,56 % 1,99 120,49 1,70 %
Mittelwert Vergleich -70,03 % -53,00 %
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Im nachsten Schritt wurde die Funktionalitat des Pannings mittels Anbindung des Zielpeptids
via Avidin mit anderen Bindungsmethoden sowie Negativkontrollen verglichen. Hierzu wurde
die Standardmethode der Anbindung des Biotin-gekoppelten Zielpeptids mittels Avidin
verglichen mit der Anbindung des OVA-gekoppelten Peptids sowie der Verwendung eines
falschen Biotin-gekoppelten Peptids (nicht Zielpeptid). Hierbei zeigt sich, dass eine
Verringerung pra- zu post-Panning bei einer Anbindung des Avidin-gekoppelten Zielpeptids
Uber Avidin zu einer Verringerung von 69,98 % fiir CD20 und von 53,00 % fur CD3 fiihrte
(Tabelle 14).

Eine Anbindung des Ovalbumin-gekoppelten Zielpeptids flihrte zu einer Verringerung um
75,97 % fur CD20 und 29,93 % fiir CD3 (Tabelle 15).

Eine Beschichtung der Zellkulturplatte mit einem Peptid, welches nicht zur Immunisierung
verwendet wurde, als Negativkontrolle, fihrte zu einer Verringerung der durchschnittlichen
prozentualen Anteils positiver Zellen um 68,45 % der CD20-postiven Zellen und um 55,72 %
der CD3-positiven Zellen (Tabelle 16). Eine Beschichtung der Platte nur mit Avidin aber ohne
Peptid fliihrte zu einer Veranderung des prozentualen Anteil und CD20-positiven Zellen um
45,80 % der Ausgangsmenge und um 13,86 % flir CD3-positive Zellen (Tabelle 17).

Wurde die Platte zuvor mit nichts beschichtet, verringerte sich der prozentuale Anteil an

CD20-positiven Zellen um 76,13 % und um 4,82 % an CD3-positiven Zellen (Tabelle 18).
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Tabelle 14: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl nach einem Panning mittels Biotin-
gekoppelten Zielpeptid tber Avidin an der Platte.
Es wurden Aliquots vor (Prad) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Verdanderung pra zu post zeigt die Veranderung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch

Auswertung via Imagel, es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zdhlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CcD20

CD3

Durchschnitt

Prozentualer

Durchschnitt

Prozentualer

Anzahl Anzahl
normales Coating mit eBio Gesamtzellzahl Anteil positive Verdanderung Gesamtzellzahl Anteil positive Veranderung
positive positive
pro Ausschnitt Zellen an post zu pra pro Ausschnitt Zellen an post zu pra
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
ALK_22_6 pra 35,65 864,05 4,14 % 37,75 760,00 4,96 %
ALK_22_6 post 2,30 138,10 1,71 % -58,70 % 4,35 180,95 2,33% -53,02 %
CAL_22_5 pra 21,15 720,10 2,92 % 25,70 819,20 3,18 %
CAL_22_5 post 1,70 183,45 0,97 % -66,78 % 1,75 91,75 1,99 % -37,42 %
CAL_22_6 pra 48,95 758,70 6,50 % 61,90 787,85 7,87 %
CAL_22_6 post 1,65 171,10 1,00 % -84,62 % X X X X
ROS_22_6 pra 25,65 662,40 3,92 % 37,55 735,25 5,36 %
ROS_22_6 post 0,75 123,50 0,62 % -84,18 % 0,55 147,35 0,37 % -93,10 %
CD68_NS8 pra 36,65 280,85 13,09 % 25,6 476,30 5,42 %
CD68_N8 eBio_CD68 post | 2,00 96,35 2,00 % -84,72 % 1,55 75,55 2,07 % -61,81 %
CD68_N9 pra 14,90 291,95 5,16 % 5,25 267,05 2,14 %
CD68_N9 eBio_CD68 post | 2,00 66,25 3,05 % -40,89 % 1,75 106,85 1,72 % -19,63 %
Mittelwert pra 30,49 596,34 5,95 % 32,29 640,94 4,82 %
Mittelwert post 1,73 129,79 1,56 % 1,99 120,49 1,70 %
Mittelwert Vergleich -69,98 % -53,00 %
pri/post
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Tabelle 15: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl nach einem Panning mittels OVA-
gekoppeltem Zielpeptid an die Platte.

Es wurden Aliquots vor (Prad) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Verdanderung pra zu post zeigt die Veranderung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch
Auswertung via Imagel, es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zdhlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CD20 CD3
Durchschnitt Durchschnitt
Prozentualer Prozentualer
. . Anzahl Anzahl
Coating mit OVA Gesamtzellzahl Anteil positive Veranderung Gesamtzellzahl Anteil positive Veranderung
positive positive
pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
CD68_N9 pra 14,90 291,95 5,16 % 5,25 267,05 2,14 %
CD68_N9 OVA_CD68 post | 0,95 98,50 0,93 % -81,89 % 3,20 176,85 1,80 % -15,98 %
CD68_N10 pra 21,20 334,15 6,66 % 7,05 413,70 1,66 %
CD68_N10 OVA_CD68 post | 4,40 220,45 2,00 % -69,97 % 3,20 176,85 0,93 % -43,98 %
Mittelwert pra 18,05 313,05 5,91 % 6,15 340,38 1,90 %
Mittelwert post 2,68 159,48 1,46 % 3,20 176,85 1,37 %
Mittelwert Vergleich -75,97 % -29,93 %
préa/post

Tabelle 16: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl nach einem Panning Uber ein
Biotin-gekoppeltem Peptid mit welchem nicht immunisiert wurde Gber Avidin an die Platte.

Es wurden Aliquots vor (Prd) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Verdanderung pra zu post zeigt die Verringerung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch
Auswertung via Image), es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zahlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CD20 CcD3
Durchschnitt Durchschnitt
Prozentualer Prozentualer
Coating mit falschem Peptid | Anzahl Anzahl
Gesamtzellzahl Anteil positive Verdanderung Gesamtzellzahl Anteil positive Veranderung
(Negativkontrolle) positive positive
pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
CD68_N8 pra 36,65 280,85 13,09 % 25,60 476,30 5,42 %
CD68_N8 eBio_PRAME post | 1,70 41,75 4,13 % -68,45 % 3,20 176,85 2,40 % -55,72 %
Mittelwert pra 36,65 280,85 13,09 % 25,60 476,30 5,42 %
Mittelwert post 1,70 41,75 4,13 % 3,20 176,85 2,40 %
Mittelwert Vergleich -68,45 % -55,72 %
pri/post
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Tabelle 17: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl nach einem Panning mit einer
Platte, welche nur mit Avidin beschichtet wurde, jedoch nicht mit dem Ziepeptid.
Es wurden Aliquots vor (Prad) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Verdanderung pra zu post zeigt die Verringerung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch

Auswertung via Imagel, es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zahlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CD20 CD3
Durchschnitt Durchschnitt
Prozentualer Prozentualer
o . . Anzahl Anzahl
Nur Avidin, Kein Peptid Gesamtzellzahl Anteil positive Verdnderung Gesamtzellzahl Anteil positive Verdnderung
positive positive
pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
CD68_N10 pra 21,2 334,15 6,66 % 7,05 413,70 1,66 %
CD68_N10 nur Avidin post | 1,30 45,35 3,61% -45,80 % 3,20 176,85 1,89 % -13,86 %
Mittelwert pra 21,20 334,15 6,66 % 7,05 413,70 1,66 %
Mittelwert post 1,30 45,35 3,61 % 3,20 176,85 1,89 %
Mittelwert Vergleich -45,80 % -13,86 %
pri/post

Tabelle 18: prozentualer Anteil an CD3 bzw. CD20-positiven Zellen aus der Gesamtzellzahl nach einem Panning mit einer
Platte, welche nicht beschichtet wurde (kein Bindeprotein und Zielpeptid).
Es wurden Aliquots vor (Prad) und nach (Post) dem Panning verwendet, die Veranderung pra zu post zeigt die Veranderung
des prozentualen Anteils nach dem Panning im Vergleich zu vor dem Panning an. Zellzdhlung erfolgte zweifach durch

Auswertung via Imagel, es wurde der Mittelwert jedes Werts aus der zweifachen Zahlung verwendet. Zur Auswertung
wurde die gesamte histologische Farbung verwendet.

CD20 CD3
Durchschnitt Durchschnitt
Prozentualer Prozentualer
Anzahl Anzahl
Kein Peptid Gesamtzellzahl Anteil positive Veranderung Gesamtzellzahl Anteil positive Veradnderung
positive positive
pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra pro Ausschnitt  Zellen an post zu pra
Zellen pro Zellen pro
Gesamtzellzahl Gesamtzellzahl
Ausschnitt Ausschnitt
CD68_N10 pra 21,20 334,15 6,66 % 7,05 413,70 1,66 %
CD68_N10 nichts post | 2,70 163,75 1,59 % -76,13 % 3,20 176,85 1,58 % -4,82 %
Mittelwert pra 21,20 334,15 6,66 % 7,05 413,70 1,66 %
Mittelwert post 2,70 163,75 1,59 % 3,20 176,85 1,58 %
Mittelwert Vergleich -76,13 % -4,82 %
pra/post
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3.1.3 Einfluss Klonierungsverfahren

Zur Analyse der Effizienz des verwendeten Klonierungsverfahrens wurden verschiedene
Methoden verglichen. Hierzu wurde die etablierte Methode der Fusion von Myeloma- und B-
Lymphozyten mittels PEG1500 mit weiter optimierten Methoden verglichen: 1. Vor der
Fusionierung ein B-Zell Panning mittels der zur Immunisierung verwendeten Peptide 2. Nach
der Fusionierung Inkubation der Zellen in einem semi-solid Medium zur sofortigen Erstellung
der Klonalitat. Hierzu wurden Maduse mit denselben Peptiden fiir das Zielprotein CD68
immunisiert und mittels der drei genannten Methoden fusioniert und weiter verarbeitet. Die
ELISA-Werte des ersten ELISAs nach der Fusionierung wurden hierbei verglichen. Es zeigt sich
fir die Fusionierung nach der etablierten Methode, dass keine Klone erstellt werden konnten.
Fiir die optimierte Fusion mittels B-Zell Panning konnten im Vergleich zur semi-solid Methode
weniger Klone erstellt werden, jedoch waren die ELISA-Werte der erstellten Klone etwa
vergleichbar. Auch der spatere Verlauf der Klone war fiir manche Klone bei beiden Verfahren
positiv, jedoch konnten aufgrund der groBeren Menge an Klonen, erstellt durch die semi-solid
Methode, auch final mehr Klone mit positiven Farbeeigenschaften erstellt werden (Tabelle

19).
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Tabelle 19: Analyse der Effizienz des Erstellungsverfahren von Hybridomaklonen mittels Standardprotokoll, dem Inkubieren
der Hybridoma-Klone erstellt nach Standardprotokoll in semi-solid Medium und solchen Hybridoma-Klonen, welche vor
Fusion nach Standardprotokoll mittels B-Zell Panning selektiert wurden.
Es wurde hierbei der ELISA-Wert der verschiedenen Klone nach 4 Wochen (1. ELISA) verglichen.

Maus Klon Peptid |[1. ELISA Zellkultur
1E7 0,4113 100 % Klon
2G3 0,3844 100 % Klon
3A5 0,3963 100 % Klon
3F10 0,4063 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
4B1 0,3283 100 % Klon
4F5 0,365 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
4H3 0,3706 100 % Klon
6A9 0,4434 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
CD68_N7
6D2 CD68_N1 0,4976 100 % Klon
semi-solid Methode
6F9 0,6973 100 % Klon
7A10 0,3417 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
7B10 0,3703 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
7E10 0,3441 Klon fallt raus da 2. ELISA neg.
7H3 0,5147 100 % Klon
9A4 0,3371 100 % Klon
9D7 0,5365 100 % Klon
9F4 0,3386 100 % Klon
3H10 0,3597 100 % Klon
CD68_N9
4A3 CD68_N1 0,2347 Klon verstorben
Panning-Methode
4E7 0,3515 100 % Klon
CD68_N8 &CD68_N10 keine Klone
normale Fusion erhalten
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3.2 Einfluss der Puffer-Zusammensetzung auf die immunhistologische Farbung

Die Zusammensetzung der verwendeten Verdinnungspuffer in der immunbhistologischen
Farbungen konnen einen starken Einfluss auf die Funktionalitdt des Antikorpers und die
daraus resultierenden Farbeergebnisse haben. Eine Vielzahl von Faktoren wie Puffersalze,
zugesetzte Tragerproteine oder zugesetzte Chemikalien kdnnen sowohl chemische als auch
physikalischen Einfluss auf die Funktionalitdt des Antikdrpers haben. Diese Einfllisse sollen im

Folgenden genauer analysiert werden.

3.2.1 Einfluss des Puffersalzes (PBS/TBS) bzw. pH

Um den Einfluss verschiedener Puffer zu testen, wurden zwei kommerzielle IHC-Puffer (Firma
Roth pH 7,4 und Firma Agilent/Dako pH 7,2), sowie drei selbst hergestellte IHC-Puffer
miteinander verglichen. Dabei handelte es sich um einen ,typischen” (wie in der einschlagigen
Literatur oft beschrieben) Puffer aus PBS + 1 % BSA + 0,2 % Tween-20 + 0,05 % NaN3 ( hier RS-
Puffer genannt), und um zwei ,,Minimal-Puffer” aus PBS + Tween-20 bzw. TBS + Tween-20 mit

einem pH Wert von 7,2 (PBS-basiert) bzw. 7,4 (TBS-basiert).

Im Vergleich zeigt sich bei Farbungen des Proteins GATA3 mit den verschiedenen Puffern kein
Unterschied in der Farbeintensitdt. Der selbst erstellte RS-Puffer zeigte &dhnlich gute
Farbeintensitaten fir GATA3 wie die beiden kommerziellen Puffer, unabhangig von der
zugegebenen Menge an BSA (Abbildung 14).

Bei Farbungen des Proteins SATB2 zeigte sich eine eindeutig bessere Farbeintensitat bei der
Verwendung der kommerziellen IHC-Puffer im Vergleich zu den drei selbst erstellten Puffern.
Es konnte nur bei einer Zugabe von mehr als 10 % BSA eine ahnliche Farbeintensitat bei

manchen selbst erstellten Puffern erzielt werden (Abbildung 15).
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Einfluss des Puffersalzes
auf GATA3-Farbeintensitat
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80,00%
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40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

nur Puffer 1% BSA 15% BSA
B Dako-Puffer 100,00%
M Roth-Puffer 100,00%
M RS-Puffer 100,00% 100,00%

Abbildung 14: relative Farbeintensitdt von GATA3 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen BSA in
kommerziellem Puffer im Vergleich zu selbst erstelltem PBST- bzw. TBST-basiertem Puffer.
Farbeintensitat im Vergleich zum Farberesultat mit dem kommerziellen Puffer von Dako.

Einfluss des Puffersalzes
auf SATB2-Farbeintensitat

100,00%
90,00%
80,00%

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00% I II I

0,00%
nur 9 o o o 0 . 12% 15% 18%
puffer 1% BSA | 2%BSA  3%BSA 4%BSA 6%BSA 8%BSA Ben Bon

B Dako Puffer 100,00%
B Roth Puffer 100,00%

% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

m PBST-Puffer  20,00% 20,00% 70,00% 80,00% 100,00% 100,00%
W RS-Puffer 13,33% 30,00% 10,00% 50,00% 80,00%
TBST-Puffer 10,00% 50,00% 85,00% 80,00% 100,00% 100,00%

Abbildung 15: relative Farbeintensitdt von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen BSA in
kommerziellem Puffer im Vergleich zu selbst erstelltem PBST- bzw. TBST-basiertem Puffer.
Farbeintensitdt im Vergleich zum Farberesultat mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.2 Einfluss von Tragerprotein

3.2.2.1 Einfluss von BSA

BSA ist das typischste Tragerprotein, welches in der Immunhistochemie verwendet wird. Der
Vorteil von BSA ist, dass man es in pulverisierter Form hoch standardisiert kaufen kann und

somit immer einen reproduzierbaren Puffer herstellen kann, jedoch ist BSA sehr teuer.

Zur Evaluation des Einflusses des BSA-Gehalts auf die Farbeintensitat wurden unterschiedliche
Konzentrationen von BSA (0 %- 18 %) im PBST- und TBST- Puffer getestet. Es wurde die
Farbeintensitat des Colongewebes durch den SATB2-Antikérper im Vergleich zum Dako-Puffer
als Referenz getestet. Flir den PBST-Puffer wird eine vergleichbare Farbeintensitdt mit dem
Puffer wie durch den Dako-Puffer bei einer BSA-Konzentration von >10 % erreicht. Fiir den
TBST-Puffer ist die Farbung schon bei >3 % BSA vergleichbar mit der Farbeintensitat des Dako-
Puffers (Abbildung 16).

SATB2 - Einfluss BSA auf TBST und PBST

100,00%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

kein BSA 1% BSA 3% BSA 5% BSA 6% BSA 10% BSA 12% BSA 18% BSA
W PBST  26,00% 36,67% 70,00% 80,00% 80,00% 100,00% 100,00%
EmTBST  40,71% 70,00% 85,00% 100,00% 80,00% 100,00% 100,00% 100,00%

Abbildung 16: relative Farbeintensitdat von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen BSA zum
selbst erstellten PBST- bzw. TBST-basierten Puffern.
Farbeintensitat prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.2.2 Einfluss von Ziegenserum

Anstatt BSA kdnnen auch andere Serumproteine verwenden. Ziegenserum bietet sich an, da
es in groBen Mengen billig eingekauft werden kann. Hierbei handelt es sich jedoch nicht um
ein standardisiertes Produkt. In diesem Versuchsabschnitt sollte geklart werden, ob
Ziegenserum den gleichen Einfluss wie BSA hat und ob sich durch die Kombination von BSA

und Ziegenserum die Farbeintensitat noch weiter steigern lasst.

Der Einfluss von Ziegenserum als alternatives Serumprotein wurde in steigender
Konzentration im TBST-Puffer als alleinige Proteinquelle und in Kombination mit BSA getestet.
Es zeigt sich, dass keine der verwendeten Konzentrationen an Ziegenserum eine vergleichbare
Farbeintensitat des Colongewebes bei einer SATB2-Farbung erreicht wie der Dako-Puffer

(Abbildung 17).

Einfluss von Ziegenserum
auf die SATB2-Farbeintensitat
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60,00%
50,00%
40,00%
30,00%

20,00% I
B B
0.00% - 1% BSA 1% BSA 3% BSA
() + () + () + o7 7 B o 7 ) o7 7 B
kein Serum = 5% Ziegen-  10% Ziegen- 10% Ziegen- 10% Ziegen-  20% Ziegen- 30% Ziegen
serum serum serum

serum serum serum
ETBST  10,00% 60,00% 30,00% 80,00% 20,00% 20,00% 26,00%

% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

Abbildung 17: relative Farbeintensitdt von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen BSA und
Ziegenserum in TBST- basiertem Puffer.
Farbeintensitat prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.2.3 Einfluss von FCS

Zur Analyse des Einflusses von fotalem Kalberserum (FCS) als weitere alternative Proteinquelle
auf die Farbeintensitat wurden steigende Konzentrationen an FCS (0- 10 %) in PBST- und TBST-
Puffern bei der Farbung mit dem CPA1- und SATB2-Antikorper verwendet. Es zeigt sich fur die
CPA1-Farbung im Pankreasgewebe im PBST-Puffer unabhdngig vom FCS-Gehalt keine
Vergleichbarkeit des Farbeergebnisses mit dem Dako-Puffer. Im TBST-Puffer zeigte sich schon
bei 1 % FCS eine vergleichbare Farbeintensitat wie im Dako-Puffer (Abbildung 18).

Fiur die SATB2-Farbung im Colongewebe zeigt sich im PBST-Puffer nur bei 10 % FCS eine
ansatzweise vergleichbare Farbeintensitdt wie mit dem Dako-Puffer, dasselbe gilt fir den

TBST-Puffer (Abbildung 19).

Einfluss der FCS-Menge
auf die Farbeintensitat von CPA-1
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% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

nur Puffer 1% FCS 5% FCS 10% FCS
H PBST 100,00% 80,00% 60,00% 80,00%
B TBST 100,00% 100,00%

Abbildung 18: relative Farbeintensitdt von CPA1l desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen fotalem
Kalberserum (FCS) in PBST- und TBST- basiertem Puffer.
Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitat von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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Einfluss der FCS-Menge
auf die Farbeintensitat von SATB-2
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nur Puffer 1% FCS 5% FCS 10% FCS
B PBST 32,00% 40,00% 40,00% 86,67%
mTBST 71,43% 60,00% 60,00% 86,67%

Abbildung 19: relative Farbeintensitdt von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen fétalem
Kélberserum (FCS) in PBST- und TBST- basiertem Puffer.
Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.2.4 Einfluss weitere Antikorper

Der Einfluss der Anwesenheit eines weiteren Antikorpers im Puffer wurde bei der Farbung von
Colongewebe mit dem SATB2-Antikorper evaluiert. Es wurde hierbei im TBST-Puffer kein
weiterer Antikorper, dieselbe Menge und die dreifache Menge an zusatzlichem Antikorper
hinzugegeben. Keiner der Konditionen erstellte ein vergleichbares Farbeergebnis wie der

Dako-Puffer (Abbildung 20).

Einfluss Zugabe eines weiteren
Antikorpers auf die Farbeintenstitat von SATB2
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nur Puffer 1-fache Menge IgG 3-fache Menge 1gG
HTBST 71,43% 60,00% 50,00%

Abbildung 20: relative Farbeintensitat von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Mengen eines weiteren IgG-
Antikorpers zu TBST- basiertem Puffer.
Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitat von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.3 Einfluss von anderen Chemikalien

3.2.3.1 Einfluss von Caprylsdure

Der Einfluss des Zusatzes von Caprylsdure als weiteren Zusatzstoff im Verdiinnungspuffer
wurde in verschiedenen Konzentrationen Caprylsdure (0 %-10 %) in An- und Abwesenheit von
FCS bzw. BSA (jeweils 5 %) im PBST- und TBST-Puffer getestet. Die SATB2-Farbung des
Colongewebes ist in keinem der getesteten Konditionen und Puffern vergleichbar mit den

Ergebnissen der Farbung mit dem Dako-Puffer (Abbildung 21).

SATB?2 - Einfluss Caprylsdure
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pry pry pry pry pry Caprylsiure

% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

W PBST 32,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
W TBST 71,43% 0,00% 0,00% 0,00% 10,00% 0,00% 0,00%

Abbildung 21: relative Farbeintensitdt von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Mengen Caprylsdure und
BSA bzw. fotales Kalberserum zu PBST- bzw. TBST- basiertem Puffer.
Farbeintensitat prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.2.3.2 Einfluss Trehalose

Zur Evaluierung des Einflusses von Trehalose als Zusatz zur Proteinstabilisierung auf die
Farbeintensitat, wurden verschiedene Konzentrationen Trehalose (0 %- 10 %) dem TBST-
Puffer hinzugegeben. Die Farbeergebnisse des Pankreasgewebe sind fiir den CPA1-Antikorper
in jeder Kondition vergleichbar mit den Ergebnissen der Farbung mit dem Dako-Puffer
(Abbildung 22).

Fiir den SATB2-Puffer zeigt sich bei der Farbung von SATB2 im Colongewebe unter keiner
getesteten Kondition ein vergleichbares Ergebnis wie bei einer Farbung mit dem Dako-Puffer

(Abbildung 23).

Einfluss von Trehalose auf die
Farbeninensitat von CPA-1
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B TBST 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%

% Farbeintensitat im
Vergleich zum Dako-Puffer

Abbildung 22: relative Farbeintensitat von CPA1 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Mengen Trehalose zu TBST-
basiertem Puffer.
Farbeintensitat prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.

Einfluss von Trehalose auf die
Farbeninensitat von SATB-2

o 100,00%
£ 90,00%
E 3 80,00%
) 70,00%
oz
28 60,00%
2 e 5000%
T N 40,00%
25  3000%
LW o 20,00%
X ™
5 10,00%
= 0,00%
nur Puffer 1% Trehalose 5% Trehalose 10% Trehalose
mTBST 71,43% 60,00% 50,00% 40,00%

Abbildung 23: relative Farbeintensitat von SATB2 desselben Spots bei Zugabe unterschiedlicher Mengen Trehalose zu TBST-
basiertem Puffer.
Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitat von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.

94



3.2.4 Einfluss weiterer Puffer

Es wurden weitere veroffentlichte Puffer-Rezepte auf ihre Verwendbarkeit als Antikorper-
Diluent fir die Immunhistochemie getestet. Es zeigt sich hierbei bei Verwendung des CPA-1
und SATB-2 Antikdrpers ein vergleichbares Farbeergebnis mit dem Referenzpuffer von Dako
fur folgende Puffer-Rezepte: 20 mM Natriumphosphat (pH 7.0) und 10 mM Natriumphosphat-
Salzlésung, pH 7.0. Es zeigte sich jedoch bei der Verwendung der gleichen Puffer bei einer
Farbung mit dem SATB-2 Antikorper, dass keiner der Puffer ein vergleichbares Farbeergebnis

zum Referenzpuffer von Dako erstellen konnte (Abbildung 24).

Einfluss verschiedner Puffer
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Abbildung 24: relative Farbeintensitdt von CPA1 (Pankreasgewebe) und SATB2 (Colongewebe) desselben Spots bei
Farbungen mit unterschiedlichen Puffern.
Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von CPA1 bzw. SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako.
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3.3 Einfluss der Pufferart auf Antik6rper-Haltbarkeit

Um den Einfluss der Pufferart auf die langfristige Haltbarkeit des verdiinnten Antikopers im
Verdinnungspuffer zu analysieren, wurde die Farbeintensitat im Dako-Puffer, PBST-basiertem
Puffer (PBS, 0,2 % Tween-20, 1 % BSA, 0,05 % NaN3) und in PBS lber zwei Jahre evaluiert. Die
Farbeergebnisse bei Farbungen von CPA1 zeigen im Pankreasgewebe nach 5 Monaten eine
qualitative Verschlechterung der Farbung, im PBST-basierten Puffer ist eine Verschlechterung
zur selben Zeit zu beobachten. Bei einer Verdiinnung des Antikdrpers in PBS ist eine
verschlechterte Farbeintensitdt schon nach einer Woche zu beobachten (Abbildung 25,
Abbildung 26).

Bei Farbungen des Colongewebes mit dem SATB2-Antikérper zeigte sich unter denselben
Konditionen im Dako-Puffer schon nach einer Woche eine Verschlechterung der
Farbeergebnisse, jedoch bleibt die Intensitat gleichbleibend nur etwas schlechter als initial.
Der PBST-basierte Puffer, sowie die Verdiinnung des Antikérpers in PBS, zeigten schon initial
ein wesentlich schlechteres Farbeergebnis als der Dako-Puffer, hier nimmt im Verlauf der zwei
Jahre die Intensitat stark bis hin zur Abwesenheit einer Farbung ab (Abbildung 27, Abbildung
28).
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Abbildung 25: relative Farbeintensitat von CPA1 desselben Spots aus dem Pankreasgewebe im zeitlichen Verlauf Gbe 24

Monate.
Farbeintensitat prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von CPA1 mit dem kommerziellen Puffer von Dako zum

Zeitpunkt 0.
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Abbildung 26: exemplarische Darstellung von gefdrbtem Pankreasgewebe mit CPA-1 zu verschiedenen Zeitpunkten.
Es wurde hier immer derselbe Spot zur Darstellung gewahlt.
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% Farbeintensitat im Vergleich
zum Dako Puffer zum Zeitpunkt 0
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Abbildung 27: relative Farbeintensitdt von SATB2 desselben Spots aus dem Colongewebe im zeitlichen Verlauf Gibe 24

Monate.

Farbeintensitdt prozentuell im Vergleich zur Farbeintensitdt von SATB2 mit dem kommerziellen Puffer von Dako zum

Zeitpunkt 0.
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Abbildung 28: exemplarische Darstellung von gefarbtem Colongewebe mit SATB-2 zu verschiedenen Zeitpunkten.
Es wurde hier nicht immer derselbe Spot zur Darstellung gewahlt, da dieser tber die Zeit nicht mehr auf dem TMA sichtbar

war.



3.4 Haltbarkeit von Antik6rpern

Zur Evaluierung der langfristigen Stabilitdat von Antikorpern unter verschiedenen Transport-
und Lagerungsbedingungen wurde von der Welthilfsorganisation ein Testassay entwickelt
(Duncan et al., 2018). Hierbei soll fiir Antikérper, welche in der in-vitro Diagnostik verwendet
werden, eine zuverldssige Aussage zu deren Stabilitat unter verschiedensten Testkriterien

analysiert werden.

Zur Analyse der Stabilitdt wurde hier eine beschleunigte Stabilitaitsmessung verwendet, bei
der die Antikorper fir 4 Wochen auf 37 °C gelagert wurden und die Farbequalitdat mit der
Qualitat desselben Antikérpers nach einer Lagerung fiir 4 Wochen bei 4 °C verglichen. Es zeigt
im Vergleich zwischen der initialen Farbung, einer Farbung nach der Lagerung bei 37 °C und
nach einer Lagerung bei 4 °C fiir je 4 Wochen, dass bei allen Antikérpern eine dhnlich gute (bei
manchen Antikorpern jedoch eine leicht verschlechterte) Farbung durch den Antikorper
welcher bei 37 °C gelagert wurde zu erkennen ist, wahrend der bei 4 °C gelagerte Antikorper
dhnlich gute Farbeergebnisse erbrachte wie bei der initialen Farbung. Ein beispielhafter
Vergleich der verschiedenen Farbungen ist in Abbildung 29 fir den Antikdrper GATA3 im

Mammagewebe dargestellt.

Lagerung: Lagerung: Lagerung:
frisch 1 Monat 37°C 1 Monat 4°C
‘\,_, ({:’:"p\ ‘\ - : '_: & :‘.,'_.,.' . '-".?; —
< Wi Y ok
=R il Gt ;
';-.,lr?“ (- x_¢.-J .A_"
N, (Grd e -
e U® I g | >
F s - ~5 g
5305 G
O . v ;‘\"‘ L A ¥
o )2 WA ...‘,..._’ g;_’:
& e

Abbildung 29: Farbungen von Mammagewebe mittels eines Antikorpers gegen GATA3.
Zur Farbung verwendet wurde frischer, ungelagerter Antikorper, derselbe Antikorper nach Lagerung fiir 4 Wochen bei 37 °C
und Lagerung fiir 4 Wochen bei 4 °C.
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Zur Analyse der Langzeitstabilitat wurde derselbe Antikorper Giber mehrere Monate (final 2
Jahre, hier bis zu 18 Monate) bei 4 °C gelagert und wiederholt fiir eine Farbung verwendet. Es
zeigt sich auch hier eine anhaltend gleiche Farbequalitat bei allen getesteten Antikoérpern im
Vergleich zum initialem Farbeergebnis. Ein beispielhafter Vergleich der verschiedenen

Farbungen ist in Abbildung 30 fiir den Antikérper CELA3B im Pankreasgewebe gezeigt.

Lagerung: Lagerung: Lagerung: Lagerung: Lagerung: Lagerung:
frisch 1 Monat 4°C 2 Monate 4°C 6 Monate 4°C 12 Monate 4°C 18 Monate 4°C

Abbildung 30: Farbungen von Pankreasgewebe mittels eines Antikdrpers gegen CELA3B.
Zur Farbung verwendet wurde frischer, ungelagerter Antikorper, derselbe Antikérper nach 1 Monat, 2 Monaten, 6 Monaten,
12 Monaten und 18 Monaten bei 4 °C.

Zur Analyse der Stabilitat der Antikorper ,,unter Verwendung” wurden die Antikdrper zunachst
fiir 4 Wochen bei 37 °C und anschlieBend fiir 4 Wochen bei Raumtemperatur gelagert und alle
4 Wochen zur vergleichenden Farbung verwendet. Es zeigte sich meist ein leichter
Qualitatsverlust aber anhaltender Funktionalitdt nach einer Lagerung des Antikorpers fir 4
Wochen auf 37 °C und anschlieBender Lagerung fiir 4 Wochen bei Raumtemperatur. Ein

beispielhafter Vergleich ist fiir den Antikorper CDH16 im Nierengewebe in Abbildung 31

gezeigt.
Lagerung: Lagerung: Lagerung:
frisch 4 Wochen 37°C 4 Wochen 37°C +

4 Wochen Raumtemperatur

Abbildung 31: Farbungen von Nierengewebe mittels eines Antikdrpers gegen CDH16.

Zur Farbung verwendet wurde frischer, ungelagerter Antikorper, derselbe Antikérper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C
sowie der selbe Antikorper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C und anschlieBender Lagerung fir 4 Wochen bei
Raumtemperatur.
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Zur Analyse der Stabilitat unter Transportbedingungen wurde der Antikérper zunachst fiir 4
Wochen bei 37 °C gelagert und anschliefend fiir 4 Wochen bei Raumtemperatur gelagert,
hierbei wurde alle 4 Wochen eine vergleichende Farbung durchgefiihrt. Verglichen wurde
diese Farbung mit dem Farbeergebnis des gleichen Antikorpers, welcher fiir 72h bei -20 °C
gelagert wurde. Es zeigte sich, wie zuvor beschrieben, bei den Farbungen durch einen
Antikorper der bei 37 °C und anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert wurde ein leichten
Qualitatsverlust der Farbung. Die Farbung mit dem Antikoérper, welcher fir 72h bei -20 °C
gelagert wurde (,Transportbedingung”), zeigte meist eine vergleichbare Farbung zur
Ausgangsfarbung mit dem ungelagerten Antikorper. Ein beispielhafter Vergleich ist flr den
Antikorper MSH2 im Tonsillengewebe in Abbildung 32 gezeigt. Ein Beispiel flr eine
verschlechterte aber funktionelle Farbung ist in Abbildung 33 fiir eine Farbung des Antikdrpers

PD-L1 am Gewebe eines Colonadenokarzinoms gezeigt.

Lagerung: Lagerung: Lagerung: Lagerung:
frisch 4 Wochen 37°C 4 Wochen 37°C + 72h -20°C
4 Wochen Raumtemperatur

Abbildung 32: Farbungen von Tonsillengewebe mittels eines Antikdrpers gegen MSH2.

Zur Farbung verwendet wurde frischer, ungelagerter Antikorper, derselbe Antikérper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C
sowie der selbe Antikdrper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C und anschlieBender Lagerung fir 4 Wochen bei
Raumtemperatur, zudem wurde mit dem gleichen Antikorper gefarbt welcher zuvor fiir 72h bei -20 °C gelagert wurde.

Lagerung: Lagerung: Lagerung: Lagerung:
frisch 4 Wochen 37°C 4 Wochen 37°C + 72h -20°C
4 Wochen Raumtemperatur

Abbildung 33: Farbungen des Gewebes eines Adenokarzinoms des Colons mittels eines Antikorpers gegen PD-L1.

Zur Farbung verwendet wurde frischer, ungelagerter Antikérper, derselbe Antikérper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C
sowie der selbe Antikérper nach 4 Wochen Lagerung bei 37 °C und anschlieBender Lagerung fiir 4 Wochen bei
Raumtemperatur, zudem wurde mit dem gleichen Antikorper gefarbt welcher zuvor fiir 72h bei -20 °C gelagert wurde.
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Die systematische Validierung der Haltbarkeit unter den genannten Bedingungen zeigte bei
55 analysierten Antikorpern, dass bei allen Antikdrper bei einer Lagerung fiir 4 Wochen bei 37
°C und anschlieBender Lagerung bei 4 °C (beschleunigte Stabilititsmessung) eine
gleichbleibende Farbeintensitdt erhalten bleibt. Bei 98 % der Antikorper fand bei einer
langfristigen Lagerung von 6 Monaten der Antikorper bei 4 °C keine Verminderung der
Farbeintensitat statt, bei 2 % der Antikérper konnte eine Farbung unter diesen Konditionen
nicht analysiert werden. Die Farbeintensitdt der Antikorper war bei allen Antikérper auch
nach einer Lagerung fiir 4 Wochen bei 37 °C und anschlieRender Lagerung fiir 4 Wochen bei
Raumtemperatur ahnlich zur initialen Farbung. In Bezug auf die Stabilitdt unter
Transportbedingungen, also eine kurzfristige Lagerung des Antikorpers flr 72 Stunden bei -
20 °C zeigten 93% der Antikorper eine ahnliche Farbeintensitat wie bei der initialen Farbung,
bei 4 % der Antikdrper war die Farbung schwacher und bei 4 % der Antikorper konnte eine

Farbung unter diesen Konditionen nicht detektiert werden (Tabelle 20,
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Tabelle 21).

Tabelle 20: Anteil der analysierten Antikdrper unter verschiedenen Lagerungsbedingungen mit gleichbleibenden bzw.

verschlechterter Farbequalitat im Vergleich zur Ausgangsfarbung zum Startzeitpunkt der Lagerung.

Quantifizierung der rechten Spalten aus Tabelle 20.

Farbequalitat

beschleunigte
Stabilitdtsmessun
g [% analysierter
Antikoérper]

Langzeitstabilitat
[% analysierter
Antikorper]

Stabilitadt der
Antikorper ,unter
Verwendung”

[% analysierter
Antikorper]

Stabilitat ,,unter
Transport-
bedingungen”
[% analysierter
Antikoérper]

gleich 100,00% 98,18% 100,00% 92,73%
verschlechtert 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
nicht analysiert 0,00 % 1,82% 0,00% 3,64%
Gesamtanzahl 55 55 55 55
Antikorper
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Tabelle 21: Farbeverhalten der analysierten Antikdrper unter verschiedenen Lagerungsbedingungen.

Darstellung der gleichbleibender (griin), verschlechterter (gelb) oder abwesende (rot) Farbequalitdt im Vergleich zur
Ausgangsfarbung zum Startzeitpunkt der Lagerung pro Charge sowie gemittelt tber alle drei Chargen hinweg in
gleichbleibend (0), verschlechtert (-) oder nicht analysierbar (n.a.).

Bl 3 258 £¢d | EDl| 3 [852|5¢k
SE = g2 29 ¢ S E T |gs3 S <
23 £ s £22 | 22| %2 |Z8s|E28
S 8 2 3 £82 g = e |8g 3 835
23 g EE-R 2F3 52| B |E25|3F3
2 g & g > s = 2§ & £> 2
a < & <

Androgen Receptor 1:100 AcpH7,8 Prostatakarzinom |Charge 1 OK 0K 0K oK

Androgen Receptor 1:100 AcpH7,8 Prostatakarzinom |Charge 2 oK 0K oK

Androgen Receptor 1:100 AcpH7,8 Prostatakarzinom |Charge 3 OK OK 0 0 0 0

Argainase-1 1:100 AcpH7,8 Leber Charge 1 OK OK OK OK

Argainase-1 1:100 AcpH7,8 Leber Charge 2 0K OK OK

Argainase-1 1:100 AcpH7,8 Leber Charge 3 0K 0K 0 0 0 0

CD1a 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 1 oK OK oK oK

CD1a 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 2 OK schwankt leicht etwas schlechter

CD1a 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 3 OK OK 0 0 0 0

CD20 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 0K OK OK 0K

CD20 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 OK 0K oK

CD20 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 oK OK 0 0 0 0

CD23 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 etwas schlechter| schwankt leicht OK OK

CD23 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 etwas schlechter|  schwankt leicht OK

CD23 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 etwas schlechter| schwankt leicht 0 0 0 0

CD27 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 1 oK schwankt leicht etwas schlechter oK

CD27 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 2 0K schwankt leicht etwas schlechter

CD27 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 3 oK 0K 0 0 0 0

CD31 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 OK schwankt leicht OK OK

CD31 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 0K schwankt leicht OK

CD31 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 oK schwankt leicht 0 0 0 0

CD163 1:150 AcpH7,8 Plazenta Charge 1 OK schwankt leicht oK oK

CD163 1:150 AcpH7,8 Plazenta Charge 2 OK OK OK

CD163 1:150 AcpH7,8 Plazenta Charge 3 OK OK 0 0 0 0

CDH16 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 1 oK oK oK o]’

CDH16 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 2 oK OK oK

CDH16 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 3 oK 0K 0 0 0 0

CDH17 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 1 OK oK oK oK

CDH17 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 2 OK OK OK

CDH17 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 3 0K schwankt leicht 0 0 0 0

CEA 1:150 AcpH9 Coloncarcinom Charge 1 oK etwas besser OK oK

CEA 1:150 AcpH9 Coloncarcinom Charge 2 oK etwas besser oK

CEA 1:150 AcpH9 Coloncarcinom Charge 3 OK OK 0 0 0 0

CELA3B 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 1 OK schwankt leicht OK OK

CELA3B 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 2 0K schwankt leicht OK

CELA3B 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 3 OK schwankt leicht 0 0 0 0

Cytokeratin 5 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 1 oK 0K OK oK

Cytokeratin 5 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 2 OK OK OK

Cytokeratin 5 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 3 OK OK 0 0 0 0

Cytokeratin 7 1:150 AcpH9 Plazenta (reif) Charge 1 0K OK OK 0K

Cytokeratin 7 1:150 AcpH9 Plazenta (reif) Charge 2 OK OK OK

Cytokeratin 7 1:150 AcpH9 Plazenta (reif) Charge 3 oK OK 0 0 0 0

Cytokeratin 10 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 1 OK schwankt, erholt sich| OK OK

Cytokeratin 10 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 2 oK OK OK

Cytokeratin 10 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 3 oK OK 0 0 0 0

Cytokeratin 13 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 0K OK OK 0K

Cytokeratin 13 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 OK schwankt leicht oK

Cytokeratin 13 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 OK schwankt leicht 0 0 0 0

Cytokeratin 15 1:50 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 OK schwankt leicht OK OK

Cytokeratin 15 1:50 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 oK schwankt leicht OK

Cytokeratin 15 1:50 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 oK schwankt leicht 0 0 0 0

Cytokeratin 19 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 1 oK 0K OK oK

Cytokeratin 19 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 2 OK OK OK

Cytokeratin 19 1:150 AcpH7,8 Colon Charge 3 OK OK 0 0 0 0

Cytokeratin 20 1:150 AcpH9 Colon Charge 1 0K OK OK 0K

Cytokeratin 20 1:150 AcpH9 Colon Charge 2 0K 0K OK

Cytokeratin 20 1:150 AcpH9 Colon Charge 3 oK 0K 0 0 0 0

Collagen IV 1:150 AcpH7,8 Colon muscularis Charge 1 OK oK [o]$ oK

Collagen IV 1:150 AcpH7,8 Colon muscularis Charge 2 OK OK OK

Collagen IV 1:150 AcpH7,8 Colon muscularis Charge 3 OK OK 0 0 0 0

CPA1 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 1 0K 0K OK etwas schlechter

CPA1 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 2 oK 0K OK

CPA1 1:150 AcpH7,8 Pankreas Charge 3 oK 0K 0 0 0 0

CLTA-4 1:150 AcpH7,8 Tonsile Charge 1 OK schwankt leicht etwas schlechter OK

CLTA-4 1:150 AcpH7,8 Tonsile Charge 2 etwas schlechter| etwas schlechter etwas schlechter

CLTA-4 1:150 AcpH7,8 Tonsile Charge 3 etwas schlechter| etwas schlechter 0 0 0 0

Desmin 1:150 AcpH9 Herz Charge 1 OK schwankt leicht oK oK

Desmin 1:150 AcpH9 Herz Charge 2 OK OK OK

Desmin 1:150 AcpH9 Herz Charge 3 OK OK 0 0 0 0

DOG-1 1-150 AcpH9 Colon mucosa Charge 1 0K OK OK 0K

DOG-1 1-150 AcpH9 Colon mucosa Charge 2 0K 0K OK

DOG-1 1-150 AcpH9 Colon mucosa Charge 3 oK 0K 0 0 0 0

E-Cadherin 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 1 OK schwankt leicht oK oK

E-Cadherin 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 2 OK schwankt leicht OK

E-Cadherin 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 3 OK schwankt leicht 0 0 0 0

EpCAM 1:150 AcpH7 Niere Charge 1 OK OK OK OK

EpCAM 1:150 AcpH7 Niere Charge 2 oK schwankt, erholt sich oK

EpCAM 1:150 AcpH7 Niere Charge 3 oK schwankt, erholt sich| 0 0 0 0
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ER 1:150 AcpH9 Endometrium Charge 1 OK OK OK OK

ER 1:150 AcpH9 Endometrium Charge 2 oK oK oK

ER 1:150 AcpH9 Endometrium Charge 3 OK OK 0 0
GAD 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 1 OK OK OK oK

GAD 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 2 OK OK OK

GAD 1:150 AcpH7 Pankreas Charge 3 OK OK 0 0
GATA3 AcpH7,8 Brust Charge 1 OK OK OK oK

GATA3 AcpH7,8 Brust Charge 2 OK OK OK

GATA3 AcpH7,8 Brust Charge 3 OK OK 0 0
HER2 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 1 OK OK OK oK

HER2 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 2 OK OK OK

HER2 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 3 OK OK 0 0
Inhibin alpha 1:500 AcpH7,8 Hoden Charge 1 OK etwas schlechter OK n.a.

Inhibin alpha 1:500 AcpH7,8 Hoden Charge 2 OK etwas schlechter OK

Inhibin alpha 1:500 AcpH7,8 Hoden Charge 3 OK etwas schlechter 0 n.a.
INSM1 1:100 AcpH7,8 Pankreas Charge 1 etwas schlechter] OK n.a.

INSM1 1:100 AcpH7,8 Pankreas Charge 2 |etwas schlechter| oK

INSM1 1:100 AcpH7,8 Pankreas Charge 3 OK n.a n.a.
Ki-67 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 1 OK OK oK

Ki-67 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 2 OK schwankt leicht OK

Ki-67 1:150 AcpH9 Tonsille Charge 3 OK OK 0 0
Mesothelin 1:150 AcpH9 Ovarialcarcinom serds Charge 1 OK OK OK oK

Mesothelin 1:150 AcpH9 Ovarialcarcinom serds Charge 2 OK OK OK

Mesothelin 1:150 AcpH9 Ovarialcarcinom serds Charge 3 OK OK 0 0
MSH2 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 OK schwankt leicht OK oK

MSH2 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 OK OK OK

MSH2 1:150 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 OK schwankt leicht 0 0
MSH6 1:100 AcpH7,8 Tonsille Charge 1 OK OK OK OK

MSH6 1:100 AcpH7,8 Tonsille Charge 2 OK OK OK

MSH6 1:100 AcpH7,8 Tonsille Charge 3 OK OK 0 0
MUCSAC 1:150 AcpH7,8 Magenschlemhaut Charge 1 OK OK OK etwas schlechter

MUCSAC 1:150 AcpH7,8 Magenschlemhaut Charge 2 OK OK OK

MUCSAC 1:150 AcpH7,8 Magenschlemhaut Charge 3 OK OK 0 0
Napsin A 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 1 oK oK oK oK

Napsin A 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 2 OK OK oK

Napsin A 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 3 oK oK 0 0
p16 1:150 AcpH9 Zervix Charge 1 OK OK n.a. oK

p16 1:150 AcpH9 Zervix Charge 2 oK oK [o]$

p16 1:150 AcpH9 Zervix Charge 3 OK OK 0 0
p53 1:150 AcpH7,8 Ovarialcarcinom serds Charge 1 oK etwas schlechter oK oK

p53 1:150 AcpH7,8 Ovarialcarcinom serds Charge 2 oK etwas schlechter oK

p53 1:150 AcpH7,8 Ovarialcarcinom serds Charge 3 OK etwas schlechter 0 0
p63 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 1 OK etwas schlechter OK oK

p63 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 2 oK etwas schlechter oK

p63 1:100 AcpH7,8 Haut Charge 3 OK etwas schlechter 0 0
panCK 1:150 AcpH9 Magen Charge 1 OK OK OK OK

panCK 1:150 AcpH9 Magen Charge 2 OK OK OK

panCK 1:150 AcpH9 Magen Charge 3 OK OK 0 0
PD-LL 1:150 AcpH7,8 Colon Adenocarcinom Charge 1 oK etwas schlechter oK [ schlechter |

PD-L1 1:150 AcpH7,8 Colon Adenocarcinom Charge 2 etwas schlechter| etwas schlechter OK

PD-L1 1:150 AcpH7,8 Colon Adenocarcinom Charge 3 OK 0 -
PLAP 1:150 AcpH9 Plazenta Charge 1 oK oK [o]'$ etwas schlechter

PLAP 1:150 AcpH9 Plazenta Charge 2 n.a. OK OK

PLAP 1:150 AcpH9 Plazenta Charge 3 OK OK 0 -
PSA 1:150 AcpH7,8 Prostata Charge 1 OK schwankt leicht OK oK

PSA 1:150 AcpH7,8 Prostata Charge 2 OK schwankt leicht OK

PSA 1:150 AcpH7,8 Prostata Charge 3 OK schwankt leicht 0 0
STAR 1:100 AcpH7,8 Nebenniere Charge 1 OK OK OK oK

STAR 1:100 AcpH7,8 Nebenniere Charge 2 OK OK OK

STAR 1:100 AcpH7,8 Nebenniere Charge 3 OK OK 0 0
Synaptophysin 1:150 AcpH9 Magenschleimhaut Charge 1 OK OK OK OK

Synaptophysin 1:150 AcpH9 Magenschleimhaut Charge 2 OK OK n.a.

Synaptophysin 1:150 AcpH9 Magenschleimhaut Charge 3 OK OK 0 0
TFE3 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 1 OK OK OK oK

TFE3 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 2 OK OK n.a.

TFE3 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 3 OK OK 0 0
TFF1 1:150 AcpH7,8 Lungen Adenokarzinom Charge 1 OK OK OK oK

TFF1 1:150 AcpH7,8 Lungen Adenokarzinom Charge 2 OK OK oK

TFF1 1:150 AcpH7,8 Lungen Adenokarzinom Charge 3 OK OK 0 0
TROP-2 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 1 oK oK oK OK

TROP-2 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 2 OK OK OK

TROP-2 1:150 AcpH7,8 Haut Charge 3 OK OK 0 0
TTF-1 1:150 AcpH7,8 Niere Charge 1 OK OK n.a. oK

TTF-11:150 AcpH7,8 Niere Charge 2 OK OK OK

TTF-11:150 AcpH7,8 Niere Charge 3 OK OK 0 0
Uroplakin 1a 1:150 AcpH9 Harnblasenkarzinom Charge 1 OK OK OK OK

Uroplakin 1a 1:150 AcpH9 Harnblasenkarzinom Charge 2 OK OK n.a.

Uroplakin 1a 1:150 AcpH9 Harnblasenkarzinom Charge 3 OK OK 0 0
Uroplakin 1b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 1 OK OK OK oK

Uroplakin 1b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 2 OK OK oK

Uroplakin 1b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 3 OK OK 0 0
Uroplakin 3b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 1 OK OK oK oK

Uroplakin 3b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 2 oK oK oK

Uroplakin 3b 1:150 AcpH7,8 Urothel Charge 3 OK OK 0 0
Villin 1:150 AcpH9 Colon Charge 1 OK OK oK oK

Villin 1:150 AcpH9 Colon Charge 2 OK schwankt leicht OK

Villin 1:150 AcpH9 Colon Charge 3 OK OK 0 0
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3.5 Antikorper-Validierung 1: Western Blot

Insgesamt wurden 103 Antikorper auf ihre Funktionalitat im Western Blot analysiert. Die
Lysate wurden sowohl aus gefrorenen Gewebeproben als auch Zelllinien mit bekannter

positiver und negativer Expression des Zielproteins gewonnen.

3.5.1 Gewebelysate
Von den 103 getesteten Antikérpern zeigten 94 Antikérper (91,3 %) im Gewebe eine Bande

bei der erwarteten GrofRe, wahrend bei 8 Antikérpern (7,7 %) in keinem der getesteten
Gewebe eine Bande bei der erwarteten ProteingrofRe gefunden wurde, sowie ein Antikdrper
(1,0 %) aufgrund fehlender passender Gewebe nicht getestet wurde (Abbildung 34).

1
0,97%_,

® Bande von erwarteter
ProteingrofRe vorhanden

= Bande von erwarteter
ProteingrofSe nicht vorhanden

= kein positives Testlysat
vorhanden

Abbildung 34: Anteil der Antikorper, die im humanen Testgewebe eine Bande richtiger GroRe zeigten.
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3.5.1.1 Antikorper die eine Bande in erwarteter Grol3e zeigten

Von den 94 Antikopern, die eine Bande von erwarteter Grof3e zeigten, wiesen 34 Antikorper

(36,2 %) in mindestens einem (aber nicht unbedingt allen) Positivkontrollgeweben auch nur

diese einzige Bande auf. Beispiele fir diese Antikérper sind in Abbildung 35 gezeigt, die

vollstandige Liste dieser Antikorper ist in Tabelle 22 gegeben.

Cytokeratin 19 (MSVA-118M)
Erwartete Bande: 44kDa

Marker

Colon

250kDa

150kDa

100kDa
75kDa—

S0kDa

35kDs — Land

25kDa
20kDa

15kDa —

10kDa —

Tubulin [ ——

Pgp9.5 (MSVA-S05R)
Erwartete Bande: 25kDa

Pankreas

Marker

250kDa o
150kDa — &

100kDa —
75kDa

e “‘

25403 — e
206Da —

150z — »

10kDa —

Tubulin P — gy —

CELA3B (MSVA-410M)
Erwartete Bande: 29kDa

Marker
Pankreas

5

250xDa
150kDa

100kDa
75kDa

35kDa

so—

20kDa —
15kDa —

10kDa—

Tubulin — - —

1gG

Abbildung 35: Beispiele fiir Antikorper, die eine einzige Bande von erwarteter GrofRe zeigten: Antikorper Cytokeratin 19,

pgp9.5 und CELA3B.

Banden bei 50kDa wurden durch Kreuzreaktivitdt des sekundaren Antikdrpers mit humanem IgG verursacht. Griin

markierte Gewebe zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Gewebe zeigen keine Expression.

Unterstrichenes Gewebe markiert das fir die Analyse ausgewahlte Gewebe.
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Tabelle 22: Liste der Antikorper die nur eine Bande von erwarteter GroRe zeigten.

Antikorper zeigt nur Bande von erwarteter GroRe

Factor Xlla

Cytokeratin 5

Collagen IV

SATB2

Pan-Cytokeratin

CELA3B

Calponin-1

GATA-3

Estrogen Receptor

Cytokeratin 19

Cytokeratin 7

EpCAM

S100P

INI-1

Cytokeratin 13

CD 34

CD5

Cytokeratin 15

FABP1

SOX9

pgp9.5

HLA-DRA

DOG-1

Cytokeratin 14

INSM1

CEA

Caldesmon

Mesothelin

5100B

Cytokeratin 18

Topoisomerase 2a

Cytokeratin 6

Uroplakin 1a

vWEF
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3.5.1.2. Antikorper die neben der richtigen Bande zusatzliche Banden zeigten

Die weiteren 60 der 94 Antikorper (63,8 %), die im Western Blot ,funktionierten”, wurden
zunadchst anhand des best-geeigneten Positivkontrollgewebes weiter unterteilt. Als bestes
Positivkontrollgewebe wurde das Gewebe bestimmt, bei dem die spezifische Bande am
deutlichsten zu sehen war und die wenigsten zusatzlichen Banden gesehen wurden.

21 Antikorper dieser 60 Antikorper (35,00 %) zeigten selbst im besten Kontrollgewebe neben
der Bande von erwarteter GroRe eine weitere Bande (Abbildung 36), 24 Antikérper (40,00 %)
zeigten 2-3 Nebenbanden (Abbildung 37) und 15 Antikérper (25,00 %) zeigten 4 oder mehr
Nebenbanden (Abbildung 38). Die vollstandige Liste dieser Antikorper ist in Tabelle 23

gegeben, die prozentuale Aufteilung ist in Abbildung 39 gezeigt.

KLK7 (MSVA-707M) CD45 (MSVA-045R)
Erwartete Bande: 27kDa Erwartete Bande: 147kDa
[ g m
(] m— - ) R e
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100kDa —
100kDa —
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35kDa —
35kDa —
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Abbildung 36: Beispiele flir Antikorper, die neben der Bande von erwarteter Grofle noch eine weitere Bande zeigten:
Antikorper KLK7 und CD45.

Banden bei 50kDa wurden durch Kreuzreaktivitat des sekundadren Antikorpers mit humanem IgG verursacht. Grin markierte
Gewebe zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Gewebe zeigen keine Expression. Unterstrichenes
Gewebe markiert das fiir die Analyse ausgewahlte Gewebe, die blauen Pfeile markieren die Banden unerwarteter GréRe.
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Nucleolin (MSVA-623R) MCM-3 (MSVA-503M)

Erwartete Bande: 77kDa erwartete Bande: 91kDa
E
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15kDa
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—_— —— A
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Abbildung 37: Beispiele fiir Antikorper, die neben der Bande von erwarteter GroRe noch zwei bis drei weitere Banden zeigten:

Antikoérper Nucleolin und MCM-3.

Banden bei 50kDa wurden durch Kreuzreaktivitat des sekundédren Antikorpers mit humanem IgG verursacht. Griin markierte
Gewebe zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Gewebe zeigen keine Expression. Unterstrichenes
Gewebe markiert das fiir die Analyse ausgewahlte Gewebe, die blauen Pfeile markieren die Banden unerwarteter GréRRe.
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PLAP (MSVA-350R) CD-274 (MSVA-2083)

Erwartete Bande: 58kDa Erwartete Bande: 33kDa
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Abbildung 38: Beispiele fiir Antikdrper, die neben der Bande von erwarteter GroRBe noch mindestens vier weitere Banden
zeigten: Antikorper PLAP und CD274.

Banden bei 50kDa wurden durch Kreuzreaktivitat des sekundédren Antikorpers mit humanem IgG verursacht. Grin markierte
Gewebe zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Gewebe zeigen keine Expression. Unterstrichenes
Gewebe markiert das fur die Analyse ausgewahlte Gewebe, die blauen Pfeile markieren die Banden unerwarteter GréRRe.
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Tabelle 23: Liste der Antikorper die neben der Bande von erwarteter GroRe weitere Banden zeigten.

AK zeigen eine Nebenbande

AK zeigen 2-3 Nebenbanden

AK zeigen groBer/gleich 4 Nebenbanden

Villin CD 27 Napsin A
Cytokeratin 10 Nucleolin PLAP
Chromogranin A CPAl Cystatin A
Vimentin CD 1a Androgen Receptor
Myosin Elastin PAPP-A
KLK7 Myosin H11 CD274
MUC5AC TRIM29 CD45RA
Synaptophysin Uroplakin 1b CTLA-3
MUC6 Melan A+ CD 23
Cytokeratin 20 MCM3 FABP4
CD 45 Desmoglein CD 20
TACSTD2 MBP MCM7
GLUT1 MUC1 CD 3e
ACE2 cD7 Progesteron Receptor
AIF1 CDH17 CD 163
GFAP CD 22
TIM3 MyoD1
Kie7 MSH?2
MART-1 Desmin
CD 99 CD4
TdT HER2

Arginase-1

Inhibin alpha

CD 31

® nur Bande von erwarteter

Proteingrofe

® eine Nebenbande

m 2-3 Nebenbanden

Abbildung 39: Anteil der Antikorper, die im humanen Testgewebe eine Bande richtiger GroRe sowie weitere Banden zeigten.
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3.5.2 Humane Zelllinien

Von den 103 getesteten Antikdrpern zeigten 66 Antikorper (64,1 %) in den humanen Zelllinien
eine Bande bei der erwarteten GroRe, wahrend bei 29 Antikdrpern (28,2 %) in keiner der
getesteten Zelllinien eine Bande auf bei der erwarteten ProteingroRe gefunden wurde, sowie
8 Antikorper (7,8 %), welche aufgrund fehlender passender Ziellinien nicht getestet wurde

(Abbildung 40).

® Bande von erwarteter
ProteingrofRe vorhanden

= Bande von erwarteter
Proteingrofie nicht
vorhanden

= kein positives Testlysat
vorhanden

Abbildung 40: Anteil der Antikorper, die in humanen Zelllinien eine Bande richtiger GréRRe zeigten.
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3.5.2.1 Antikorper die eine Bande in erwarteter Grol3e zeigten

Von den 66 Antikopern, die eine Bande von erwarteter GrofSe zeigten, wiesen 21 Antikorper
(30,3 %) in mindestens einem (aber nicht unbedingt allen) positiven Zelllinien-Lysaten nur eine
einzige Bande, die auch tatsachlich von der erwarteten GroRe war. Beispiele fur diese

Antikorper sind in Abbildung 41 gezeigt, die vollstandige Liste dieser Antikorper ist in Tabelle

24 gegeben.
MSH2 (MSVA-902M) CD4 (MSVA-004R)
Erwartete Bande: 105kDa Erwartete Bande: 51kDa
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Abbildung 41: Beispiele fir Antikorper, die eine einzige Bande von erwarteter GroRe zeigten:

Antikérper MSH2 und CD4, welche in mindestens einem Zelllinienlysaten nur eine einzige Bande, die auch tatsachlich von der
erwarteten GrofRe war, zeigten. Griin markierte Zelllinien zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte
Zelllinien zeigen keine Expression. Unterstrichene Zelllinien markieren die fiir die Analyse ausgewahlte Zelllinie.
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Tabelle 24: Liste der Antikorper die nur eine Bande von erwarteter GroRe zeigten.

Antikérper zeigt nur Bande von erwarteter GroRRe

P16INK4a

Desmin

Estrogen Receptor

Cytokeratin 19
GATA-3
Cytokeratin 10
CD 45

MSH2

TdT

ch4

MCM7

Arginase-1

Cytokeratin 15

Caldesmon
KLK7

CD 99
CD45RA
Ki67

PLAP

HER2

Cytokeratin 7

3.5.2.2 Antikorper die neben der richtigen Bande immer noch zuséatzliche Banden zeigten

Die weiteren 45 Antikorper der 66 Antikorper (68,2 %), die im Western Blot , funktionierten”
wurden zundchst anhand des best-geeigneten Zelllinienlysats weiter unterteilt. Als bestes
Zelllinienlysat wurde die Zelllinie bestimmt, bei der die spezifische Bande am deutlichsten zu
sehen war und die wenigsten zusatzlichen Banden gesehen wurden.

20 Antikorper dieser 44 Antikorper (44,4 %) zeigten selbst im besten Zelllinienlysat neben der
Bande von erwarteter GroRRe eine weitere Bande (Abbildung 42), 17 Antikorper (37,8 %)
zeigten 2-3 Nebenbanden (Abbildung 43) und 8 Antikorper (17,8 %) zeigten 4 oder mehr
Nebenbanden (Abbildung 44). Die vollstandige Liste dieser Antikorper ist in Tabelle 25

gegeben, die prozentuale Aufteilung ist in Abbildung 45 gezeigt.
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CD3e (MSVA-003R) MSH6 (MSVA-906R) EpCAM (MSVA-326R)

Erwartete Bande: 23kDa Erwartete Bande: 153kDa Erwartete Bande: 35kDa
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Abbildung 42: Antikérper CD3e, MSH6 und EpCAM, welche in ausgewdhlten Zelllinienlysaten eine Bande von erwarteter
GroRe sowie eine weitere Bande von unerwarteter GroRe zeigten, auch in weitern Zelllinienlysaten wurde je eine Banden bei
erwarteter und eine Bande von unerwarteter GroRe detektiert.

Grin markierte Zelllinien zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Zelllinien zeigen keine Expression.
Unterstrichene Zelllinien markiert die fiir die Analyse ausgewdhlte Zelllinie, die blauen Pfeile markieren die Banden
unerwarteter GroRe.

CD31 (MSVA- 031M) INI-1 (MSVA-520M) Villin (MSVA-459R)
Erwartete Bande: 83kDa Erwartete Bande: 49kDa Erwartete Bande: 93kDa
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Abbildung 43: Antikérper CD31, INI-1 und Villin, welche in ausgewahlten Zelllinienlysaten eine Bande von erwarteter GroRe
sowie zwei oder drei weitere Bande von unerwarteter GroRe zeigte, auch in weitern Zelllinienlysaten wurde je eine Banden
bei erwarteter und eine Bande von unerwarteter GroRe detektiert.

Grin markierte Zelllinien zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Zelllinien zeigen keine Expression.
Unterstrichene Zelllinien markieren die fur die Analyse ausgewdhlte Zelllinie, die blauen Pfeile markieren die Banden
unerwarteter GroRe.
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Calponin-1 (MSVA-455R)
Erwartete Bande: 33kDa
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CD5 (MSVA-005R)

Erwartete Bande: 55kDa
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Napsin A (MSVA-112R)
Erwartete Bande: 45kDa
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Abbildung 44: Antikorper Calponin-1, CD5 und Napsin A, welche in ausgewahlten Zelllinienlysaten eine Bande von erwarteter
GroRe sowie 4 oder mehr weitere Bande von unerwarteter Grof3e zeigte, auch in weitern Zelllinienlysaten wurde je eine
Banden bei erwarteter und eine Bande von unerwarteter GroRRe detektiert.
Grin markierte Zelllinien zeigen Literatur eine Expression des Zielproteins, rot markierte Zelllinien zeigen keine Expression.
Unterstrichene Zelllinien markieren die fur die Analyse ausgewdhlte Zelllinie, die blauen Pfeile markieren die Banden

unerwarteter GroRe.
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Tabelle 25: Liste der Antikorper die neben der Bande von erwarteter GréRe weitere Banden zeigten.

AK zeigen eine Nebenbande

AK zeigen 2-3 Nebenbanden

AK zeigen groBer/gleich 4 Nebenbanden

CD3e CD 31 CELA3B
Topoisomerase 2a INI-1 cD5
Progesteron Receptor Factor Xlla Calponin-1
Inhibin alpha Cytokeratin 5 Myosin
MSH6 SOX9 GLUT1

CD 163 Uroplakin 1a Uroplakin 1b
GP2 Collagen IV Napsin A
EpCAM Cytokeratin 18 Cystatin A
pgp9.5 Villin

DOG-1 Vimentin

SATB2 MUC5AC

Cytokeratin 20 MUC6

TACSTD2 Nucleolin

MART-1 MUC1

CD 27 CDH17

MCM3 CD 22

Androgen Receptor MPO

PAPP-A

CTLA-3

CD 20

m eine Nebenbande
m 2-3 Nebenbanden

® 4 oder mehr Nebenbanden

Abbildung 45: Anteil der Antikorper, die in humanen Zelllinien eine Bande richtiger GroRRe sowie weitere Banden zeigten.
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3.5.3 Nebenbanden durch bekannte Protein-Isoformen

Wie zuvor beschrieben, zeigten 60/45 (Gewebe/Zelllinien) der untersuchten 103 Antikorper
selbst in den optimalsten Geweben oder Zelllinien gegebenenfalls im Western Blot neben der
Bande von erwarteter GroRe noch weitere Banden mit einer GroRRe, die nicht der kanonischen
ProteingroRe entsprach.

Bei Testungen im humanen Gewebe konnten bei 3 der 21 Antikorper mit einer Nebenbande
(14,3 %) diese Nebenbande durch eine Isoform des Proteins erklart werden, bei 3 der 24
Antikorpern mit 2-3 Nebenbanden (12,5 %) konnten die Nebenbanden teilweise durch
Isoformen des Proteins erklart werden, bei 4 der 15 AntikOrper mit vier oder mehr
Nebenbanden (26,7 %) konnten die Nebenbanden teilweise durch Isoformen des Proteins
erklart werden (Tabelle 26).

Bei Testungen in humanen Zelllinien konnten bei 2 der 20 Antikorper mit einer Nebenbande
(10,0 %) diese Nebenbande durch eine Isoform des Proteins erklart werden, bei 6 der 17
Antikorpern mit 2-3 Nebenbanden (35,3 %) konnten die Nebenbanden teilweise durch
Isoformen des Proteins erklart werden, bei einem der 8 Antikbrper mit vier oder mehr
Nebenbanden (12,5 %) konnten die Nebenbanden teilweise durch Isoformen des Proteins
erklart werden (Tabelle 26).

Eine Darstellung der Antikérper, deren Nebenbanden vollstandig durch Isoformen erklart

werden konnte findet sich in Tabelle 27.
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Tabelle 26: Anzahl Antikdrper, deren Nebenbanden teilweise durch Isoformen erklart werden konnten

humares Gewebe humane Zellininen
Anzahl Anzahl Antikorper, bes Anzahl Antikorper, be
Anthoper in | welchen Nebenbanden ‘welchen Nebenbanden
|Anzahl e durch soformen (tedweise) [Anzahi Anthorper i durch isoformen (telwese)
|Nebenbanden | Kategore erhiirbar Procentiats Anthdrper e Kategoee Jert e bar Protentsats Anthdrpes
KIK7, ACE2,
1 n 3 14.29% TIM3 20 2 10,00% | SATEY, AR
N1, Facror
Xiia, Cx 18,
Eastn, CD22, Nudheoln,
23 24 3 12.50% €031 17 & 35.29% C022. CO31
AR CD274,
CDASRA,
| gheich/grofer 4 15 + 26.67% fARPe 3 1 12.50% | Caponini
Tabelle 27: Anzahl Antikorper, deren Nebenbanden komplett durch Isoformen erklart werden konnten
humanes Gewebe humane ZeSininen
Anzah| Anzahl Antikbrper, bed Anzah! Anzahl Antikorper, bel
Antikdrper  |welchen Nebenbanden Antiktrper |welchen Nebenbanden
Anzahl |in dieser durch Isoformen (tellweise) In dieser durch 1soformen (tellwelse)
Nebenbanden |Kategorie  |erkiirbar Prozentsatz |Antikdrpor |Kategorie  |erklirbar Prozontsatz |Antikérper
1 21 2 9,52% KLK7, ACE2 20 1 5,00% SATB2
2-3 24 0 0,00% 17 0 0,00%
| gloich/groder 4 15 0 0,00% 8 0 0,00%
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3.5.4 Vergleich Gewebelysate mit Zelllinien-Lysaten

Zusammenfassend zeigt sich, dass von den 103 analysierten Antikdrpern im humanen Gewebe
94 Antikorper analysiert werden konnten. Hierbei zeigten 36 Antikorper (38,3 %) entweder
nur die Bande auf erwarteter Hohe oder zusatzlich weitere Banden welche durch Isoformen
des Proteins erklart werden konnten, 58 Antikorper (61,7 %) zeigten unter anderem
Nebenbanden, welche nicht durch Isoformen erklarbar waren. In den Zelllinienlysaten
konnten von den 103 getesteten Antikdrpern 66 Antikorper analysiert werden, hierbei zeigten
22 Antikorper (33,3 %) nur die Bande erwarteter GroRe oder erklarbare Nebenbanden, 44
Antikorper (66,6 %) zeigten zusatzliche Banden welche nicht erklarbar waren (Tabelle 28).

Im Vergleich zwischen den Ergebnissen der Analyse im humanen Gewebe zu humanen
Zelllinien ergab sich ein Chi?- Wert von 0,52. Somit ist kein signifikanter Unterschied in der
Haufigkeit an gut funktionierenden Antikérpern in Abhadngigkeit zum Testlysat

(Gewebe/Zelllinie) zu beobachten.

Tabelle 28: Vier-Felder-Tafel der Kategorisierung der Antikorper fiir Gewebelysate und Zelllinien-Lysate

gute AK (nur

eine Bande oder |schlechte AK

erkldrbare (nicht erkldrbare

Nebenbanden) |Nebenbanden) |[Summe
Gewebe 36 58 94
Zelllinie 22 44 66
Summe 58 102 160

Der Vergleich zwischen den als ,gut” klassifizierten Antikérper zeigte sich, dass 8 Antikorper

sowohl im humanen Gewebe als auch in den humanen Zelllinien als ,,gut” klassifiziert wurden

(
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Tabelle 29), dies entspricht 22,2 % aller als ,,gut” klassifizierten Antikdrper bei der Testung im
humanen Gewebe und 36,4 % der Antikorper bei Testungen in humanen Zelllinien. 25 der 36
guten Gewebe-Antikorper (69,4 %) wurden bei Testungen nur im humanen Gewebe als ,,gut”
klassifiziert. 14 der 22 guten Zelllinien-Antikorper (63,6 %) wurden nur in humanen Zelllinien
als ,gut” klassifiziert. Es wurden 3 Antikorper, welche bei Testungen im humanen Gewebe als

»gut” klassifiziert wurden, aufgrund fehlender positiver Zelllinien nicht in Zelllinien getestet.
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Tabelle 29: Liste der Klassifizierung ,,guter” Antikorper fur Lysate aus Gewebe und Zelllinien.

| positives Testlysat positives Testlysat | positives Testlysat
Zielprotein Gewebe Zelllinien Zielprotein Gewebe | Zelllinien Zielprotein Gewebe | Zelllinien
Caldesmon J J 5 J ) lace2 / X
Cytokeratin 15 7 v, X9 J () CD 34 J ¥
Cytokeratin 19 ¥ J [Topoisomerase 2a J v) CEA v X
Cytokeratin 7 v v Uroplakin 1a 7 iv) Cytokeratin 13 v X
Estrogen Receptor J v Arginase-1 (V) v FABP1 v X
IGATA-3 v J D 4 () v HLA-DRA v/ X

KLK7 v J CD 45 ) v lINSM1 / X
SATB2 J J CD 99 ) v Mesothelin v 5
Calponin-1 v ) CDASRA (V) v Pan-Cytokeratin v X

D 5 v (/) Cytokeratin 10 ) v 51009 v X
CELA3B J () Desmin () v VWF J B
Collagen IV J (/) HERZ (/) v P16INKda X ¥
Cytokeratin 18 v {/) Kie7 (V) v Cytokeratin 14 v nicht getestet
Cytokeratin 5 o () MCM7 ) o Cytokeratin 6 v nicht getestet
00G-1 4 (/) MSH2 (/) v 51008 J nicht getestet
EPCAM v V1 PLAP V) v / Nur Bande von erwarteter GroBe sichtbar
Factor Xila v ) LCLS /) A Neben Bande von erwarteter GroRe weitere
T 7 () (') Banden sichtbar

2 Nur Bande von nicht-erwarteter Gréfe sichtbar
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3.6 Antikorper-Validierung 2: Kreuzreaktivitat

Aufgrund dhnlicher Epitope kann es sowohl innerhalb der Protein-Familie im Menschen als

auch zwischen verschiedenen Spezies zu Kreuzreaktionen eines Antikorpers kommen.

3.6.1 PRSS2 vs. Andere PRSS-Proteine

PRSS2 gehért zur Trypsin-Familie der Serin-Proteasen und ist ein Protein mit hoher Ahnlichkeit
zu den anderen Proteinen der Familie (89,47 % zu PRSS1, 85,43 % zu PRSS3) (Abbildung 46).
Daher kdnnen Peptidsequenzen, welche zur Generierung der Antikorper potenziell geeignet
sind (siehe 3.1.1 Einfluss der Peptidauswahl), nicht einmalig fiir PRSS2 sein, sondern auch in
anderen PRSS-Proteinen vorhanden sein und als Immunisierungspeptide fir diese geeignet
sein (Abbildung 47). Es ist somit eine hohe Wahrscheinlichkeit fir eine Kreuzreaktivitat des

erstellten Antikorpers vorhanden.

Percent Identity Matrix

% sp|P35030|TRY3_HUMAN  pleloXelo}7 RIR5H79 Refe 10078

% sp|P07478|TRY2_HUMAN  RRZRy/ pleloXolo)zy e R:yp 78

% sp|P07477|TRY1_HUMAN EEEZZR RVRYSZY ploloXe[0)7

Abbildung 46: Sequenzidentitat der Proteine PRSS1 (TYR1), PRSS2 (TYR2) und PRSS2 (TYR3) der kanonischen Sequenzen jedes

Proteins. Alignment via Uniprot alignment.
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sp |P350830 | TRY3_HUMAN MCGPDDRCPARWPGPGRAVKCGKGLAAARPCRVERGEADRLGA 60 "B
sp|PO7477 | TRY1_HUMAN - 7
sp|PO7478|TRY2_HUMAN = e e e 7
e -

sp|P35030 | TRY3_HUMAN DADGCEALGTVAVPFDDDDKIVGGYTCEENSLPYQVSINSGSHFCGGSLISEQWVVSAAH 120
sp|PA7477 | TRY1_HUMAN ~=——=TFVAAALAAPFDDDITVCC T C OB VPYQVSLNSGYHFCGGSLINEQWVVSAGT 63  PRssLA
sp|PB7478 | TRY2_HUMAN —-'-TFVmGYICEENSVPYOVSLNSGYMFCGGSLISEOWVSAGH 63 FRISZA

SO L OO RO RO O RO RN O RO R ROROR | RO O,
sp|P35030 | TRY3_HUMAN 180 PRsS3E FRSSI

sp|P@7477 | TRY1_HUMAN KSRIQVRE
Sp|PR7478 | TRY2_HUMAN CYKSRIQVRLEE

INAAKE ZRHPE '?\hFxLHI E__.H.)_xf\ INYRV

123 PRSS2 D FRSS2
SCRTHC T AR RO TIOROROE T OO T AOR ORI R RO RO O [ ] LR BE S S R e e
sp | P35030 | TRY3_HUMAN TISLPTTPPAAGTECLISGWGNTLSFGADYPDELKCLDAPVLTOAECKASYPGKITNSM 240
sp|P@7477 | TRY1_HUMAN STISLPTAPPATGTKCLISGWGNTASSGADYPDELQCLDAPVLSQAKCEASYPGKITSNM 183
sp | PR7478 | TRY2_HUMAN SATSLPTAPPAAGTESLISGNGNTLSSGADYPDELQCLDAPVLSQAECEASYPGKITNNY 183
I M R s R et = N
sp|P35030 | TRY3_HUMAN F(VGFLEGGKDS(ORDSGGPW(NGOLOGWSNGw 389 e
sp|PB7477 | TRY1_HUMAN 243 PesLe
sp | PB7478 | TRY2_HUMAN 243 sz
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Abbildung 47: Alignment der Proteinsequenzen fiir PRSS1 (TYR1), PRSS2 (TYR2) und PRSS3 (TYR3) sowie die verwendeten
Peptidsequenzen zur Immunisierung der Mduse gegen PRSS1, PRSS2 und PRSS3.

Eigezeichnet sind hier jeweils die vollstandigen Peptidsequenzen mit ihrer Benennung (rechts), teilweise tiberlappen
Peptidsequenzen.

Zur Analyse der Kreuzreaktivitaten wurden Antikdrper aus Hybridoma-Klonen gegen PRSS1,
PRSS2 und PRSS3 an Zelllysaten mit Uberexpression von jeweils PRSS1, PRSS2 und PRSS3
getestet. Hierbei konnte beobachtet werden, dass je nach Lage der gewahlten Peptidsequenz
im PRSS-Protein der erstellte Antikdrper nicht nur reaktiv gegen das jeweilige Zielprotein,
sondern auch gegen die anderen PRSS-Familienmitglieder war. Die erwartete ProteingréfRe

von PRSS1 und PRSS2 betragt 25kDa, fiir PRSS3 ist eine GroRe von 32kDa erwartet.
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Signal nur auf Héhe von 25kDa zu detektieren in Lysaten mit Uberexpression von PRSS1 und
ein leichtes Signal in Lysaten der Uberexpression von PRSS2. In Wildtyp Lysaten und Lysaten
mit Uberexpression von PRSS3 ist kein Signal zu erkennen. Dieser Klon zeigt im ELISA eine
Reaktivitdt gegeniliber den Peptidsequenzen PRSS1_A und PRSS1_G. Die Sequenz von
PRSS1_A ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in den Proteinsequenzen von PRSS2 und PRSS3
enthalten und fiir PRSS2 auch als Immunisierungspeptid geeignet. PRSS1_G ist nahezu

identisch auch als Immunisierungspeptid fiir PRSS3 und PRSS2 geeignet.

PRSS12 9D1_ 3 1 2 1 2 4 (PeptidA, G) 3 lg | @
s 2|2 |2
a') [+ o a
w2 | 313 1.3 |8
: 3 L] @ i) @
Peptidsequenz o B e R e
DADGCEALGTVAVPFDDODKIVGGYTCEENSLPY e
TFVAAALAAPFL Jupy LA G —
TFV IVGGY ICEENSYPY ™= .
E X . 75kDa —
'S A STEUNNYVOWIKDTT 300 T
'Sl NYNYVKWIKNTT 243 P56 == S0kDa —
'SWG] NRS LUNNYVOWIKDTI 243
AR AR SAIARRLARRAANN SRR 35kDa - PRSS3
ISA- i
25kDa - - PHSS1&2
1.ELISA 2.EUSA 20kDa —
Maus | Klon | Peptid PRSS1_A|PRSS1_BIPRSS1_C|PRSS1 DIPRSS1 G
PRSS1 2| 901 ';st;-‘g 0,4391 | 0,1557 | 0,0334 | 0,0458 | 0,0568 | 0,566 | 15kDa—

10kDa —

Tubulin N N’ N

sowie die Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).
Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS2 und PRSS3 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).
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Fir den Klon PRSS1_3_8G12(1) (Abbildung 49) ist im Western Blot in den Lysaten mit
Uberexpression von PRSS1, PRSS2 und PRSS3 ein Antikérper-Signal auf Hohe von 25kDa sowie
bei 32kDa zu detektieren. In Wildtyp Lysaten ist nur ein schwaches Signal auf Héhe von 32kDa
zu erkennen. Dieser Klon zeigt im ELISA eine Reaktivitat gegenliber der Peptidsequenz
PRSS1_B. Die Sequenz von PRSS1_B ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in den
Proteinsequenzen von PRSS2 und PRSS3 enthalten und auch fir beide Proteine als

Immunisierungspeptid geeignet.

PRSS1 3 8G12(1) (Peptid B) o le |en
v a (72
|5 |8 |8 |8
b o (-9 [-%
3 3 3 h | 5
8 |2 |2 [£ |2
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INAAI 2551 0 — 100kDa —
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ELISA-Ergebnisse
| 35kDa — e
I.EUSA: 2.ELISA - T ——
Maus | Kion | Peptid IPRSS1_A|PRSS1 B[PRSS1 ClPRSS1 D|PRSS1 G & Vi
PRSS1_3| 8G12 :Rf:sg-‘z‘ 0,505220.0424 0,5953 | 0,0931 | 0,0536 | 0,0562 25kDa
20kDa — . PRSSIA2
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Abbildung 49: PRSS1_3_8G12(1) Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).

Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS2 und PRSS3 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).

128



Fir den Klon PRSS2_3_5G1 (Abbildung 50) ist im Western Blot detektieren in den Lysaten mit

Uberexpression von PRSS1, PRSS2 und PRSS3ein Antikérper-Signal auf Héhe von 25kDa. In

Wildtyp Lysaten kein Signal zu erkennen. Dieser Klon zeigt im ELISA eine Reaktivitdt gegenlber

der Peptidsequenz PRSS2_A. Die Sequenz von PRSS2_A ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in

den Proteinsequenzen von PRSS2 und PRSS3 enthalten, jedoch nur anteilig fiir PRSS1 als

Immunisierungspeptid geeignet.
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Abbildung 50: PRSS2_3_5G1 Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).

Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS1 und PRSS3 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).
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Fir den Klon PRSS2_1 9B4 (Abbildung 51) ist im Western Blot in den Lysaten mit

Uberexpression von PRSS2 ein Antikérper-Signal auf Héhe von 25kDa detektieren. In Wildtyp

Lysaten, sowie Lysaten mit Uberexpression von PRR1 oder PRSS3, sind keine Signale zu

erkennen. Dieser Klon zeigt im ELISA eine Reaktivitat gegeniber der Peptidsequenz PRSS2_E.

Die Sequenz von PRSS2_E ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in den Proteinsequenzen von

PRSS2 und PRSS3 enthalten und auch als nahezu identischer Sequenz fiir diese beiden

Proteine als Immunisierungspeptid geeignet.
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Abbildung 51: PRSS2_1_9B4 Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).
Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS1 und PRSS3 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).
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Fir den Klon PRSS3_7 5E7 (Abbildung 52) ist im Western Blot in den Lysaten mit
Uberexpression von PRSS3 ein Antikdrper-Signal auf Héhe von 25kDa zu detektieren. In
Wildtyp Lysaten, sowie Lysaten mit Uberexpression von PRSS1 oder PRSS2, sind schwache
Signale auf Hohe von 25kDa und 32kDa zu erkennen. Dieser Klon zeigt im ELISA eine
Reaktivitdt gegenilber der Peptidsequenz PRSS3_|. Die Sequenz von PRSS3 | ist mit recht

hoher Ahnlichkeit auch in den Proteinsequenzen von PRSS1 und PRSS2 enthalten und auch als

nahezu identischer Sequenz fir diese beiden Proteine als Immunisierungspeptid geeignet.
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Abbildung 52: PRSS3_7_5E7 Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
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Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).

Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS1 und PRSS2 in transfizierten Hela-Lysaten mittels

Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).

Hela PRSS3
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Fir den Klon PRSS3_7 2G4 (Abbildung 53) ist im Western Blot detektieren in Lysaten mit

Uberexpression von PRSS3 ein Antikdrper-Signal auf Hohe von 25kDa und 32kDa zu. In Lysaten

mit Uberexpression von PRSS1 oder PRSS2 sind auch Signale auf Héhe von 25kDa und 32kDa

zu erkennen, im Lysat von Wildtypzellen sind keine Signale bei 25kDa oder 32kDa zu erkennen.

Dieser Klon zeigt im ELISA eine Reaktivitdt gegeniliber der Peptidsequenz PRSS3 E. Die

Sequenz von PRSS3_E ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in den Proteinsequenzen von PRSS1

und PRSS2 enthalten und anteilig als Sequenz
Immunisierungspeptid geeignet.
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Abbildung 53: PRSS3_7_2G4 Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).

Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS1 und PRSS2 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).
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Fir den Klon PRSS3_7_5A8 (Abbildung 54) ist im Western Blot kein Antikorper-Signal in

Lysaten mit Uberexpression von PRSS3 zu detektieren. Auch in Lysaten des Wildtyps oder in

Zelllysaten mit Uberexpression von PRSS1 oder PRSS2 sind keine Signale zu erkennen. Dieser

Klon zeigt im ELISA eine Reaktivitdt gegenliber der Peptidsequenz PRSS3_E. Die Sequenz von

PRSS3_E ist mit recht hoher Ahnlichkeit auch in den Proteinsequenzen von PRSS1 und PRSS2

enthalten und anteilig als Sequenz fiir diese beiden Proteine als Immunisierungspeptid

geeignet.
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Abbildung 54: PRSS3_7_5A8 Vergleich der verschiedenen, zur Immunisierung verwendeten Peptidsequenzen sowie die
Austestung des ausgewahlten Klons auf Reaktivitdt gegen die verwendeten Peptide (rot markiert, links).

Austestung auf Kreuzreaktivitdt zu den verwanden Proteinen PRSS1 und PRSS2 in transfizierten Hela-Lysaten mittels
Uberstand des ausgewahlten Hybridoma-Klons (rechts).
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3.6.2 Kreuzreaktivitat in verschiedenen Spezies

Zur Testung der Kreuzreaktivitat der erstellten Antikérper zwischen verschiedenen Spezies
wurden Antikdrper, welche gegen menschliche Zielproteine gerichtet sind, auf verschiedenen
Geweben aus Ratte und Schwein getestet. Hierbei zeigte sich, dass eine hohe Ahnlichkeit der
Proteinsequenzen in vielen Fallen vorliegt und somit eine Farbung des gewlinschten Proteins
in vielen Fallen auch in Ratte oder Schwein moglich ist. Beispielhaft ist hierbei ein Antikorper
gegen MSH2 in Abbildung 55 dargestellt. Eine spezifische Farbung durch den Antikdrper ist in
allen drei Spezies im Colon-Gewebe sichtbar. Die Sequenzahnlichkeit liegt hier zwischen den

verschiedenen Spezies bei mehr als 90 %.
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Abbildung 55: Darstellung der Farbung des Antikorpers MSH2 im Colon-Gewebe von Mensch (links), Ratte (mitte) und

Schwein (rechts), sowie die prozentuale Ahnlichkeit der Proteinsequenzen der verschiedene Spezies.

Im Gegensatz hierzu zeigte der Antikdrper Cytokeratin 19 keine spezifische Reaktivitat im
Schwein und eine schwache Reaktivitdit im Colon-Gewebe der Ratte. Hierbei lag die

Sequenzahnlichkeit zum Menschen beim Schwein bei 58 %, bei der Ratte bei 82 % (Abbildung

56).
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Abbildung 56: Darstellung der Farbung des Antikorpers Cytokeratin 19 im Colon-Gewebe von Mensch (links), Ratte (mitte)

und Schwein (rechts), sowie die prozentuale Ahnlichkeit der Proteinsequenzen der verschiedene Spezies.
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Fir den Antikorper Cystatin A konnte im Epidermis-Gewebe von Ratte und Schwein keine
Farbung durch den Antikdrper beobachtet werden. Die Sequenzahnlichkeit zur menschlichen

Proteinsequenz liegt hier bei der Ratte bei 59 % und bei Schwein bei 72 % (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Darstellung der Farbung des Antikorpers Cystatin A im Epidermis-Gewebe von Mensch (links), sowie der Zunge-
Schleimhaut von Ratte (mitte) und Schwein (rechts), sowie die prozentuale Ahnlichkeit der Proteinsequenzen der
verschiedene Spezies.

Eine unspezifische Farbung durch den Antikdrper in Gewebe von Ratte und Schwein ist
beispielhaft fir den Antikorper CD23 dargestellt. Im Menschen werden hierbei spezifisch
Zellen im Tonsillen-Gewebe angefarbt, in der Ratte ist diese Farbung auch erkennbar, im
Schwein jedoch nicht. Zudem gibt es in der Ratte eine unspezifische Farbung unter anderem
im Gewebe der Leber, welche sowohl im Lebergewebe vom Menschen als auch Schwein nicht
erkennbar ist. FUr Ratte liegt eine Sequenzahnlichkeit von 56 % zur humane Proteinsequenz

von CD23 vor, fiir das Schwein liegt eine Ahnlichkeit von 66 % vor (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Darstellung der Farbung des Antikorpers CD23 im Milz-Gewebe von Mensch (oberer Reihe, links), sowie Ratte
(oberer Reihe, mitte) und Schwein (oberer Reihe, rechts), sowie das Leber - Gewebe von Mensch (untere Reihe, links), Ratte
(untere Reihe, mitte) und Schwein (untere Reihe, rechts).

Die prozentuale Ahnlichkeit der Proteinsequenzen der verschiedenen Spezies ist in der oberen Reihe ganz links dargestellt.
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3.7 Antikorper-Validierung 3: Vergleich mit mRNA-Expression in Zelllinien

Die Validierung von Ergebnissen durch die Verwendung von orthogonalen Methoden ist ein
wichtiges Instrument in der Forschung, hierbei sollen Ergebnisse durch eine alternative
Methode bestétigt werden, um so potentielle Fehler aufzudecken. Es ist fiir die Bestatigung
einer Fragestellung notwendig, dass zwei verschiedene Methoden mit unterschiedlichen
Anséatzen (Protein- vs. DNA/RNA-basiert) das gleiche Ergebnis zeigen.

Im Sinne dieses Ansatzes wurde die Expression 13 verschiedener Proteine in 104 FFPE-
fixierten Zelllinien sowohl mittels RT- PCR als auch mittels Immunhistochemie analysiert und
die Ergebnisse verglichen. Es wurde zundchst geschaut, ob eine verlassliche Farbung der
Zelllinien vorhanden ist, um sicher zu gehen das keine Beschadigung der Zelllinie bzw. der RNA
vorliegt, da auch die RNA aus den fixierten Zelllinien-Blécken gewonnen wurde. Es wurde
davon ausgegangen, dass eine positive Farbung der Zelllinie in mehr als einem Fall der 13
analysierten Proteine auf eine funktionierende Zelllinie hinweist. Bei 47 der 104 Zelllinien
(45,2 %) lag eine Farbung bei mehr als einem gefarbten Zielprotein vor, diese Zelllinien wurden
als ,, funktionierend” eingruppiert. Bei 36 von 104 Zelllinien (34,6 %) war eine Farbung bei einer
der 13 getesteten Proteinen positiv, bei 21 von 104 Zelllinien (20,2 %) war keine Farbung
positiv (Tabelle 30). Eine Zelllinie (0,9 %) konnte nicht zur Analyse mittels RT-PCR verwendet

werden.

Tabelle 30: Darstellung der Verteilung an Zelllinien welche als Zelllinien-Block von getesteten Antikdrpern angefarbt
werden kann.

Menge an | Prozentualer

Zelllinien Anteil
Zelllinie zeigt bei mehr als einem Antikodrper eine Farbung 47 45,2%
Zelllinie zeigt bei einem Antikérper eine Farbung 36 34,6%
Zelllinie zeigt bei keinem der Antikorper eine Farbung 21 20,2%

In den Zelllinien, welche als funktionierend eingruppiert wurden, konnte fiir 8 der 13 (61,5%)
getesteten Zielproteine eine grobe Ubereinstimmung der orthogonalen Methoden und der
Literaturergebnisse beobachtet werden. Bei 2 der 13 (15,4%) getesteten Zielproteinen
widersprachen sich die Ergebnisse der von uns durchgefiihrten RT-PCR mit den
Literaturergebnissen, bei weiteren 2 der 13 (15,4%) getesteten Zielproteinen zeigten sich
sowohl Ubereinstimmungen als auch widerspriichliche Ergebnisse zwischen den RT-PCR

Ergebnissen und Daten aus der Literatur. Eins der 13 (7,7%) getesteten Zielproteine
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widersprach in den Farbeergebnisse der IHC den Ergebnissen aus der RT-PCR und der
Literatur. Bei einem weiteren der 13 (7,7%) analysierten Zielprotein zeigte sich in manchen
Zelllinien eine Ubereinstimmung zwischen den RT-PCR Ergebnissen und den IHC Ergebnissen,
in anderen Zelllinien zeigten sich jedoch Widerspriiche. Drei der 13 (23,1%) analysierten
Zielproteine zeigten in einer oder keiner der gefarbten Zelllinien eine Farbung in der IHC,

sodass eine Auswertung nicht moglich war (Tabelle 31).

Tabelle 31: Auswertung der Ubereinstimmung der Expressionsstirke anhand von Daten erhalten aus RT-PCR , RNA-
Expressionsdaten aus der Literatur und Immunhistochemie der analysierten Targets in verschiedenen Zelllinien.

Eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse wird durch ,+“ symbolisiert, widerspriichliche Ergebnisse im Vergleich werden
durch ,,-, symbolisiert. Teilweise Ubereinstimmung und Widerspruch wird durch ,~“ symbolisiert.

Ubereinstimmung Ubereinstimmung
RT-PCR Ergebnisse RT-PCR Ergebnisse
mit Literatur mit IHC-Farbung
CD56 - -
CD163 - n.a.
CDH16 ~ n.a.
CEA + +
DOG-1 + +
EpCAM + +
GATA3 + +
HER2 + +
Inhibin alpha + +
KLK?7 + n.a.
Napsin A + +
P16 ~ ~
Pgp9.5 + +

Beispielhaft der Vergleich fir die RT-PCR und IHC-Farbeergebnisse fiir das Zielprotein EpCAM,
in Abbildung 59 sind hierbei exemplarisch Farbungen von Zelllinien mit hohen EpCAM mRNA-
Levels (somit niedrigstem delta cT-Wert) dargestellt. Die Farbeintensitdt passt hierbei mit
beobachtetem und erwarteten mRNA-Level fiir EpCAM zusammen (Abbildung 59, Tabelle 32).

COLO 206F A431 MCF-7

Abbildung 59: Farbeintensitat verschiedener beispielhafter Zelllinien fiir den Antikorper EpCAM.
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Tabelle 32: Darstellung der delta cT-Werte und der relativen RNA-Expression der in der RT-PCR analysierten Zelllinien fiir das
Zielprotein EpCAM, Vergleichswerte aus der Literatur sowie die Farbeintensitat der Zelllinien fir den Antikdrper gegen

EpCAM.

Relative RNA-Expression wird als delta cT-Wert sowie prozentual relativ zur Zelllinie OVCAR-5 zur besseren Darstellung der
Expression. Nicht analysierte Zelllinien werden durch ,n.a.” angezeigt. Die Farbeintensitaten reichen von stark ,+++“,
moderat ,,++“, schwach ,+“ bis negativ ,0“.

RNA-Expression Protein-
RT-PCR Ergebnisse Expression
normalisiertes H23 53 B7% 57 +
act Relative RNA- | RNA- Transkript | Firbeintensitiit SW756 54 87% na. ad
Expression pro Millionen IHC U031 54 87% 270 +
(nTPM) SwW2224 55 87% n.a, +
H226 3,4 134% 03 0 THP1 5,5 B7% 0,7 0
HT-29 -3.3 133% 630,0 H SW-620 5,5 B7% 376,0 e
ZR-75 -2,3 125% 180,0 e SF-268 5,6 B6% 57 0
HCT-116 <18 121% 246,0 ++ SW-451 5,6 B6% n.a. e
COLO205 -1,2 118% n.a. +H OVCAR-8 5.9 B5% 16,0 +
OVCAR-4 -09 116% 421,0 +e SW780 59 85% 124,0 ..
HCC2998 -0,2 112% n.a. e |MDA-MB435| 6,2 85% 0,1 n.a.
SW707 0,1 111% n.a. +H+ SWE08 6,3 BA% na. ‘.
COLO-206F | 0,1 110% 1109,0 e SK-OV-3 6,5 8A% 56,0 +
HS-578T 05 108% 0,6 0 HA60 7.0 B2% 19 +
HEK 06 107% 52,8 n.a. LNCap 70 B2% 93,0 ++
T47-0 11 105% 162,0 e RPMIS226 73 81% 1120 0
ASPC-1 1.2 105% 12040 e SR 76 BO% 15 -
TX-10 15 103% 1810 ++ AS549 7,6 BO% 6,0 +
SEM-1 16 102% 0,6 - SF-539 7.6 B0% 0.9 0
PC-3 17 102% 1410 + IMDA-MB-231 78 B0% 180 +
A431 18 102% 357,0 bie RD-ES 81 79% 18 0
MCF-7 18 101% 335,0 e SW579 82 78% 23 0
T47-D 19 101% 162,0 +H+ SW1503 82 78% n.a, +
OVCAR-5 21 100% 651,0 e 7860 83 78% 6,0 +
MDA-MB-468{ 2.6 8% 339,0 e EL-4 85 78% n.a, 0
DU-145 2,6 98% 930 ++ SK-MEL-5 9,2 76% 14 0
K-562 31 96% 910 + SK-MEL-28 | 94 75% 12 0
SW 80 33 95% n.a. . SW872 99 74% na. 0
151747 34 94% n.a. 4+ UACC-62 101 7A% 13 0
HOP92 36 94% 130 + H522 10,2 73% 55,6 0
LOX IMVI 4,0 92% 04 0 CCRF-CEM | 10,3 73% n.a. 0
IEKVX 41 92% 110,0 + | MIAPaCa-2 | 104 73% 05 na.
OVCAR-3 43 91% 276,0 e SW1353 10,4 73% 29 0
MALME3M | 44 91% 11 0 HOLM-3 11,2 T1% na 0
Rh-30 46 0% 2,2 0 swi3 11,2 7i% n.a. 0
TGR OV1 47 0% n.a, had Raji 115 70% 0,2 0
JEG3 47 0% n.a. +H SIHA 11,5 70% 46 0
H322m 48 B9% 7250 e RXF393 118 T70% na. +
Molt-4 49 8% 0,5 0 SW1849 11,9 69% na. 0
ACHN 51 88% 58,0 + UACC-257 | 12,1 69% 0,6 0
ADR-RES 5,1 B8% n.a. + T98G 12, 68% 09 0
SCCL-MT1 51 88% n.a. -+ RPMI-6410 | 12,7 68% n.a. 0
MDA-MB-453| 5.2 B8% 3230 e Mi4 14,2 65% na. 0
SW732 52 88% n.a. + SN12C 145 B4% n.a. 0
SW1961 53 83% n.a. + SNB-19 148 64% na. 0
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Als Beispiel fur ein Zielprotein, bei dem die Ergebnisse aus RT-PCR, der Literatur und der
Immunhistochemie nicht zusammenpassen, wird hier p16 (Gen CDKN2A) verwendet. Sowohl
die Ergebnisse der RT-PCR und der Literatur widersprechen sich hier teilweise stark. Auch die
Farbeergebnisse der Zelllinien fir das Zielprotein entsprechen haufig nicht den erwarteten

Ergebnissen abgeleitet von den RT-PCR Ergebnissen (Abbildung 60, Tabelle 33).

BT-549 SNB75 DU-145 COLO205 RPMI-8226
W ok TS R R e ;
;"P-' < $ s d N 4
;;. > s -'.:. . A :
: ‘:J-. b. :"'. TH e

Abbildung 60: Farbeintensitat verschiedener beispielhafter Zelllinien fir den Antikérper P16.

Tabelle 33: Darstellung der delta cT-Werte und der relativen RNA-Expression der in der RT-PCR analysierten Zelllinien fiir das
Zielprotein p16 (Gen CDKN2A), Vergleichswerte aus der Literatur sowie die Farbeintensitat der Zelllinien fir den Antikorper
gegen EpCAM.

Relative RNA-Expression wird als delta cT-Wert sowie prozentual relativ zur Zelllinie OVCAR-5 zur besseren Darstellung der
Expression. Nicht analysierte Zelllinien werden durch ,n.a.” angezeigt. Die Farbeintensitdten reichen von stark ,+++“,
moderat ,++“, schwach ,+“ bis negativ ,,0.

RNA-Expression Protein-
‘ normalisiertes
} ANA- Transkript
] Relative RNA- | pro Milionen | Fiirbeintensitit

AcT | Expresgon {nTPM) IHC HOM3 | 09 3% na 0
ADR-RES | -104 | 145% na_ [res IMDA-MB 435 -08 3% 2519 0
BT-545 | -101 | 141% 3810 haas LS1747 05 7Z% na 0
OVCAR-S | -100 | 140% 3250 44 sx-ov3 | -03 1% 01 0
HEK 98 | 137% 366,4 na Daudi 0.2 0% 776 0
COL0205 | 88 | 125% na. 0 Raji 0,1 69% 206,4 0
H522 88 | 125% 3980 hadl HEP-G2 03 69% 16,8 o
SIHA 15 1% 3270 ‘et MDA-MB-231 05 68% 0,9 0
INCap | 72 | 109% | 283 0 Rh-30 05 68% 196,0 ++
HCC2998 | -70 | 108% na Ve U0 31 0,7 68% 48 0
SW732_ | -70 | 107% _na._ 0 H23 08 67% 49,0 o
M4 -68 | _ 105% _ha 0 SNE75 03 67% 261,0 +H
THP1 | 67 105% 04 na SW707 03 67% na. 0
Ta7D | 67 | 105% | 455 0 H322M 10 67% 04 0
IEKVX | 61 | 101% | 1128 ' & HL60(TB) | 19 64% 41,2 0
SW 80 60 | 100% na 0 SW780 20 64% 1,1 0
 HELA 60 | 100% 8599 0 MALME3IM | 29 61% 0,0 0
SN12C 58 | 9% na + MiAPaCa-2 | 31 61% 08 0
Aa31 53 | 95% 7.2 0 SR 31 60% 18,2 0
DU-145 52 | 9a% 376,0 + UACC-62 41 58% 1,7 na
SW1045 | 52 | 94y na. 0 SNB-19 47 56% na 0
HCT-116 | 49 | 93% 61,0 0 786-0 49 56% 0,2 0
OVCAR4 | 49 | 93% 2390 ‘e SCOLMTL [ 51 56% na 0
| SW1949 | a5 | 90% n.a. 0 SW579 53 55% 0,5 0
HT-29 38 | 86% 2322 0 OVCARS | 61 54% 07 0
SK-MELS | -36 |  85% 04 ‘e u2s1 65 53% 03 0
PC-3 34 | Ba% 1253 0 H226 66 53% 33 0
| TGROV1 | -31 | B3% na * H460 72 51% 0,1 0
AS49 30 | 82% 01 0 SF-295 73 51% 0,2 0
SF539 27 | 8% 386,0 e SW2224 73 51% na 0
SEM-1 27 | 81% 355,0 + SW1961 75 51% na 0
woxmi | 23 | 79% 01 0 RPMIB226 | 7.7 50% 207,1 0
RD-ES 20 | ™% 81,0 +o TK-10 748 50% 276,4 0
IMDA-MB-453 20 | 7% 28,0 I SW-451 83 agk na na
ASPC-1 19 | ™% 3781 na. SF-268 90 8% 1,1 0
COLO-206F | -1,7 | 76% 1851 0 CAXE1 51 8% 0,3 0
SK-MEL2 | 15 @ 76% 67,6 na. ACHN 111 as% 35 0
EJF] -14 | 5% n.a na. HOPE2 11,2 a5% 55 0
K-562 10 | 3% 06 0 HOP92 125 a3k 72,1 0
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4. Diskussion

Ziel dieser Dissertation war die Untersuchung von verschiedenen Einflussfaktoren auf die
Generierung und Leistungsanalyse von monoklonalen Antikérpern, sowie die Ubertragbarkeit
von Ergebnissen aus der Immunhistochemie. Untersuchte Parameter waren hierbei die
Auswahl der Peptidsequenz des Immunisierungspeptids, die Fusionsmethode, die
Pufferzusammensetzungen in der Immunhistochemie und die Haltbarkeit von Antikérpern.
Zudem wurde die Ubertragbarkeit der Antikérper-Validierung auf den Western Blot und die

RT-PCR betrachtet, was im Folgenden eingeordnet werden soll.

4.1 Antikorper-Herstellung

4.1.1 Peptidauswahl fiir die Antikorper-Herstellung

Die Spezifitdt eines Antikdrpers ist einer der zentralen Parameter fiir die Qualitat einer
immunhistologischen Farbung. Die Spezifitdat wird durch die Anbindung des Antikdrpers an ein
bestimmtes Epitop in Zielprotein erzeugt, welches durch den Fc-Anteil des Antikorpers
erkannt wird. Bei der Erstellung monoklonaler Antikorper wird zur Immunisierung der Mause
eine Peptidsequenz verwendet, welche einen Ausschnitt aus der Sequenz des Zielproteins
darstellt. Von der Verwendung des gesamten Zielproteins wird, aufgrund von Kostengriinden
und Problemen bei der Immunisierung des Proteins in einer Form wie es im Gewebe vorliegt
(Faltung, post-translationale Modifikationen, Degeneration durch Co-Administration mit
Adjuvant), abgesehen (Parray et al., 2020).

Die Auswahl der Sequenz erfolgt unter anderem durch einen Peptidscan. In der vorliegenden
Dissertation wurde hierfir das HUSAR-Programm (Heidelberg Unix Sequence Analysis
Resources) verwendet. Es analysiert Variablen wie Oberflaichenprdasenz der Aminosauren,
Glykosylierungsstellen und Hydrophilitdit der Aminosduren. Eine Auswertung der
verschiedenen Parameter, gemessen an ihrer Aussagekraft zur Vorhersage einer erfolgreichen
Peptidsequenz, zeigte folgendes: eine hohe durchschnittliche Oberflachenprasenz, eine hohe
durchschnittliche Flexibilitat, eine Kombination aus einer hohen Hydrophilitdit und eines
hohen Antigenizitdatsindex sowie die Abwesenheit von Glykosylierungsstellen scheinen
Indikatoren fiir eine erfolgreiche Peptidsequenz zu sein. Der Kernbereich-Pradiktor und
Sekundarstruktur-Pradiktoren scheinen hingegen kein Indikator fiir den Erfolg der
Peptidsequenz zu sein. Diese Beobachtungen decken sich mit der Literatur. So ist bekannt,

dass ein Epitop, welches gut durch Antikoérper erkannt werden kann, auf der Oberflache des
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Proteins liegen sollte, um so auch im nativen Zustand des Proteins durch den Antikorper
detektierbar zu sein (Liang et al., 2009). Eine hohe Flexibilitat der Aminosauren ist auch
relevant, da so verschiedene Konformationen des Peptids besser erreicht werden kénnen und
das native Protein genauer reprasentiert wird (Westhof et al., 1984). Wie durch Subramanian
and Chinnappan, 2013 beschrieben, scheint die Hydrophilitdat der Aminosduren der
Peptidsequenz einen Einfluss auf den Transport der Peptide mittels des Proteins TAP
(transporter associated with antigen processing) in das raue endoplasmatische Retikulum zu
haben und somit die Prasentation des Peptids zum MHC II- Komplex zu beeinflussen. Zudem
fiihrt eine hohe Hydrophilitdt zu einer wahrscheinlicheren Sekundarstruktur als alpha-Helix,
bei welcher die Peptidsequenz nach der Faltung linearer vorliegen bleibt im Gegensatz zu den
beta-Faltblatt-Strukturen mit ihren schnellen Richtungswechseln. Hydrophobe Aminosduren
sind im Gegensatz dazu aufgrund hyrophobischer Krafte nach der Proteinfaltung
wahrscheinlicher im Inneren des Proteins zu finden (Eisenberg et al., 1984; Kyte and Doolittle,
1982; Simm et al., 2016). Zusatzlich scheint eine hohe Hydrophobitdt des Antikérpers dazu
fihren, dass Aggregate durch den Antikorper entstehen (Chong and Ham, 2014). Die
Antigenizitdt beschreibt die relative Haufigkeit bestimmter Aminosduren im Epitop, auf der
Proteinoberflache und im Protein. Es kann somit anhand der Aminosaurenkomposition der
Peptidsequenz ein relativer Wert ermittelt werden, der die Antigenizitdt aufgrund der
wahrscheinlichen Lage der Aminosauren im Protein beschreibt. Es wurde beobachtet, das die
Antigenizitdt der Aminosduren Cystein, Valin und Leucin besonders hoch ist, welches alle
hydrophobe Aminosauren sind und, sofern sie auf der Proteinoberflache vorhanden sind, sehr
haufig eine wichtiger Faktor bei der Antigenizitat des Bereichs sind (Kolaskar and Tongaonkar,
1990). Man kann also sagen, dass die Hydrophobitdt bzw. Hydrophilitat der Aminosduren in
der Peptidsequenz einen starken Einfluss auf die Antigenizitidt der Peptidsequenz hat (Kyte
and Doolittle, 1982). Die Abwesenheit von Glykoslierungsstellen ist insofern relevant und
vorteilhaft, da Gykosylierungen von Aminosduren des Immunisierungspeptids die
Prozessierung und den Transport des Peptids, sowie die Prasentation auf dem MHC-Il Molekl
negativ beeinflussen (Hiltbold et al., 1998; Li et al., 2008). Eine Glykosylierung des Zielproteins
bedeutet jedoch auch, das die Glykosylierungsstelle fiir Glykosylierungsenzyme zuganglich ist
und somit entweder auf der Oberflache oder trotz Faltung ins Innere fiir Enzyme (und somit
gegebenenfalls auch Antikdrper) zugénglich ist (Thaysen-Andersen and Packer, 2012). Der

Kernbereich-Pradiktor beschreibt den Bereich des Peptides, welcher bei der Anbindung auf
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das MHC Il Molekil innerhalb der Bindungsgrube liegt. Dieser Bereich umfasst etwa neun
Aminosauren, der C- und N-terminale Bereich des Peptides kann hierbei Uber die
Bindungsgrube hinausschauen und wirkt sich nicht auf die Interkation zwischen Antigen und
MHC II Molekdl aus (Stern and Wiley, 1994). Zur Anbindung in die Bindungsgrube wird ein
spezifisches Bindungsmotiv verwendet, welches vorhergesagt werden kann. Alle weiteren
Aminosauren sind Peptid-spezifisch und stellen so das individuelle Epitop dar, welches den B-
Zellen Uber das MHC Il Molekiil prasentiert wird. Eine hohe Ubereinstimmung der
Peptidsequenz mit dem spezifischen Bindungsmotiv als Kernbereich-Pradiktor fiir die MHC Il
Bindung erhoht den Erfolg der Prasentation des Peptides auf dem MHC Il Molekiil und somit
die Erstellung von Antikdrpern gegen das Peptid (Tadros et al., 2023).

Es gibt viele weitere Programme welche lineare B-Zell Epitope vorhersagen wie PREDITOP
(Pellequer et al., 1993), PEOPLE (Alix, 1999), BEPITOPE (Odorico and Pellequer, 2003) und
BcePred (Saha and Raghava, 2004), welche alle dhnliche Variablen in unterschiedlicher
Gewichtung mit einbeziehen. Ein direkter Vergleich der verschiedenen Programme bei der
Auswahl der vielversprechendsten Peptidsequenz ware hier zielfiihrend, ist aufgrund der
Einstellung der Nutzung des HUSAR-Programms jedoch nicht méglich. In Zukunft muss daher
ein neues Programm zur Vorhersage der Peptidsequenz ausgewahlt werden. Wie hier gezeigt,
sind aufgrund ahnlicher verwendeter Variablen zur Vorhersage der Epitope keine grofRen
Anderungen in den Ergebnissen zu erwarten und die gemachten Beobachtungen zur
Wichtigkeit der verschiedenen Parameter in der Vorhersagekraft sollte sich bestatigen. In der
Literatur wurde zuvor schon beschrieben, das die Auswahl der Epitope mittels eines der
Programme die Qualitdt der gewahlten Epitope nicht weiter verbessert als eine zufallige

Auswahl der Peptidbereiche (Blythe and Flower, 2005).

Ein weiterer bekannter Faktor ist die Lage der gewdahlten Peptidsequenz im Protein. Hierbei
wird davon ausgegangen, dass N- und besonders C-terminale Sequenzen im Protein als
Epitope besonders gut zur Generierung von Antikorpern geeignet sind, da eine hohere
Konservierung der Proteine in diesem Bereich vorliegt als in anderen Bereichen (Cecil et al.,
2014; McCallum et al.,, 2021). In der vorliegenden Arbeit zeigt sich, dass die Lage der
Peptidsequenz keinen zwingenden Einfluss auf den Erfolg bei der Peptidsequenz in der
Generierung von Antikorpern fir die Hybridoma-Methode hatte und sowohl aus der Mitte der

Sequenz wie auch aus dem N-terminalen Bereich Sequenzen zu guten Ergebnissen fuhrten.
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Jedoch erbrachte die Peptidsequenz aus der Mitte der Proteinsequenz mehr erfolgreiche
Hybridoma-Klone als die Peptidsequenz, welche am N-terminalen Ende der Proteinsequenz
lag. Wie durch Bakhshesh et al. gezeigt, ist das N-terminale Ende der Proteinsequenz
besonders haufig das Epitop von Antikérpern, da dieser Bereich auch nach der Proteinfaltung
auf der Oberflache des Proteins, somit leicht zuganglich ist und der Antikdrper gut anbinden
kann (Bakhshesh et al., 2018). Auch ist das N-terminale Ende der Proteinsequenz haufig durch
post-translationale Modifikationen einmalig und eignet sich so besonders fiir spezifische
monoklonale Antikérper (Chen and Kashina, 2021). Das in der vorliegenden Arbeit dies nicht
bestatigt wurde, kann an einer ungiinstigen Auswahl der spezifischen Peptidsequenz oder am
untersuchten Zielprotein selbst liegen, welches aufgrund von Faltung das N-terminale Ende

nicht fir Antikérper zuganglich hat.

Die verwendeten Peptidsequenzen wurden anhand der Ergebnisse des Peptidscans, der Lage
im Protein sowie im Vergleich zu anderen, schon bestehenden kommerziellen Antikérpern
ausgewahlt. Von funf Zielproteinen, welche auf diese Weise mit je den finf
vielversprechendsten Peptiden immunisiert wurden, zeigte sich bei vier dieser Zielproteine
eine Immunantwort fiir alle immunisierten Peptide. Allerdings war die Immunantwort meist
fiir ein bis zwei Peptide am starksten. Das zeigt, dass die Vorhersage der bestmoglichen
Peptidsequenz keine Garantie fiir eine effiziente Antikdrper-Generierung ist. Ursache hierfiir
kdnnte die beschrieben Kombination an Entscheidungsgrundlagen sein. So werden zum
Beispiel durch eine Kombination der Ergebnisse aus dem Peptidscan und dem Versuch
terminale Bereiche der Proteinsequenz zu verwenden, unterschiedliche Ansdtze in der
Zuganglichkeit zum Zielprotein betrachtet, welche in Kombination nicht zielfliihrend sind. Wie
durch Sanchez-Trincado et al. und Greenbaum et al. beschrieben, zeigt auch eine Kombination
von verschiedenen Algorithmen zur Vorhersage von linearen Epitopen keine starke
Verbesserung im Vergleich zur Verwendung von nur einem Algorithmus (Greenbaum et al.,
2007; Sanchez-Trincado et al., 2017). Ein anderes Paper postuliert sogar, dass die Epitop-
Vorhersagekraft eines einzelnen Algorithmus basierend auf den biochemischen und
strukturellen Eigenschaften der Proteinsequenz nur minimal besser ist als der Zufall (Blythe
and Flower, 2005). Es ist anzumerken, dass bei allen betrachteten Methoden nur strukturelle
Epitope analysiert werden, diese beschreiben alle Aminosdauren welche bei einer Anbindung

des Antikorpers mit dem Antikdrper in Kontakt kommen. Funktionelle Epitope hingegen
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beschreiben eine kleinere Menge an Aminosauren, welche essenzielle fir die Bindung des
Antikorpers sind und nicht zwingend die gleichen Aminosdauren umfasst wie flir das
strukturelle Epitop. Eine Vorhersage von funktionellen Epitopen basiert aber meist auf
funktionellen Assays (Austausch verschiedener Aminosduren in der Proteinsequenz und
anschlieBender Untersuchung der Bindungsenergie) oder Analyse von Protein-Antikorper-
Komplexen was eine Kenntnis von moglichen Antikérpern beinhaltet und somit bei der
Generierung von neuen Antikorpern nicht hilfreich ist. Hierbei wird deutlich, dass eine
Verbesserung der Assays zur Vorhersage von B-Zell Epitopen dringend notwendig ist (Dang et

al., 2023; Ponomarenko and Bourne, 2007).

Da die Generierung der Antikorper-produzierenden B-Lymphozyten in der Maus stattfindet,
ist es hochst relevant, dass die verwendeten Peptidsequenzen moglichst einmalig fir das
menschliche Zielprotein sind, da diese sonst nicht als ,fremd” vom murinen Immunsystem
erkannt werden und keine Antikorper gegen die Sequenzen generiert wiirden bzw.
autoreaktive Antikorper gegen das Maus-Proteom erstellt wiirden (Rawal et al., 2021). Es ist
daher zielfiihrend, bei der Auswahl der Peptidsequenzen solche Sequenzen auszuwahlen,
welche die geringstmdgliche Ahnlichkeit mit der murinen Proteinsequenz haben. Dies wurde
fiir alle potenziellen Peptidsequenzen fir das Zielprotein analysiert und nur solche fir die
spatere Immunisierung der Mause ausgewihlt, welche eine sehr geringe Ahnlichkeit zu
murinen Proteinen hatte.

Es konnte gezeigt werden, dass eine geringe Ahnlichkeit der Peptidsequenz zur murinen
Sequenz sowohl fir den Erfolg der Immunisierung bzw. Generierung von Hybridomaklonen
als auch fiir eine hohe Antikdrper-Produktion vorteilhaft sind. Dies ist insofern schwierig, da
bei den Protein-codierenden Genen zwischen Mensch und Maus eine Homologie von etwa
80% besteht, und eine Homologie des gesamten Genoms von etwa 40% vorliegt (Mouse
Genome Sequencing Consortium, 2002).

Die Hohe des ELISA-Werts vier Wochen nach der Fusion ist ausschlaggebend fir die
Entscheidung, ob der Hybridomaklon ein Antikorper-produzierender Klon ist und wie hoch die
Antikorper-Produktion in Relation zur Zellmenge ist. Es werden gezielt solche Klone
weiterverwendet, welche trotz geringer Zellzahl einen hohen Antikorper-Titer erstellen. Die
Hoffnung ist hierbei, dass gerade solche Hybridomaklone die Antikérper-Produktion nicht so

schnell einstellen im Gegensatz zu Klonen mit wesentlich geringeren Produktionsmengen
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(Kromenaker and Srienc, 1994). Zudem ist durch ELISA-Arrays erkennbar, gegen welches
Peptid die produzierten Antikérper reaktiv sind. Im hier gemachten Vergleich, ob der ELISA-
Wert mit der Qualitdt der immunhistologischen Farbung korreliert, kann diese Hypothese
nicht bestatigt werden. Ein Antikérper, der einen hohen ELISA-Wert erzeugt, zeigt zum einen
eine hohe Affinitat fiir das im ELISA verwendete Peptid. Dieses liegt linearisiert vor oder kann,
trotz der geringen Lange des Peptides, sich falten. Ein Antikdrper gegen dieses lineare Peptid
erkennt somit nicht zwingend der Quartarstruktur des Zielproteins, sodass auch eine
Anbindung im Gewebe bei der IHC nicht stattfinden kann. Durch die Verwendung von linearen
Peptidsequenzen werden nur potenzielle strukturelle Epitope zur Immunisierung verwendet,
funktionelle Epitope mit wenigen, essenziellen und weiter auseinander liegenden
Aminosauren werden so nicht getestet und potenzielle Antikdrper werden nicht generiert
(Smith-Gill, 1994). Zudem gibt die Hohe des ELISA-Werts Uber die Menge an Antikdrper im
Zellkulturiberstand der erstellten Hybridomaklone Auskunft, welches verwendete
Immunisierungspeptid die meisten reaktiven Antikorper gegeniiber dem Zielpeptid erstellt
hat und welcher dieser Klone eine hohe Antikorper-Produktion haben. Der ELISA-Wert gibt
jedoch keine Aussage Uber die Farbeeigenschaften der Klone, dhnliches wurde auch von
Sakaguchi et al. beschrieben (Sakaguchi et al., 2021). Wie durch Lad et al. beschrieben, werden
durch die verwendete Sandwich-ELISA-Methode hingegen nur solche Antikorper detektiert,
welche mit hoher Affinitdt oder in einer hohen Konzentration im Zellkulturiberstand
vorhanden sind (Lad et al., 2015). Dies kann dazu fiihren, dass ,gute” Klone mit einem
geringeren Titer und hoher Affinitdt gegen ,schlechte” Klone mit hoherem Titer aber
geringerer Affinitat verlieren, da die guten Klone aufgrund der geringeren Konzentration ein
schwacheres ELISA-Signal ergeben. Zudem stellt das Ergebnis des ELISA-Tests nur eine
Momentaufnahme dar. Ein lang bekanntes Problem der Hybridoma-Technologie ist das
potenzielle Einstellen der Antikérper-Produktion durch die Klone nach einer gewissen Zeit

(Kromenaker and Srienc, 1994; Mitra and Tomar, 2021; Pogson et al., 2016).
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Die Auswahl der Peptidsequenzen fiir die Immunisierung der Mause ist elementar fir den
spateren Erfolg der monoklonalen Antikdrper aus den erstellten Hybridoma-Klonen. Gerade
bei der Auswahl der Sequenz sollten einige Variablen wie die Antigenizitat beachtet werden,
um die best-mogliche Peptidsequenz auswahlen zu kénnen. Es ist dabei egal wo der exakte
Bereich innerhalb der Proteinsequenz liegt, jedoch sollte die Sequenz mdéglichst einmalig im
humanen Proteom sowie eine geringe Ubereinstimmung mit dem Proteom des Wirtstieres
(hier: der Maus) haben. Die Detektion einer starken Antikérper-Produktion des Hybridoma-
Klons bzw. affiner Antikdrper mittels des ELISA-Assays ist nicht aussagekraftig Gber den Erfolg

des Antikorpers, da ein Riickschluss auf die Farbequalitat nicht moglich ist.

4.1.2 Einfluss des Fusionsverfahrens

Die Hybridoma-Technologie, als Fusionierung von murinen B-Lymphozyten aus immunisierten
Mausen mit immortalen humanen Zelllinien, wurde 1975 durch G. Kéhler erstmal verwendet
und ist lange Zeit der Goldstandard in der Erstellung von monoklonalen Antikérpern gewesen
(Kohler and Milstein, 1975). Wie zuvor beschrieben, ist diese Technologie ineffizient und
langwierig (4.1 Antikorper Herstellung). Daher wurden verschiedene Methoden und
Optimierungen erforscht, um monoklonale Antikérper Kosten- und Zeit-sparender zu
erstellen.

Als eine kostengilinstige Optimierung des Hybridoma-Verfahrens kann vor der Fusion der
murinen B-Lymphozyten mit den humanen Myelomalzellen ein B-Zell Panning stattfinden, bei
welchem die murinen B-Lymphozyten zunachst auf eine Platte gegeben werden, auf welche
zuvor das verwendete Immunisierungspeptid angebunden wurde. Es binden nur solche B-
Lymphozyten an die Immunisierungspeptide und werden spater weiter verwendet, welche die
entsprechenden Antikorper gegen diese Peptide auf ihrer Zelloberflache exprimieren (Adam,
2016; Lightwood et al., 2006; Wysocki and Sato, 1978).

Die Methode des B-Zell Pannings beschreibt somit eine Selektion des Pools an B-Lymphozyten,
welcher die Menge an eingesetzten B-Lymphozyten zwar vermindert, aber die Qualitat der
noch vorhandenen B-Lymphozyten und somit auch derer produzierter Antikérper erhoht. Es
ware daher zu erwarten, dass durch das B-Zell Panning eine erhohte Menge an positiven
Hybridomaklonen im Vergleich zur Standard-Fusionierungsmethode entsteht. Es zeigt sich
jedoch, dass die Menge an ELISA-positiven (und somit Antikdrper-produzierenden)

Hybridomaklonen bei solchen Hybridomaklonen mit vorherigem B-Zell Panning wesentlich
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geringer ist; der ELISA-Wert der Hybridomaklone, welche aus dem B-Zell Panning entstanden
sind, ist hingegen mindestens gleich hoch oder sogar hoher. Es ist anzumerken, dass in den
betrachteten Versuchen keiner der analysierten Hybridomaklone, sowohl mit vorherigem B-
Zell Panning als auch ohne Panning, final weitergefiihrt wurde und somit keine
zufriedenstellenden Hybridomaklon generiert werden konnten. Eine verringerte Anzahl an
ELISA-positiven Klonen kann durch die verringerte Anzahl an B-Zellen in der Fusion erklart
werden, jedoch sollte aufgrund des Pannings der Anteil an ELISA-positiven Klonen innerhalb
der Gesamtmenge an Klonen gestiegen sein. Eine Erklarung fiir diese Diskrepanz kann die
Ineffizienz der PEG-induzierten Fusionierung sein. Nur ein sehr geringer Bruchteil der B-Zellen,
welche in die Fusion eingehen, werden final auch zu Hybridomaklonen fusioniert. Die Literatur
beschreibt die Effizienz fir PEG-induzierte Fusion mit weniger als 1% (Yu et al., 2008). Die
Hybridomaklone aus dem Panning zeigten dhnlich hohe ELISA-Werte, wie solche Klone,
welche ohne Panning erstellt wurden. Dies bestatigt, dass der Antikorpertiter im Medium bzw.
Affinitat der von den Hybridomaklonen erstellten Antikdrper vergleichbar ist zu Antikérpern
von Klonen ohne Panning.

Jedoch konnten mit dem B-Zell Panning keine vergleichbaren Ergebnisse wie in der Literatur
erzielt werden: Vergleicht man die beobachteten Zahlen aus den Versuchen mit den
Ergebnissen anderer, so wird bei Smeland et al. von einem Anteil von etwa 70 % an B-
Lymphozyten in der Gesamtpopulation sowie 21 % T-Zellen nach einer Wiederholung des
Pannings gesprochen, was sich nicht mit den Beobachtungen von 1,5% an B-Lymphozyten und
1,7% an T-Zellen in dieser Arbeit deckt (Smeland et al., 1985). Ein B-Zell Panning, wie es von
Adam et al. und Smeland et al. beschrieben wurde, flihrte zu keiner reproduzierbaren Effizienz
in der Anreicherung von B- und Reduktion von T-Zellen (Adam, 2016; Smeland et al., 1985).
Auch die Qualitat der generierten Hybridomaklone, gemessen an sezerniertem Antikorper
mittels ELISA-Wert und positiven Farbeeigenschaften, konnte durch das Panning nicht
gesteigert werden. Ursache hierfiir kdnnte der unterschiedliche Aufbau des Versuchs in Bezug
auf das angebundene Peptid sein, da bei Adam et al. und Smeland et al. nur recht allgemein
von Antigen bzw. Teile des Antigens gesprochen wird (Adam, 2016; Smeland et al., 1985). Die
Wahl der Peptidsequenz ist hochst relevant (siehe 4.1.1 Peptidauswahl fir die Antikorper-
Herstellung). Dies kann auch die bei uns beobachtete erhéhte unspezifische Bindung und
Reduktion von Zellen aus der Gesamtzellpopulation erklaren, da nicht nur der gewlinschte

Zelltyp (B-Lymphozyten) bzw. Antikorper an die angebundenen Peptidsequenzen gebunden
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hat. Das Panning und der Zellverlust ist somit rein zufallig und selektiert nicht fir bestimmte
Zellen. Eine Anwendung findet das B-Zell Panning, so wie es hier beschrieben wurde, in der
neueren Literatur kaum noch. Die Weiterentwicklung des B-Zell-Pannings mittels
magnetischer Kugeln, welche mit dem Antigen bestlckt sind, und anschlieBender FACS-
Sortierung der B-Zellen, haben jedoch auch heute noch Anwendung (Sun et al., 2017; Traggiai
et al., 2004). Eine Optimierung der Hybridoma-Technik durch die Methode, wie sie hier

verwendet wurde, kann jedoch nicht empfohlen werden.

Eine neuere Methode zur Optimierung des Klonierungsprozesses ist die Kultivierung der
Hybridomazellen in semi-solid Medium. Hierbei wird durch die Kultivierung der Zellen in
Methylzellulose-haltigem, zahfliissigem Medium eine Durchmischung der Hybdridomaklone
verhindert, da sie ausgehend von einer vereinzelten Zelle zu monoklonalen Zellkolonien
heranwachsen. Es liegt ab Beginn eine Klonalitit vor und ein Uberwachsen langsam
wachsender Klone kann so verhindert werden (Davis et al., 1982). Es zeigt sich hierbei, dass
mit dieser Methode der Prozess der Klonierung signifikant beschleunigt werden kann, da
mehrere Wochen des Subklonierens zum Erreichen der Monoklonalitat entfallen. Ein Nachteil
dieser Methode sind die hohen Materialkosten. Im Vergleich zum B-Zell Panning und dem
urspriinglichen Fusionierungsprotokoll konnte gezeigt werden, dass durch die Kultivierung der
Hybridomazellen in semi-solid Medium final mehr Klone mit guter Antikdrper-Produktion
(hohe ELISA-Werte) sowie guten Farbeeigenschaften erzielt werden konnten, als mit den
anderen untersuchten Methoden. Jedoch zeigten sich nur bei den Klonen, welche durch die
semi-solid Methode erstellt wurden, ein Verlust der Antikoérper-Produktion Uber die Zeit
hinweg. Es ist jedoch anzumerken, dass wesentlich mehr Klone mit dieser Methode erstellt
wurden, sodass bei einer gleichen Wahrscheinlichkeit zum Produktionsverlust in den Klonen
bei den anderen zwei Methoden aufgrund der geringen Klonanzahl der Verlust der
Antikoperproduktion nicht unbedingt detektierbar sein muss.

Generell entsteht durch die Fusionierung zunachst ein tetraploider Hybridomaklon, welcher
genetisch instabil ist und in manchen Fallen aufgrund der mehreren vorhandenen Allele fiir
die leichten und schweren Ketten des Antikorpers mehrere unterschiedliche Antikorper
produziert. Erst nach einer gewissen Zeit wird der tetraploide Chromosomensatz zu einem
haploiden Chromosomensatz gewandelt. Durch diesen Chromosomenverlust, sowie durch

Rekombinationsevents zwischen den Allelen kann es zum Verlust der Fahigkeit zur Antikorper
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Produktion kommen, was die Instabilitat der Klone erkldrt (Andreeff et al., 1985; Bartal and
Hirshaut, 1987; Bradbury et al., 2018; Hanack et al., 2019). Schon bei der Erstbeschreibung
der semi-solid Methode wurde eine erhdhte Stabilitdat der Hybridomaklone beobachtet, der
Verlust der Fahigkeit Antikdrper zu produzieren wurde auch Gber 12 Monate hinweg nur bei
10 % der analysierten Klone festgestellt (Davis et al., 1982). Dies ist nicht auf fehlende
Tetraploidie oder Abwesenheit von Rekombinationsvorgange, sondern potenziell eher auf
Konditionen im Semi-solid Medium zuriickzufiihren, welche die genomische Stabilitdt der
Klone fordern. Zudem ist durch den veranderten Versuchsablauf mit weniger Zelltransfers
sowie die verbesserten Wachstumsbedingungen auch fir schwache Klone eine erhohte
Uberlebensméglichkeit auch von schwachen Klonen vorhanden. Wie durch Kromenaker et al.
beschrieben, wachsen manche Klone mit hoher Antikdrperproduktion zunachst sehr langsam
und wirden unter normalen Kultivierungsbedingungen durch schneller wachsende Klone

Uberwachsen werden (Kromenaker and Srienc, 1994).

Durch Weiterentwicklungen der Methode kann dem Zellkulturmedium ein Fluorophor-
gekoppelter Antikérper hinzugegeben werden, welcher spezifisch gegen IgG aus der Maus
gerichtet ist und so durch Fluoreszenz stark Antikérper-produzierende Klone noch im semi-
solid Medium markiert. Durch diese Weiterentwicklung soll durch das Entfallen des
Subklonierens und der ELISA-Testung auf Antikérper-produzierende Hybridomaklone Zeit
gespart werden. Zudem ist auch hier, im Vergleich zur bisherigen Testung des
Zellkulturiberstands mittels ELISA, ein sofortiger und vereinfachterer Abgleich der Relation
aus Fluoreszenzsignal und KlongréBe moglich (Mann, 2007). Das Konzept der Detektion von
Antikorper-produzierender Hybridomaklone im semi-solid Medium wurde als doppelt so
effizient in der Detektion von positiven Klonen beschrieben als das bisherige Vorgehen (X. Li
et al., 2018).

Leider konnte mit den gezeigten Versuchen der Ablauf der Hybridoma-Generierung nur leicht
verbessert werden. Der aktuelle Stand der Forschung setzt bei der Generierung auf die
Sortierung der erstellten Klone mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (FACS). Hierbei
werden mittels Fluoreszenz-markierte Antigene aus dem Zielproteins passende Hybridoma-
Klone ausgewahlt und vereinzelt, diese Zellen werden anschliefend expandiert und liegen ab

dem Sortieren monoklonal vor (Akagi et al., 2018).
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4.2 Einfluss der Puffer-Zusammensetzung auf die immunhistologische Farbung

In der Immunhistochemie ist es essenziell, dass das Durchflihrungsprotokoll etabliert,
optimiert und verlasslich ist. Es liegt dem Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums
Eppendorf ein detailliertes Protokoll vor, nach welchem Instituts-internen Farbungen per
Hand durchgefiihrt werden. Auffallig ist hier, dass die verwendeten kommerziellen Puffer zum
Waschen und Verdinnen der Antikorper eine einfache Zusammensetzung zu haben scheinen
und daher kostengtinstiger selbst herzustellen sein mussten. Auch eine chemische Analyse
von zwei kommerziellen Puffern zeigte, das die Komposition der Puffer wenig Komplex ist und
bis auf wenige sehr gering enthaltene Komponenten (wie Caprylsdure) den bekannten
Komponenten entspricht. Es wurde daher in der weiteren Austestung von einem ,typischen”
Puffer bestehend aus Puffersalz, Tragerprotein, Detergens und Konservierungsmittel
ausgegangen.

Zur Austestung der Zusammensetzung wurden die moglichen einzelnen Komponenten des
Ltypischen” Puffers genauer untereinander und das erzielte Farbeergebnis mit dem von
kommerziellen Puffern verglichen. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse je nach Antikorper
variieren. Hierbei gab es Antikdrper, welche bei nahezu jeder Pufferzusammensetzung
vergleichbare Ergebnisse wie mit dem kommerziellen Puffer erzielten. Andere Antikorper
erzielten nur im kommerziellen Puffer zufriedenstellende Farbeergebnisse. Ein Einfluss des
Puffersalzes war nicht zu beobachten, nur bei einem Anteil von mehr als 10 % BSA wurden
Verbesserungen des Farbeergebnisses mit den selbst erstellten Puffern bei einigen
Antikorpern erreicht. Keine der weiteren getesteten Komponenten zeigten Verbesserungen
der Farbeergebnisse mit dem selbst erstellten Puffer.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es durch die Analysen nicht méglich war, einen
kommerziellen Puffer nachzustellen, welcher vergleichbare Farbeergebnisse mit
empfindlichen Antikdrpern erbringt. Trotz chemischer Analyse des Puffers und
Literaturrecherche konnte keine Komponente gefunden werden, welche ausschlaggebend ist.
Es wurde beobachtet, dass nicht jedes getestete Tragerprotein denselben Einfluss auf die
Funktionalitat des Puffers zu haben scheint. Tragerproteine werden generell zur Stabilisierung
der Antikorper-Losung verwendet, um so ein Ausfallen der Antikorper aus der Losung und die
Adhéasion der Antikorper an der GefaBwand zu verhindern (Chavez et al., 2016; Pandit et al.,
2022). Jedoch schien hierflir nur bovinem Serumalbumin (BSA) als Proteinquelle und nicht

fetales Kalberserum (FCS), Ziegenserum oder Isotyp-Kontrollantikdrper ausreichend zu sein,
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sodass die Funktion von Serumalbumin ausschlaggebend zu sein scheint. BSA besteht im
Gegensatz zu fetalem Kalberserum und Ziegenserum nicht aus einem Proteingemisch,
sondern nur aus dem Protein Serumalbumin. Durch die Reinheit kommt es zur besseren
Verhinderung von unspezifischen Bindungen und hat bessere proteinstabilisierende
Eigenschaften als die Serumprotein-Gemische (Given et al., 2014; Pandit et al., 2022; Thakral
et al., 2021). Die Puffersalze PBS und TBS schnitten in den Austestungen gleichwertig ab, alle
anderen getesteten Puffer erwiesen sich als unzureichend. Es ist hierbei bekannt, dass je nach
Art und Konzentration des verwendeten Puffersalzes Proteine eher stabilisiert werden oder
aus der Losung ausfallen. Eine hohe Salzkonzentration fiihrt jedoch eher zum Ausfallen der
Proteine, unabhangig von der Art des Salzes (Arosio et al., 2012). Auch andere getestete
Chemikalien zeigten keinen Effekt in unseren Versuchen. Die Zugabe von Zuckern wie zum
Beispiel Sorbitol, Dextrose oder, wie von uns verwendet, Trehalose wurden als stabilisierend
flr Proteinlosungen beschrieben wird (Bhambhani et al., 2012). Die Verwendung von Proclin
300 anstelle von Natriumazid, welches als Alternative aufgrund der besseren Konservierung,
hoheren Kompatibilitat mit anderen Chemikalien und geringerer Toxizitat beschrieben wurde,
zeigte in unseren Versuchen keinen positiven Effekt. Dies kann durch eine verringerte
Funktionalitdt bei hohen Proteinkonzentrationen (0,5-2 %), durch primare und sekundare
Amine (z. B. Aminosauren wie Alanin, Arginin, Asparagin, Glutamin, Histidin, Lysin oder Prolin)
sowie Sensitivitat gegenlber reduzierenden Stoffen und starken Nukleophilen (z. B. Salze)
verursacht sein. Somit kdnnte Proclin 300 im Anwendungszustand nicht funktionell gewesen
sein (Affatato, 2004; Sigma Aldrich, 2009). Caprylsdure wurde von anderen Arbeitsgruppen als
Protein-stabilisierend in Puffern fiir die Immunhistochemie beschrieben, in der vorliegenden
Arbeit konnte keine Verbesserung durch die Anwendung dieser Komponenten gezeigt werden
(Traul et al., 2000).

Es ist moglich, dass die ausschlaggebende Komponente in so geringen Anteilen vorliegt, dass
sie durch chemische Analysen nicht detektiert werden konnte, da sie aulRerhalb des sensitiven
Bereichs der Methoden zur Analyse der getesteten kommerziellen Puffer
(Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie- Kopplung (LCMS),
lonenchromatographie mit optischer Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem
Plasma (ICP IONIC)) liegt.

Es ist zudem moglich, dass die Funktionalitdit des Antikdrpers oder der enthaltenen

Komponenten durch die verschiedenen erstellten Puffer eingeschrankt bzw. der Antikdrper
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dadurch degradiert wurde. Es wurde gezeigt, dass sowohl der pH-Wert, Salze als auch
Antioxidationsmittel die Stabilitdt der Antikorper im Puffer beeinflussen. Auch durch
Proteolyse kann der Antikérper degradiert werden (Arosio et al., 2011; Hehle et al., 2016;
Laptos and Omersel, 2018). Des Weiteren kann der Antikérper durch chemische Interkationen
(van-der-Waals Krafte, hydrophobische Interkation, Disulfidbriicken,
Wasserstoffbriickenbindungen) aggregieren und so funktionslos werden, hierbei spielt die
Proteinsequenz des Antikérpers wie zuvor diskutiert (4.1.1 Peptidauswahl in der Antikorper-
Herstellung) aufgrund von Hydrophobitdt der Aminosduren in der Sequenz eine groRe Rolle

(Brown, 2015; Nokwe et al., 2014).

4 3 Einfluss der Pufferart auf die Antikorper-Haltbarkeit

Viele kommerzielle Hersteller verkaufen ihre Antikorper vorverdiinnt, das heilst, der
Antikorper kann direkt verwendet werden (ready-to-use). Jedoch besteht die Gefahr, dass die
Haltbarkeit des Antikorpers stark beeinflusst ist, da Antikorper dazu neigen bei zu geringen
Konzentrationen aus der Losung auszufallen und so unbrauchbar zu werden (Pandit et al.,
2022). Daher wird vom Hersteller zumeist eine Mindesthaltbarkeit flir das Produkt angegeben,
innerhalb welcher Zeit eine Funktionalitat des Antikérpers gewahrleistet sein soll; jedoch wird
meist von vielen Monaten bis Jahren gesprochen (Abcam, 2024d; Cell Signaling, 2024).

Zur Evaluation der Mindesthaltbarkeit wurden fiir zwei Antikorper aus Antikorper-Konzentrat
mit entsprechender individueller Verdiinnung im Puffer ein ready-to-use Antikdrper mit
verschiedenen Puffern erstellt, fir zwei Jahre gelagert und einmal pro Monat fiir eine Farbung
verwendet. Im Vergleich ist erkennbar, dass die Farbeintensitdt bei beiden getesteten
Antikorpern Gber die Zeit abnimmt, bei einem Antikorper jedoch schneller. Der kommerzielle
Puffer ist bei beiden Antikorpern besser geeignet fiir eine langfristige Lagerung im verdiinnten
Zustand, der Puffer aus PBS, BSA, Tween-20 und NaNs erhidlt Gber die Zeit hinweg nur bei dem
hoher konzentrierten Antikorper ein vergleichbares Farbeergebnis zum kommerziellen Puffer.
Eine Verdiinnung in reinem PBS ist flr beide getesteten Antikorper fiir die Langzeitlagerung
nicht geeignet.

Ein ausschlaggebender Faktor in diesem Versuch ist die Verdiinnung der beiden getesteten
Antikorper. Der ,stabilere” Antikorper wurde nur halb so stark verdlinnt wie die ,instabileren”
Antikorper (1:900 vs. 1:2000). Wie durch andere Autoren schon beschrieben wurde, hat

besonders die Verdiinnung einen starken Einfluss auf die Stabilitdt der Antikorper, da bei zu
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geringer Proteinkonzentration im Verdiinnungspuffer die Antikérper ausfallen und Aggregate
bilden kénnen bzw. durch Adsorption an der GefaRwand haften (GroBhans et al., 2019;
Mahler et al., 2009; Nakanishi et al., 2001). Auch die Anwesenheit von stabilisierenden
Komponenten im Verdiinnungspuffer haben, wie im Kapitel zuvor gezeigt, starken Einfluss auf
die langfristige Haltbarkeit und Funktionalitdt der Antikorper-Verdiinnung. So kénnen gerade
bei Lagerungen Uber ldngere Zeit Oxidation, Deamidierung oder Aggregation durch
unspezifische oder kovalente Bindungen (unter anderem beeinflusst durch die Ladung der
Aminosauresequenz) entstehen, welche die Funktionalitdt des Antikorpers stark beeinflussen
(Fukuda et al., 2015; Mabhler et al., 2009; Manning et al., 2010).

So konnen auch die Thermostabilitat und Empfindlichkeit gegenliber der Handhabung im
Versuch beeinflusst werden. Verschiedene Chemikalien verdandern die Schmelztemperatur
von Proteinen signifikant und auch die Empfindlichkeit gegeniiber Scherkraften wie beim
Pipettieren oder Vortexen werden beeinflusst (Koenigsberg and Heldwein, 2018; Tavakoli-
Keshe et al., 2014; Thomas and Geer, 2011).

Dies erklart, warum eine Lagerung der Antikérper in reinem PBS ein wesentlich schlechteres
Ergebnis erzielte als eine Lagerung in kommerziellem Puffer oder dem zuvor beschriebenen
selbst erstellten Puffer mit BSA als Tragerprotein. Eine Langzeitlagerung eines verdiinnten
Antikorpers ist somit unbedingt in kommerziellem Puffer zu empfehlen, da hier Komponenten

enthalten sind, welche den Antikdrper besser stabilisieren als der selbst erstellte Puffer.
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4 .4 Haltbarkeit von Antikorpern

In Bezug auf das vorherige Kapitel (4.3 Einfluss der Puffer-Zusammensetzung auf die
Antikorper-Haltbarkeit) wurde der Einfluss der Lagerbedingungen genauer evaluiert. Hierzu
wurden in Anlehnung an ein Testassay der Welthilfsorganisation (Duncan et al., 2018) der
Einfluss verschiedener Lagerungs- und Transportbedingungen auf die Funktionalitdt des
Antikorpers in der Immunhistochemie analysiert. Zur Nachstellung einer Langzeitbetrachtung
wurde hier unter Verwendung der Arrhenius-Gleichung mittels erhéhter Temperatur eine
beschleunigte Alterung der Antikorper herbeigefiihrt (Kuzman et al., 2021; Wang and Roberts,
2013). Im Gegensatz zum Kapitel zuvor wurde hier ein Antikdrper-Konzentrat verwendet. Es
sind verschiedene Testabldaufe mit 52 Antikérpern durchlaufen und Farbungen durchgefiihrt
worden, welche mit der initialen Farbung vor Lagerungsbeginn zur Evaluation der
Funktionalitat der Antikdrper verglichen wurden.

Es zeigte sich hierbei, dass alle der getesteten Antikdrper auch nach unterschiedlichsten
Lagerung nach Versuchsende noch funktionell waren und Farbeergebnisse erbrachten,
welche mit den initialen Ergebnissen vergleichbar sind. Bei einer Lagerung bei
Raumtemperatur oder 37°C zeigte kein Antikorper einen signifikanten Leistungsverlust, eine
Lagerung bei -20°C hingegen verminderte die Leistung von nur wenigen Antikdrpern leicht.
Auch hiermit konnte gezeigt werden, dass die Stabilitat von Antikoérpern sehr individuell ist
und eine Lagerung unter den empfohlenen Bedingungen (Lagerung bei -20 °C oder 4 °C) wie
unter nicht-empfohlenen Bedingungen (Lagerung bei Raumtemperatur oder 37 °C)
unterschiedlich starke Effekte auf die Funktionalitat der Antikoper in der Immunhistochemie
haben kann. Dieses individuelle Verhalten deckt sich mit den Beobachtungen aus der
Literatur: Der jeweilige Antikorper selbst, die Zusammensetzung des Puffers und das Handling
haben potenziell starken Einfluss auf die Funktionalitdt bei erh6hten Temperaturen und somit
auf die Langzeitlagerung der Antikorper (Kukis et al., 1999; Michaut et al., 2014). Die Zugabe
von Zuckern, Mehrfachalkoholen, Peptiden und bakteriostatischen Komponenten zum
geldsten Antikorper wurden als forderlich flir die Erhéhung der Lagerungszeit beschrieben
(Bansal et al., 2017; Bhambhani et al., 2012; Kubiak et al., 2016; O’Fagéin and Colliton, 2017).
Auch eine Lagerung bei -20°C in lyophilisierter Form mit moglichst seltenem Auftauen des
Antikorpers wurde als forderlich fur die Stabilitat der Antikérper beschrieben (Cleland et al.,

2001; Park et al., 2013).
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Die Einfliisse, welche in den vorherigen Kapiteln schon genauer erértert wurden, haben bei
einer langfristigen Lagerung bzw. bei einer Lagerung unter erhéhten Temperaturen im Sinne
der Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit bei erhéhter Temperatur einen noch
starkeren Einfluss. Es ist zu erwarten, dass bei gleicher Antikdrperkonzentration von etwa 1
mg/mL unterschiedliche Haltbarkeiten, verursacht durch zu hohe bzw. zu niedrige Antikorper-
Konzentrationen, nicht vorhanden sind (siehe 4.3 Einfluss der Pufferart auf die Antikorper-
Haltbarkeit, GroRhans et al., 2019).

Zur Evaluation des Funktionsverlust wird meist eine Analyse der Antikérper nach
Versuchsbeendigung durchgefiihrt. Es werden hierbei mittels Elektrophorese,
Kationenaustausch-Chromatographie oder Peptidmassenfingerprint chemische
Modifikationen detektiert. Zur Analyse von Konzentration-verursachten Funktionsverlusten
der Antikorper durch Aggregatbildung werden die Antikérper durch GrofRenausschluss-
Chromatographie analysiert (Kuzman et al., 2021). Die in unserem Versuch verwendete
Immunfarbung kann nicht nach chemischen Modifikationen oder Aggregatbildung
differenzieren, durch Abwesenheit der Immunfarbung kann nur auf einen generellen
Funktionsverlust riickgeschlossen werden. Eine weitere Testung der Antikérper ware somit
fiir eine genauere Analyse der Ursache des Funktionsverlusts sinnvoll. Da jedoch mehr als die
Halfte der Antikorper auch nach Beendigung des Versuchs noch funktionsfahig waren, ist
diese Evaluation nicht notwendig, wenn nur eine generelle Aussage Uber die

Funktionsfahigkeit der Antikorper getroffen werden soll.

Beobachtete Haltbarkeitsunterschiede bei kurzfristiger Lagerung bei erhohten Temperaturen
sind daher auf die unterschiedlichen Lagerungstemperaturen, auf die individuellen
Antikopersequenz sowie auf Pipettierfehler zurlickzufiihren. Die Sinnhaftigkeit der Simulation
einer Langzeitlagerung wurde schon zuvor bemangelt, da nur im Bereich von 5- 40° C eine
Linearitat in der Arrhenius-Gleichung gilt und somit eine Vorhersage moglich ist (Kuzman et
al., 2021; Wang and Roberts, 2013). Jedoch ist dies die Zeit- effizientere Methode gegeniber
einer individuellen Ermittlung der individuellen Haltbarkeit durch Langzeitlagerung der
Antikorper. Zur Ermittlung der Langzeithaltbarkeit wird bei der verwendeten Methode mittels
der Arrhenius-Gleichung von einer kurzfristigen Haltbarkeit bei erh6hten Temperaturen auf
die langfristige Haltbarkeit bei Standardlagerungstemperaturen geschlossen (Waterman,

2011; Waterman et al., 2014). Dem entgegenzuhalten ist, dass biologischen Materialien sich
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nicht immer entsprechend der Arrhenius-Gleichung verhalten. Besonders relevant ist hierbei
die temperaturbedingte Linearitat der Gleichung, zusatzlich kdénnen auch andere Faktoren wie
die Beschaffenheit der ReaktionsgefaR-Oberflache Einfluss auf die Aggregationsbereitschaft
des Antikorpers haben (Kayser et al., 2011; Paborji et al., 1994; Zidar et al., 2020). Die
Europdische Arzneimittelagentur geht davon aus, dass ein Riickschluss auf die Haltbarkeit
mittels Arrhenius-Gleichung nur fir die doppelte Zeit der analysierten Zeit, maximal 12
Monate, moglich ist (Europédische Arzneimittelagentur, 2018).

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die beschleunigte Alterung der verschiedenen
getesteten Antikorper flr die meisten Antikorper innerhalb der getesteten Zeit keinen Verlust
ihrer Farbequalitat aufzeigte. Hier ist keine weitere Aussage zur Haltbarkeit zu treffen, aulRer

dass sie auBerhalb des getesteten Zeitraums liegt.

4.5 Antikorper-Validierung 1: Western Blot

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper wurden alle spezifisch daflir ausgewahlt, in der
Immunhistochemie eine zuverldssige Farbung ohne unbekannte unspezifische Farbungen zu
erstellen. Hierbei wurde das Augenmerk nur auf die Immunhistochemie gelegt. Eine
Verwendung der Antikérper im Western Blot, was ein weiterer sehr haufiger
Verwendungszweck von unkonjugierten primaren Antikorpern in der Forschung darstellt,
wurde hierbei nicht evaluiert. Es sollte nun getestet werden, ob ein Rickschluss von der
Leistung in der Immunhistochemie auf die Leistung im Western Blot gemacht werden kann.
Hierzu wurden 105 Antikérper, welche alle fiir die Verwendung in der Immunhistochemie
validiert sind, sowohl im Western Blot mit humanem Gewebe als auch mit humanen Zelllinien
auf ihre Spezifitdt im Western Blot getestet. Es wurde betrachtet, ob der verwendete
Antikorper im Lysat das Zielprotein spezifisch mit einer Bande bei erwarteter ProteingroRe
detektiert. Bei weiteren Protein-Banden, die durch den Antikérper detektiert wurden, wurde
analysiert, ob diese gegebenenfalls eine erklarbare Relation, wie Isoformen oder

Abbauprodukte, zum Zielprotein haben.
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Bei Western Blots aus Lysaten humanen Gewebes und Zelllinien konnten dahnliche Ergebnisse
in Bezug auf spezifischen und unspezifischen Banden erzielt werden. Fiir beide Lysatquellen
zeigten etwas mehr als die Halfte der analysierten Antikérper nur eine einzige Bande. Ein
kleiner Teil der Antikorper zeigte zusatzlich noch weitere Banden von erklarbarer Herkunft,
wie Isoformen und Abbauprodukte. Ein recht grofRer Anteil von Antikdrpern mit zusatzlichen
Banden zeigte Banden, welche von unspezifischen Bindungen des Antikdrpers an andere
Proteine stammen und keine erklarbare Herkunft haben. Diese Antikérper sind fiir eine
spezifische Detektion des Zielproteins in Lysaten ungeeignet, da die Identitdt der
unspezifischen Bindung unbekannt ist.

Zusammenfassend kann man sagen, dass eine Validierung von Antikorpern in der
Immunhistochemie nicht ausreichend fiir die Verwendung im Western Blot ist. Nur ein
geringer Anteil der Antikorper, welche hervorragend in der Immunhistochemie funktionieren,
ist auch fir den Western Blot verwendbar.

Ein groRes Problem hierbei ist, dass die zu detektierenden Epitope im FFPE-Gewebe (Formalin-
fixiertes und Paraffin-eingebettetes Gewebe) der Immunhistochemie anders vorliegen als im
enzymatisch aufgeschlossenen Gewebe im Western Blot. Durch die Formalin-Fixierung liegen
Epitope zunachst kreuzvernetzt vor, was durch die Epitop-Demaskierung mittels Hitze
grofRenteils riickgangig gemacht werden kann. Die Epitope liegen anschlielend zum groRten
Teil nicht mehr kreuzvernetzt in ihrer Tertidrstruktur vor, durch die noch vorhanden Faltungen
liegen die Epitope jedoch noch dhnlich wie im frischen Gewebe vor (Gown, 2004; Pileri et al.,
1997; Ramos-Vara, 2005; Shi et al., 1991). Fiir den Western Blot werden die Proben lysiert,
erhitzt und dadurch die Proteine denaturiert. Somit liegen Proteine linearisiert und teilweise
fragmentiert vor, sodass nur lineare Epitope durch den Antikorper detektiert werden konnen
(Sule et al., 2023).

Es ist daher offensichtlich, dass nur Antikdrper mit linearen Epitopen sowohl im Western Blot
als auch in der Immunhistochemie funktionieren kénnen. Eine direkte Ubertragbarkeit der
Funktionalitat des Antikorpers von der Immunhistochemie auf den Western Blot und anders
herum ist daher nicht moglich, die orthogonale und anwendungsspezifische Validierung von
Antikorpern wurde daher schon von mehreren gefordert und etabliert (Bourbeillon et al.,

2010; Uhlen et al., 2016).
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Kommerzielle Hersteller zeigen ihre Validierung der Antikdrper fir den Western Blot mittels
Zelllinien. Nur ein viel geringerer Anteil der getesteten Antikorper war fahig, in Zelllinien das
Zielprotein (und weitere Nebenbanden) zu detektieren als im humanen Gewebe. Der Anteil
an Antikorpern, welcher ausschlielich das Zielprotein, weitere Isoformen davon oder
unbekannte Nebenbanden detektierte, war im humanen Gewebe dhnlich zu den Zelllinien.
Jedoch zeigt dieser Unterschied im Anteil an Antikorpern, welche das Zielprotein im jeweiligen
Lysat detektieren kénnen, dass ein starker Unterschied im Proteom der verwendeten Lysate
vorliegen muss. Da die Zelllinien prinzipiell immortalisierte Zellen humanen Gewebes
darstellen, kann man davon ausgehen, dass das Proteom &hnlich ist und somit dhnliche
Ergebnisse im humanen Gewebe und den Zelllinien zu erwarten waren. Jedoch wurde
mehrfach gezeigt, dass durch die Immortalisierung und langen Kultivierung der Zelllinien das
Proteom stark verandert wurde und Zelllinien im Vergleich zu frischem humanem Gewebe ein
wesentlich geringeres Repertoire an Proteinen exprimiert (Beck et al., 2011; Lopes-Ramos et
al., 2017; Pontén et al., 2009). Eine Verwendung von Zelllinien als Reprasentation von
menschlichem Gewebe ist somit nicht empfehlenswert und stellt eine Unterreprasentation
des humanen Proteoms dar.

Des Weiteren spielt die Erstellung der Lysate und ihre Qualitdt eine wichtige Rolle in der
Detektierbarkeit des Zielproteins durch den Antikérper im Western Blot. Zelllinien liegen als
vereinzelte und gereinigte Zellen vor. Bei der Herstellung von Zelllysaten kann man so
standardisierte Bedingungen schaffen, die eine Vergleichbarkeit erleichtern. Bei humanem
Gewebe hingegen gibt es viele Faktoren welche die Lysat-Erstellung erschweren. Die hier
verwendeten Gewebeproben sind Reste von Biopsien oder Routineeingriffen, welche zu
einem beliebigen Zeitpunkt wahrend des Eingriffs aus dem Patienten entnommen, weiter
aufbereitet, zugeschnitten und mittels fllissigen Stickstoffs eingefroren werden. AnschlieSend
werden sie bei -80 °C gelagert, nach beliebiger Zeit entnommen und von uns
weiterverwendet. Hierbei wird das Gewebe von Blut gereinigt und potenzielles Fett entfernt.
Nun wird das Gewebe mechanisch aufgeschlossen, hierbei wird das Gewebe durch fliissigen
Stickstoff gekihlt. Aufgrund der unterschiedlichen Rigiditat der verwendeten Gewebe muss
jedes Gewebe unterschiedlich lange bearbeitet werden, bis ein AufschlieRen der Zellen
stattfindet. All dies zeigt, dass verschiedene Gewebelysate selbst bei bester Bearbeitung
unterschiedlich behandelt wurden und es keine Standardisierung wie bei der Lyse von

Zelllinien geben kann. Der Aufschluss von humanem Gewebe durch mechanische
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Zerkleinerung und anschlieBender enzymatischer Lyse der Zellen ist zudem wesentlich
harscher als eine ausschliellliche enzymatische Lyse der Zelllinien. Es ist daher zu erwarten,
dass die Proteine aus dem humanen Gewebe starker in Mitleidenschaft gezogen werden als
die der Zelllinien. Zudem ist, wie zuvor beschrieben, kein komplettes Entfernen aller weiterer
Bestandteile des Gewebes (vor allem Blut) méglich. Die Blutproteine kdnnen die Resultate der
Western Blots verandern.

Es zeigt sich somit, warum vor allem kommerzielle Hersteller bei der Antikorper Validierung
weitestgehend auf Zelllinien zurilickgreifen. Zelllinienlysate konnen einfacher in groRen
Mengen und reproduzierbarer hergestellt werden. Das Proteom der Zelllinien ist zudem
kleiner, sodass weniger Kreuzreaktivtaten des Antikdrpers mit anderen Proteinen moglich
sind. Eine Validierung der Antikorper in Zelllinien ist somit einfacher, aber gerade bei einer
potenziellen Verwendung der Antikérper in humanen Gewebelysaten nicht ausreichend, da
durch das eingeschrankte Proteom potenzielle Kreuzreaktivitdaten des Antikérpers mit
anderen humanen Proteinen nicht erkannt werden.

Ahnliche Vergleiche zwischen humanem Gewebe und Zelllinien zeigten auch bei anderen
Arbeitsgruppen signifikante Unterschiede im Proteom der verschiedenen Lysatquellen. Es
konnte eine verdanderte Expression mehrerer Proteine in den Zellen beobachtet werden,
welche schon durch kurzfristige Kultivierung von wenigen Tagen erkennbar wurde. Auch bei
sekundaren, immortalisierten Zelllinien zeigte sich dies. Es war Veranderung der Expression
verschiedener Proteine beobachtet worden, welche unter anderem mit der
Wachstumskontrolle und dem Fettsauremetabolismus in Verbindung gebracht werden
konnten und als Anpassung an die Kultivierung in der Zellkultur gewertet wurden (Celis et al.,
1999; Ornstein et al., 2000). Des Weiteren ist bei einem direkten Vergleich zu beachten, dass
Zelllinien nur aus einem Anteil des Gewebes erstellt wurden und Gewebelysate eine Mixtur
aller Zellen des Gewebes darstellen. So werden die verschiedenen Expressionsstarken von
Proteinen in verschiedenen Bereichen des Gewebes im Gewebelysat als Gesamtexpression im
Western Blot dargestellt. In Zelllinienlysaten wird die Expression des bestimmten Teilbereichs
des Gewebes dargestellt, aus welchem die Zelllinie erstellt wurde. Zusatzlich kommt hinzu,
das die Expression von Proteinen durch die Immortalisierung potenziell verandert sein kann

(Somuncu et al., 2020).
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4.6 Antikorper-Validierung 2: Kreuzreaktivitat

Wie zuvor beschrieben (4.5 Antikérper Validierung 1: Western Blot) zeigen Antikdrper auch
im Western Blot Banden und somit Anbindung an Proteine, welche nicht das Zielprotein
darstellen. Dies kann durch unspezifische Bindung des Antikorpers an diese Proteine durch
ahnliche Epitope stattfinden oder durch Kreuzreaktivitat mit verwandten Proteinen, welche
nicht nur ein dhnliches Epitop haben, sondern auch funktionell und evolutionar direkt
verwandt sind. Besonders relevant wird dies bei groRen Proteinfamilien, welche eine dhnliche
Funktion und somit zumindest teilweise ahnliche Proteinsequenzen haben. Ein Beispiel hierfir
ist die Serinprotease — Familie, bestehend unter anderem aus Trypsin, Elastase und Thrombin.
Haufig gibt es daher Antikérper gegen mehrere Mitglieder der Proteinfamilie, da der
Antikorper gegen ein Epitop gerichtet ist, welches in mehreren Familienmitgliedern
vorhanden ist. Die Gewinnung eines Antikorpers, welcher gegen ein spezifisches
Familienmitglied gerichtet ist, ist in diesen Fallen umso schwieriger.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene, durch die Hybridoma-Technologie erstellte,
Antikorper gegen Trypsin 2 (PRSS2), sowie gegen die verwandten Proteine Trypsin 1 (PRSS1)
und Trypsin 3 (PRSS3) auf Kreuzreaktivitat getestet. Alle drei Proteinsequenzen weisen,
aufgrund ihrer Mitgliedschaft in der gleichen Proteinfamilie, eine hohe Ahnlichkeit auf und
auch die gewihlten Immunisierungspeptide zeigten eine starke Ubereinstimmung in den
gewahlten Peptidsequenzen.

Es zeigte sich bei der Analyse mehrere erstellter Hybridomaklone eine Kreuzreaktivitat zu den
verwandten Trypsin-Familienmitgliedern bei manchen Klonen durch Peptide, welche nicht
ausschlieBlich kreuzreaktive Klone generierten. Fiir PRSS1 und PRSS2 konnten spezifische
Antikorper erstellt werden, nur flir PRSS3 konnte kein PRSS3-spezifsicher Antikorper erstellt
werden. Die getesteten Klone waren entweder mit allen drei Trypsin-Familienmitgliedern
reaktiv oder komplett unselektiv, da keine Bande von erwarteter Grol3e der Trypsin-Proteine

detektierbar war.
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Es scheint also unabhangig von Peptidsequenz und Sequenzahnlichkeit untereinander zu sein,
ob ein Hybridomaklon aus diesen Peptidsequenzen Familienmitglied-spezifisch ist, eine
Kreuzreaktivitat zeigt oder unspezifisch ist. Dies ist damit zu erklaren, dass das finale Epitop
des Antikorpers nur wenigen Aminosauren abdeckt, das verwendete Immunisierungspeptid
hingegen etwa 15 Aminosauren lang ist (Subramanian and Chinnappan, 2013; Trier et al.,
2019). So kann je nach gebildetem Epitop ein Bereich verwendet werden, welcher in der
Sequenz anderer Familienmitglieder auch vorkommt, da fiir alle gewahlten Peptide der
Trypsin-Familienmitglieder eine relativ hohe Ahnlichkeit gefunden wurden. Je nach
Verwendungszweck des Antikorpers ist diese Pan-Spezifitdt des erstellten Antikdrpers
gegeniber allen drei Trypsin-Familienmitgliedern tolerabel, jedoch sinkt die
Reproduzierbarkeit eines Versuchs mit sinkender Spezifitat und Selektivitdt des verwendeten
Antikorpers. Pan-spezifische Antikérper haben hierbei den Vorteil einer gewissen Robustheit
gegenliber Modifikationen und Prozessierungen des Zielproteins, da so gegebenenfalls
unabhangig von der Modifikation wie Phosphorylierungen das Zielprotein erkannt werden
kann (Starr et al., 2021).

Eine Kreuzreaktivitat ist jedoch nicht nur innerhalb der Proteinfamilie wahrscheinlich, auch
zwischen verschiedenen Spezies ist eine Reaktivitat, je nach Konservierung der
Proteinsequenz, moglich. Wie in der Maus bereits gezeigt, ist durch die hohe
Sequenzdhnlichkeit und evolutiondre Konservierung vieler Proteine eine hohe
Kreuzreaktivitat der Antikdrper zu murinen Proteinen beobachtet worden und somit auch in
anderen dhnlich nahe verwandten Spezies zu erwarten (Temming et al., 2020). Es zeigte sich,
dass vor allem in der Ratte viele humane Antikérper auch hier das Zielprotein spezifisch
detektieren. Im Schwein sind hingegen weniger humane Antikorper fir das porkine
Zielprotein spezifisch. Eine unspezifische Farbung konnte hier vor allem in der Ratte
beobachtet werden, im Schwein wurde zumeist entweder eine spezifische oder keine Farbung
beobachtet. Dies ist damit zu erklaren, dass es gerade zwischen Mensch und Ratte eine groRRe
Menge an orthologen Proteinen gibt (Makatowski and Boguski, 1998), zwischen Mensch und
Schwein jedoch einige Unterschiede im Expressionsprofil gibt (Karlsson et al., 2022). Je nach
Anwendung des Antikorpers kann diese Beobachtung vorteilhaft sein, da eine Generierung
eines Antikorpers mit zufalliger zusatzlicher Funktionalitdt in Ratte oder Schwein eine
Erweiterung des Anwendungsgebiets ist, ohne einen Mehraufwand zu bendétigen. Da sowohl

Ratte als auch Schwein einen recht kleinen Anteil der verwendeten Versuchstiere ausmacht,
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und hier zumeist mit humanisierten gentechnischen Proteinen gearbeitet wird, ist der Markt
flr Antikorper fir beide Spezies klein. Eine gezielte Erstellung von Antikdrpern, welche
spezifisch flir einen der beiden Spezies sind, lohnt sich daher nicht. Eine zufallige Spezifitat des
Antikorpers auch in diesen Spezies ist hingegen erfreulich und stellt je nach Anwendung kein
Problem dar. Nur bei Anwendungen, bei welchen zwischen dem Ursprung des untersuchten
Zielproteins zwischen Mensch, Ratte oder Schwein unterschieden werden soll, ware eine

Spezifitat in mehreren Spezies stérend.

4.7 Antikorper-Validierung 3: Vergleich mit mRNA-Expression in Zelllinien

In der Validierung von Forschungsergebnissen ist es wichtig, orthogonale Methoden zu
verwenden. ldee ist, dass ein Ergebnis mit zwei unterschiedlichen Methoden reproduzierbar
sein solle. Hierbei sollte eine Methode zum Beispiel Antikdrper-basiert sein
(Immunhistochemie, Western Blot, ELISA) und die orthogonale Methode zum Beispiel eine
Gensequenz-basierte Nachweismethoden verwendet (RT-PCR mittels Primer, FISH mittels
Sonden) (Uhlen et al.,, 2016). Dieses Konzept wurde auch auf die Ergebnisse der
immunhistologischen Farbung von Zelllinien durch 13 Antikérper angewendet, als
orthogonale Methode wurde hierbei fir diese Proteine eine RT-PCR durchgefiihrt und die
Ergebnisse der 104 Zelllinien in den beiden Methoden verglichen.

Bei einer Analyse zur Verlasslichkeit der Farbung der FFPE-Zelllinien zeigte sich, dass etwa 20%
der Zelllinien keine Farbung bei keinem der getesteten Proteine aufwiesen. Es ist somit nicht
auszuschlieBen, dass diese Zelllinien aufgrund unterschiedlichster Faktoren im
Herstellungsprozess einen Schaden genommen haben und so nicht korrekt in der
Immunhistochemie angefarbt werden. Mdogliche Faktoren sind hierbei vor allem eine
Uberfixierung der Zellen, da hierbei eine (ibermiRige und nicht-reversible Kreuzvernetzung
der Proteine stattfindet (Boenisch, 2005; Miller et al., 2005; Van Alstine et al., 2002). Weitere
Moglichkeiten sind eine zu lange bzw. unterschiedlich lange Lagerung in fliissigem Paraffin,
was aufgrund der Warme zu einer Degradation von Proteinen und RNA fiihren kann (Detmer

et al., 2016).
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Der Abgleich der Ergebnisse aus der immunhistochemischen Farbung und der RT-PCR ergab
nur bei acht Proteinen eine vollstindige Ubereinstimmung der Ergebnisse und somit eine mit
orthogonalen Methoden bestatigte Funktionalitdt des Antikorpers in der Immunhistochemie.
Bei drei Proteinen ist aufgrund der geringen Anzahl an IHC-positiven Zelllinien eine konkrete
Aussage schwierig, da hier die zu geringe Sensitivitat der verwendeten Methoden ein Problem
darstellen kann. Fiir zwei Proteine widersprechen sich die Ergebnisse aus Immunhistochemie
und RT-PCR mindestens teilweise. Auch im Vergleich mit der Literatur (Uhlen et al., 2025a,
2025b, 2025c¢, 2025d, 2025e, 2025f, 2025g, 2025h, 2025i, 2025j, 2025k, 20251, 2025m) zeigten
nur neun der 13 Proteine eine Ubereinstimmung mit der Literatur in ihren RNA-
Expressionslevel, vier der 13 untersuchten Zielproteine widersprechen in ihren RT-PCR
Ergebnissen den Literaturangaben mindestens teilweise. Dies deutet auf ein Problem bei der
von uns durchgefiihrten RT-PCR hin, da die RNA-Expressionslevel aus der Literatur fast immer
mit den Farbeergebnissen der IHC Gbereinstimmen.

Ein Problem kann die geringe absoluten RNA-Menge in den jeweiligen Zellen der Zelllinien
sein, da die RNA-Expressionsdaten der verschiedenen Proteine eine grofe Spannweite an
RNA-Mengen in den Zellen aufzeigten. Manche der untersuchten Proteine zeigten hierbei in
der am hoéchsten exprimierenden Zelllinie nur einen Bruchteil der Expressionshéhe wie fiir
andere Proteine, was die Moglichkeit des Detektionslimits aufzeigt (Uhlen et al., 2024a, Uhlen
et al., 2024b)). Diese Beobachtung korreliert mit unseren Beobachtungen zur Abwesenheit
der Farbung in der Immunhistochemie. Mit einhergehend ist hier die Problematik, dass fir
eine RT-PCR genligend RNA bzw. cDNA eingesetzt werden muss, um oberhalb des
Detektionslimits zu bleiben (Forootan et al., 2017). Ist in der Zelllinie nur eine geringe Menge
der Protein-RNA vorhanden, braucht es hohe Einsatzmengen an Zellen um die minimale
Einsatzmenge an RNA zu erhalten, was logistisch in der Zellkultur problematisch sein kann. Die
Einsatzmenge an RNA und somit cDNA muss somit zuvor optimiert werden. Dies kann durch
eine Verdinnungsreihe der einzusetzenden cDNA erfolgen, hierbei kann die Detektierbarkeit
eines Houskeeping-Genes wie beta Aktin verwendet werden, was in groRen Mengen
vorhanden ist und zur Berechnung der relativen RNA-Expression im Fortgang mittels der AcT-
Methode verwendet wird (Livak and Schmittgen, 2001). Durch die optimale Einsatzmenge an
cDNA kann verhindert werden, dass aufgrund zu geringer Einsatzmenge ein Anstieg des
Signals in der RT-PCR aullerhalb des dynamischen Bereichs stattfindet, ab welchem die

Detektionsgrenze der meisten Gerate erreicht ist (Ma et al., 2021).
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Neben den technischen Beschrankungen zeigt dieser Versuch jedoch, dass bei Proteinen,
welche in den verwendeten Zelllinien hohe RNA-Expressionen zeigten, teilweise keine gute
Ubereinstimmung zwischen IHC- und RT-PCR-Ergebnissen vorhanden ist. Dies kann einerseits
darauf zuriickgefiihrt werden, dass nicht zwingend die Menge der RNA eines Proteins der
Menge des final erstellten Proteins entspricht bzw. die Proteinkonzentrationen in der Zelle
nicht immer mit der RNA-Menge korrelieren. Hierbei ist zu beachten, dass die Translation der
RNA in Proteine von der Stabilitdit der RNA, Effizienz der Translation, Regulation der
Proteinbiosynthese, post-translationaler Modifikationen und dem Proteinabbau abhangig ist
und von Zelllinie, Protein und Kontext unterschiedlich sein kann (Alberts et al., 2011). Zudem
kann die Diskrepanz auf die verringerte Proteomgrofe in Zelllinien zuriickgefiihrt werden, da
in Zelllinien nicht alle Proteine und deren RNA vorhanden bzw. exprimiert sind, welche im
Ursprungsgewebe der Zelllinie exprimiert wurden. Dies ist auf genetische Veranderungen des
Zellgenoms im Laufe der Immortalisierung der Zellen zuriickzufiihren, wie zum Beispiel durch
die erhdhte Genexpression, Genexpressionsunterdriickung oder Mutation von Zellzyklus-
Kontrollgenen wahrend der Immortalisierung (Beck et al., 2011; De Bardet et al., 2023; Irfan
Magsood et al., 2013; Pontén et al., 2009). Eine weitere Mdoglichkeit, warum die Ergebnisse
aus RT-PCR und Immunhistochemie nicht zusammenpassen, konnte hier auch eine
Verwechslung der Zelllinien zu einem Zeitpunkt der Probenaufbereitung sein. Hierbei ware es
notwendig, durch besondere Merkmale wie eine besonders starke Proteinexpression
bestimmter Proteine (SK-BR-3 mit HER2) oder durch Sequenzierung die Zelllinien zu
identifizieren.

Zelllinien scheinen bei einer orthogonalen Validierung fiir Antikorper, welche spater potenziell
in Gewebeproben verwendet werden sollen, keine gute Wahl zu sein. Gewebeproben waren
somit die bessere Wahl fiir diesen Versuch, jedoch sollte der hier durchgefiihrte Versuch die

Erstellung und Einsetzbarkeit von FFPE-Zelllinien evaluieren.
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5. Zusammenfassung

Die Immunhistochemie ist eine der wichtigsten Methoden der Biologie und Medizin, welche
durch die Verwendung von validierten Antikérpern Proteine zuverldssig erkennen kann.
Hierbei ist es essenziell, dass die verwendeten Antikérper validiert sind, um so ihre Selektivitat
und Spezifitat zu erfassen. Ziel der Validierung ist es, Antikorper zu finden, welche nur das
Zielprotein detektieren und keine unspezifischen Bindungen mit weiteren Proteinen
eingehen. Nur solche Antikorper garantieren ein aussagekraftiges Farbeergebnis.

Wie auch durch die IVDR-Regularien gefordert, ist es vor dem Einsatz der Antikérper daher
unbedingt notwendig, die Farbeeigenschaften neuer Antikérper umfanglich zu testen und die
Konditionen, unter welchen sie eingesetzt werden, zu optimieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl die Dauer der Lagerung als auch die
Zusammensetzung des Verdinnungspuffers die Qualitat als auch die Reproduzierbarkeit der
Farbeergebnisse durch monoklonale Antikorper stark beeinflussen kann. Eine Verwendung
von kommerziellen Verdiinnungspuffern erstellt eine wesentlich bessere Qualitdt der
Farbungen, welche im Vergleich zu selbst erstellten Puffern auch besser reproduzierbar ist.
Fiir die meisten Antikorper konnte eine Verwendbarkeit etwas tber das Verfallsdatum hinaus
beobachtet werden, sofern sie in kommerziellen Verdiinnungspuffern verdiinnt wurden. Die
entsprechende Haltbarkeit ist jedoch Antikérper-spezifisch und ist durch die biochemischen
Eigenschaften des jeweiligen Antikdrpers beeinflusst.

Zur Validierung von Antikorpern konnte gezeigt werden, dass Aufgrund der besseren
Reprdsentation des spateren Anwendungsgebiets und der damit verbundenen gréReren
Protein-Vielfalt humanes Gewebe das bessere Validierungslysat im Vergleich zu humanen
Zelllinien ist. Es konnte ein starker Unterschied der Leistung der Antikorper bei der Validierung
im Western Blot im humanen Gewebe zu humanen Zelllinien beobachtet werden. Ein
Antikorper, welcher nur spezifische Banden fiir das Zielprotein zeigt, konnte im humanen
Gewebe seltener ermittelt werden; hinzu kommt auch die haufiger detektierbare
Kreuzreaktivitdit von Antikérpern innerhalb nah verwandter Proteinfamilien. Eine
Ubertragung der Ergebnisse der IHC von FFPE-fixierten Zellen auf Ergebnisse der RT-PCR zur
Evaluierung der RNA-Mengen desselben Zielproteins im FFPE-fixierten Zellen ist nur begrenzt
moglich, was durch technische Limitationen der FFPE-Fixierung von Zellen verursacht sein
kann. Eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse sollte durch Optimierung der RNA-Gewinnung im

Sinne der orthogonalen Validierung von Ergebnissen prinzipiell jedoch moglich sein.
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Die Generierung von monoklonalen Antikorpern mittels der Erstellung von Hybridoma-Klonen
durch Fusion von murinen B-Lymphozyten und humane Myeloma-Zellen ist eine alte, aber
immer noch haufig verwendete Methode. Diese Methode hat eine geringe Effizienz und wird
von vielen Faktoren beeinflusst. Optimierungsparameter zur Effizienzsteigerung der Methode
sollten daher als Alternative zu anderen Methoden ermittelt werden, welche schneller,
effizienter aber auch teurer in der Generierung von monoklonalen Antikérpern sind.

Es konnte gezeigt werden, dass bei der Generierung von monoklonalen Antikérpern die
gezielte Auswahl der Immunisierungspeptide mittels Algorithmen oder biochemischer
Faktoren nicht maRgeblich Uber den Erfolg des Versuchs entscheidet. Die
Aminosaurekomposition, die Glykosylierung der Sequenz sowie die Lage des Peptids innerhalb
des ganzen Zielproteins scheinen keinen konkreten Einfluss auf den Erfolg zu haben. Die
Homologie der verwendeten humanen Peptidsequenzen mit dem murinen Genom ist jedoch
von hoher Relevanz. Nur eine geringe Homologie ermdoglicht eine erfolgreiche Generierung
von monoklonalen Antikérpern, welche spezifisch fir das humane Proteom sind. Zur
Vorhersage des weiteren Erfolg des erstellten monoklonalen Antikorpers ist die Hohe des
ELISA-Werts zur Evaluierung der Antikorper-Produktionsmengen kein ausreichender
Malstab. Dies ist potenziell der Diskrepanz zwischen Produktionsmenge und Affinitat des
Antikorpers im in vitro Konzept der Generierung von Antikérper im Gengensatz zum
Reifungsprozess im menschlichen Korper geschuldet. Die Produktion von monoklonalen
Antikorpern mittels Generierung von Hybridoma-Klonen aus murinen B-Lymphozyten und
humanen Myeloma-Zellen ist auch nach hier gemachten Optimierungsversuchen eine
ineffiziente Methode, die Verwendung anderer Methoden wie das B-Zell-Panning oder der
Semi-Solid Methode fiihrt zu keiner nennenswerten Effizienzsteigerung. Die Hybridoma-
Methode bleibt somit weiterhin eine wenig effiziente Methode im Vergleich zu neueren

Techniken zur Generierung monoklonaler Antikorper.
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9. Abklrzungsverzeichnis
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kDa

MHC
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mL
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PEG
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RNA
rpm
RT-PCR

SDS-PAGE

TBS
TBST
TMA
\
WHO
HE
pL
pm

Prozent

Grad Celcius

Bovines Serum Albumin

Komplementdre DNA

Engl: cycle threshold

3,3'-Diaminobenzidin

Dulbecco's Modified Eagle's Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Engl: Enzym-linked-Immunosorbent-Assay

Fotales bovines Serum

Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet

Gramm

Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin

Engl: Horseradish peroxidase, Meerettichperoxidase
Immunhistochemie

Verordnung Uber in-vitro Diagnostika

Kilodalton

Liter

Engl: major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
Minuten

Milliliter

Millimeter

Engl: Phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung
Polyethylenglycol

Engl: Polyvinylidene fluoride, Polyvinylidenfluorid
Ribonukleinsaure

Engl: rounds per minute, Runden pro Minute

Engl: reverse transcription polymerase chain reaction, Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Engl: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Engl: Tris-buffered saline, Tris-gepufferte Salzlosung

TBS mit Tween-20

Engl: tissue microarray, Gewebe-Mikroarray

Volt

Engl: World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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12. Anhang

12.1Chemische Analyse zweier kommerzieller Verdinnungspuffer

12.1.1 Puffer 1 (IHC Select Antibody Diluent Solution, prediluted, Sigma Aldrich)
Ergebnisse der Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig-Chromatographie (RP-HPLC) in

Kopplung mit hochauflésender Flugzeit-Massenspektrometrie (TOF):
- Salzcluster
- TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
- Organischen Sauren: Octansaure (oder Isomer — z. B. 2-Ethylhexansaure);

Linolsdure, Olsdure und Stearinsiure

Ergebnisse der lonenchromatographie mit optische Emissionsspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES):
- lonenchromatographie
o 0.68 w/v % Cl- und 269 ppm Br-
o Undefinierte Peaks bei RT 3.9 and 13.19 (eventuell Fettsauren)
- Quantitative ICP-OES :
o 0.36 w/v%Na
- Semi Quantitative ICP-OES:
o 15 ppm (ug/ml) S
o <=1ppm Ag, Al, As, Au, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Ce, Cr, Cu, Dy, Er, Eu, Fe,
Ga, Gd, Ge, Hg, Ho, In, K, La, Li, Lu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Pd, Pr, Pt, Sb,
Sc, Se, Si, Sn, Sr, Ta, Tb, Te, Th, Ti, T, V, W, Y, Zn, Zr

3O QO
2 ©
2 fe)

] $)
1 v r.\'\
1 A X\
5 o° 0y- X
6 /f‘b : ‘/"\* o\&w\

N > Q> mi

0% 2.0 4.0 6.0 8.0 10.012.014.016.018.020.022.024.026.028.0

Abbildung 61: Chromatogramm des Puffers 1, 1:100 verdiinnt in der lonen-Chromatographie.
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12.1.2 Puffer 2 (Antikérper-Diluent griin, Carl Roth)
Ergebnisse der Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig-Chromatographie (RP-HPLC) in

Kopplung mit hochauflésender Flugzeit-Massenspektrometrie (TOF):

- Salzcluster

TRIS (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)

- Octansaure (oder Isomer — z. B. 2-Ethylhexansdure)

- Verbindung mit der wahrscheinlichsten Summenformel C,7H3;N207S;, mit
Aktivitat im UV-Bereich. Wahrscheinlich ein Farbstoff vom Xanthen-Typ.

- Linolsaure, Olsdure und Stearinsdure

Ergebnisse der lonenchromatographie mit optische Emissionsspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES):
- lonenchromatographie:
o 0.52w/v % Cl-and 335 ppm Br
o Undefinierte Peaks bei RT 3.9 und 13.19 (eventuell Fettsduren)
- Quantitative ICP-OES :
o 0.25w/v% Na
- Semi Quantitative ICP-OES:
o 135 ppm (ug/ml) S
o <=1ppm Ag, Al, As, Au, B, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Ce, Cr, Cu, Dy, Er, Eu, Fe,
Ga, Gd, Ge, Hg, Ho, In, K, La, Li, Lu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Pd, Pr, Pt, Sb,
Sc, Se, Si, Sn, Sr, Ta, Tb, Te, Th, Ti, Tl, V, W, Y, Zn, Zr

Z

2

2

i A

; AN

7 & N

5 N R4

y NP

C (b/ \0\ T

- 2 __mi

29 2.0 4.0 6.0 8.0 10.012.014.016.018.020.022.024.026.028.0

Abbildung 62: Chromatogramm des Puffers 2, 1:100 verdiinnt in der lonen-Chromatographie.
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12.2 Beispielhaftes Layout von Zelllinien- und Gewebe-Mikroarrays

12.2.1 Beispielhaftes Layout eines Zelllinien-Mikroarrays

A

12345 67 8 910

C 12345678 D 1223 4(5)
2 COO0OQ OO a OO00)
esc ol secos
d OO%%O OO0 ¢ OO00O
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Tabelle 34: tabellarische Darstellung der verwendeten Zelllinien des Zelllinien-Mikroarrays und deren Koordinaten.

Lokalisation Zelllinie
Ala SNB-19 B 5a UACC-257
Alb SNB-19 B 5b UACC-257
Alc RPMI 8226 B 5c MDA-MB-468
Ald RPMI 8226 B 5d MDA-MB-468
Ale PC-3 B 5e HCT 116
Alf PC-3 B 5f HCT 116
Alg DU-145 B 5g HSPC-1
Alh DU-145 B 5h HSPC-1
A2a COLO-206F B 5i Rh-30
A2b COLO-206F B 5k Rh-30
A2c SK-OV-3 B 6a SR
A2d SK-OV-3 B 6b SR
A2e CCRF-CEM B 6¢c SCCL-MT1
A 2f CCRF-CEM B 6d SCCL-MT1
A2g T47-D B 6e HDML-3
A2h T47-D B 6f HDML-3
A3a NCL-H23 B 6g Raji
A3b NCL-H23 B 6h Raji
A3c MOLT-4 B 6i RD-ES
A 3d MOLT-4 B 6k RD-ES
A3e A549 B 7a SEM-1
A 3f A549 B 7b SEM-1
A3g K-562 B 7c ZR-75
A3h K-562 B 7d ZR-75
Ada SW-620 B7e SW-872
A db SW-620 B 7f SW-872
Adc MDA-MR-231 B7g RPMI-6410
A4d MDA-MR-231 B 7h RPMI-6410
Ade NCL/ADR-RES B 7i SW80
A 4f NCL/ADR-RES B 7k SW80
Adg U251 B 8a SW13
A 4h U251 B 8b SW13
A 5a MCEF-7 B 8c SW732
A5b MCEF-7 B 8d SW732
A 5c HS-578T B 8e SW1949
A5d HS-578T B 8f SW1949
A 5e A498 B 8g MDA-MB-453
A 5f A498 B 8h MDA-MB-453
A5g ACHN B 8i SW1353
A 5h ACHN B 8k SW1353
A6a SF-295 B 9a SW756
A6b SF-295 B 9b SW756

193



A 6¢ SK-MEL-2 B 9c SW608
A 6d SK-MEL-2 B 9d SW608
A 6e SK-MEL-28 B 9e SW780
A 6f SK-MEL-28 B of SW780
A 6g SK-MEL-5 B 9g SW707
A 6h SK-MEL-5 B 9h SW707
A7a SF-539 B 9i THP1
A7b SF-539 B 9k THP1
A7c HOP92 B 10a SW579
A7d HOP92 B 10b SW579
A7e SF-268 B 10c SW 2224
A7f SF-268 B 10d SW 2224
A7g HOP62 B 10e SW 1961
A7h HOP62 B 10f SW 1961
A 8a CAKI-1 B 10g SW1503
A 8b CAKI-1 B 10h SW1503
A 8c OVCAR-4 B 10i LS174T
A 8d OVCAR-4 B 10k LS174T
A 8e H460 C1la MIA PaCa-2
A 8f H460 Cib MIA PaCa-2
A 8g SN12C Clc SIHA
A 8h SN12C c1id SIHA
A9a H322M C2a A431
A9b H322M C2b A431
A9c H522 C2c SW 1045
A 9d H522 C2d SW 1045
A 9e TK10 C3a SK-BR-3
A of TK10 C3b SK-BR-3
A9g RXF 393 C3c JEG3
A 9h RXF 393 C3d JEG3
A 10a HCT-15 C4a Jurkat
A 10b HCT-15 Cab Jurkat
A 10c H226 Cac RAW
A 10d H226 Cad RAW
A 10e OVCAR-8 C5a HEK293
A 10f OVCAR-8 C5b HEK293
A 10g OVCAR-3 C5c 373
A 10h OVCAR-3 C5d 373
B 1la OVCAR-5 Cé6a EL-4
B1b OVCAR-5 Céb EL-4
Blc UACC-62 Céc HELA
B 1d UACC-62 ced HELA
B le 786-0 C7a SW451
B 1f 786-0 C7b SW451
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Blg COLO 205 C7c HCC78

B 1h COLO 205 Cc7d HCC78

B 1i IGR OV1 C8a U188-MG
B 1k IGR OV1 C8b U188-MG
B 2a Uo 31 C8c H2228

B 2b Uo 31 c&d H2228
B2c 60I1HCC2998 Dla H3122

B 2d 60IHCC2998 D1b H3122

B 2e 60IEKVX Dic EML4-ALK
B 2f 60IEKVX D1d EML4-ALK
B2g MALME 3M D2a SU-DHL-1
B 2h MALME 3M D2b SU-DHL-1
B 2i SNB 75 D2c Karpas 299
B 2k SNB 75 D2d Karpas 299
B 3a HEP-G2 D3a SUP-M2

B 3b HEP-G2 D3b SUP-M2
B3c T98 G D3c DEL

B 3d T98 G D3d DEL

B 3e HT29 D4a Ki-JK

B 3f HT29 D4b Ki-JK

B 3g MDA-MB-435 D4c TPC-1

B 3h MDA-MB-435 D4d TPC-1

B 3i HL-60(TB) D5a LC-2/ad

B 3k HL-60(TB) D5b LC-2/ad

B 4a DAUDI D5c HAP1

B 4b DAUDI D5d HAP1

B 4c LNCap D6a H3F3A

B 4d LNCap D6b H3F3A

B 4e LOX IMVI D6c H3F3B

B 4f LOX IMVI D6d H3F3B
B4g M14 D7a 2023/Human H3F3B
B 4h M14 D7b 2023/Human H3F3B
B 4i BT-549

B 4k BT-549
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12.2.2 Beispielhaftes Layout eines Gewebe-Mikroarrays

b= - T T < T = Y o T = i -]

Abbildung 64: Beispielhaftes Layout eines Gewebemikroarrays, hier am Beispiel eines AB-Test verwendet in der Studie zur
Antikorper-Alterung (Kapitel 3.4Haltbarkeit von Antikérpern).
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Tabelle 35: Beispielhafte tabellarische Darstellung der verwendeten Gewebe und deren Koordinaten auf einem
Gewebemikroarrays, hier am Beispiel eines AB-Test verwendet in der Studie zur Antikérper-Alterung (Kapitel 3.4

Haltbarkeit von Antikorpern).

Name | Lokalisation | Gewebe

AB-Test Ala Colon -mucosa AB-Test | B1li | Colon Adenokarzinom

AB-Test Alb Colon -mucosa AB-Test | B 1k | Colon Adenokarzinom

AB-Test Alc Colon -mucosa AB-Test | B2a | Osophagus Adenokarzinom
AB-Test Ald Colon -mucosa AB-Test | B2b | Osophagus Adenokarzinom
AB-Test Ale Osophagus -mucosa AB-Test | B2c | Osophagus Adenokarzinom
AB-Test A1lf Osophagus -mucosa AB-Test | B2d | Osophagus Adenokarzinom
AB-Test Alg Osophagus -mucosa AB-Test | B2e | Osophagus Adenokarzinom
AB-Test A1lh Osophagus -mucosa AB-Test | B2f | Osophagus Plattenepithelkarzinom
AB-Test A2a Magen -mucosa AB-Test | B2g | Osophagus Plattenepithelkarzinom
AB-Test A2b Magen -mucosa AB-Test | B2h | Osophagus Plattenepithelkarzinom
AB-Test A2c Magen -mucosa AB-Test | B2i | Osophagus Plattenepithelkarzinom
AB-Test A2d Magen -mucosa AB-Test | B3a | Osophagus Plattenepithelkarzinom
AB-Test A2e Magen -muscularis AB-Test | B3b | Mammakarzinom lobular

AB-Test A2f Magen -muscularis AB-Test | B3c | Mammakarzinom lobular

AB-Test A2g Magen -muscularis AB-Test | B3d | Mammakarzinom lobular

AB-Test A 2h Magen -muscularis AB-Test | B3e | Mammakarzinom lobular

AB-Test A3a Mamma AB-Test | B3f | Mammakarzinom lobular

AB-Test A3b Mamma AB-Test | B3g | Mammakarzinom ductal

AB-Test A3c Mamma AB-Test | B3h | Mammakarzinom ductal

AB-Test A3d Mamma AB-Test | B3i | Mammakarzinom ductal

AB-Test A3e Endometrium AB-Test | B4a | Mammakarzinom ductal

AB-Test A 3f Endometrium AB-Test | B4b | Mammakarzinom ductal

AB-Test A3g Endometrium AB-Test | B4c | Ovarialkarzinom seros

AB-Test A3h Endometrium AB-Test | B4d | Ovarialkarzinom serds

AB-Test Ada Lunge AB-Test | B4e | Ovarialkarzinom seros

AB-Test Adb Lunge AB-Test | B 4f | Ovarialkarzinom seros

AB-Test Adc Lunge AB-Test | B4g | Ovarialkarzinom endometri.
AB-Test A4d Lunge AB-Test | B4h | Ovarialkarzinom endometri.
AB-Test Ade Pankreas AB-Test | B4i | Ovarialkarzinom endometri.
AB-Test A 4f Pankreas AB-Test | B5a | Ovarialkarzinom endometri.
AB-Test Adg Pankreas AB-Test | B5b | Ovarialkarzinom klarzellig

AB-Test A 4h Pankreas AB-Test | B5c | Ovarialkarzinom klarzellig

AB-Test A 5a Lymphknoten AB-Test | B5d | Schilddriisenkarzinom papillar
AB-Test A 5b Lymphknoten AB-Test | B5e | Schilddriisenkarzinom papillar
AB-Test A 5c Lymphknoten AB-Test | B5f | Schilddriisenkarzinom papillar
AB-Test A 5d Lymphknoten AB-Test | B5g | Schilddriisenkarzinom papillar
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AB-Test A5e Tonsille AB-Test | B5h | Schilddriisenkarzinom papillar
AB-Test A 5f Tonsille AB-Test | B5i | Schilddriisenkarzinom follikular
AB-Test A 5g Milz AB-Test | B6a | Schilddriisenkarzinom follikular
AB-Test A5h Milz AB-Test | B6b | Schilddriisenkarzinom follikular
AB-Test A6a Schilddriise AB-Test | B6c | Schilddriisenkarzinom follikular
AB-Test A 6b Schilddriise AB-Test | B6d | Schilddriisenkarzinom follikular
AB-Test A 6¢ Schilddrise AB-Test | B6e | Pharynxkarzinom

AB-Test A 6d Schilddrise AB-Test | B 6f | Pharynxkarzinom

AB-Test A 6e Haut AB-Test | B6g | Pharynxkarzinom

AB-Test A 6f Haut AB-Test | B6h | Pharynxkarzinom

AB-Test A 6g Haut AB-Test | B6i | Pharynxkarzinom

AB-Test A 6h Haut AB-Test | B7a | Mundbodenkarzinom

AB-Test A7a Hirn AB-Test | B7b | Mundbodenkarzinom

AB-Test A7b Hirn AB-Test | B7c | Mundbodenkarzinom

AB-Test A7c Hirn AB-Test | B7d | Mundbodenkarzinom

AB-Test A7d Hirn AB-Test | B7e | Mundbodenkarzinom

AB-Test A7e Herz AB-Test | B7f | Prostatakarzinom

AB-Test A7f Herz AB-Test | B7g | Prostatakarzinom

AB-Test A7g Herz AB-Test | B7h | Prostatakarzinom

AB-Test A7h Herz AB-Test | B7i | Prostatakarzinom

AB-Test A 8a Muskel quergestreift AB-Test | B8a | Prostatakarzinom

AB-Test A 8b Muskel quergestreift AB-Test | B8b | Prostatakarzinom

AB-Test A8c Muskel quergestreift AB-Test | B8c | Prostatakarzinom

AB-Test A 8d Muskel quergestreift AB-Test | B8d | Prostatakarzinom

AB-Test A 8e Prostata AB-Test | B8e | Prostatakarzinom

AB-Test A 8f Prostata AB-Test | B8f | Prostatakarzinom

AB-Test A 8g Prostata AB-Test | B8g | Blasenkarzinom pTa

AB-Test A 8h Prostata AB-Test | B8h | Blasenkarzinom pTa

AB-Test A9a Blase - Urothel AB-Test | B8i | Blasenkarzinom pTa

AB-Test A9b Blase - Urothel AB-Test | B9a | Blasenkarzinom pTa

AB-Test A9c Blase - Urothel AB-Test | B9b | Blasenkarzinom pTa

AB-Test A 9d Blase - Urothel AB-Test | B9c | Blasenkarzinom pT2

AB-Test A9e Niere -cortex AB-Test | B9d | Blasenkarzinom pT2

AB-Test Aof Niere -cortex AB-Test | B9e | Blasenkarzinom pT2

AB-Test A9g Niere -cortex AB-Test | B9f | Blasenkarzinom pT2

AB-Test A 9h Niere -cortex AB-Test | B9g | Blasenkarzinom pT2

AB-Test A 10a Hoden AB-Test | B9h | Nierenzellkarzinom klarzellig
AB-Test A 10b Hoden AB-Test | B9i | Nierenzellkarzinom klarzellig
AB-Test A 10c Hoden AB-Test | B 10a | Nierenzellkarzinom klarzellig
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AB-Test A 10d Hoden AB-Test | B 10b | Nierenzellkarzinom klarzellig
AB-Test A 10e Plazenta AB-Test | B 10c | Nierenzellkarzinom klarzellig
AB-Test A 10f Plazenta AB-Test | B 10d | Nierenzellkarzinom papillar
AB-Test A 10g Plazenta AB-Test | B 10e | Nierenzellkarzinom papillar
AB-Test A 10h Plazenta AB-Test | B 10f | Nierenzellkarzinom papillar
AB-Test B 1la Colon Adenokarzinom AB-Test | B 10g | Nierenzellkarzinom papillar
AB-Test B 1b Colon Adenokarzinom AB-Test | B 10h | Nierenzellkarzinom papillar
AB-Test B1lc Colon Adenokarzinom AB-Test | B 10i | Niere Onkozytom

AB-Test B1d Colon Adenokarzinom AB-Test | B 11a | Niere Onkozytom

AB-Test B le Colon Adenokarzinom AB-Test | B11b | Niere Onkozytom

AB-Test B 1f Colon Adenokarzinom AB-Test | B 11c | Niere Onkozytom

AB-Test B1lg Colon Adenokarzinom AB-Test | B 11d | Niere Onkozytom

AB-Test B 1h Colon Adenokarzinom
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12.3 Unterlagen zum Tierversuch zur Erstellung monoklonaler Antikorper in Mausen

12.3.1 Tierversuchsantrag

[] Antrag auf Genehmigung eines Tierversuchsvorhabens nach § 8 Abs. 1

des Tierschutzgesetzes1

X] Anzeige von Tierversuchen an Wirbeltieren, KopffiiRern oder
ZaohnfiiRkrahecan

Von der Genehmigungsbehorde auszufiillen!

Geschéftszeichen
Antragsteller:
PD Dr. rer. nat. Ronald Simon
Telefon: Telefax: E-Mail:
01522-2816559 040-7410-55997 r.simon@uke.de

Verantwortliche Leiterin/verantwortlicher Leiter des Vorhabens:

PD Dr. rer. nat. Ronald Simon

Dienstliche Anschrift (Einrichtung. Institut. Strale. Haus-Nr.. Postleitzahl. Ort)

T—Tle‘\1]f{T

Institut fiir Pathologie, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 20246

Telefon:
01522-2816559

Telefax:
040-7410-55997

E-Mail:
r.simon@uke.de

Stellvertretende Leiterin/stellvertretender Leiter des Vorhabens:

Elena Bady

Dienstliche Anschrift (Einrichtung. Institut. Stralle. Haus-Nr.. Postleitzahl. Ort)
Institut fiir Pathologie, Universitédtsklinikum Hamburg-Eppendorf, Martinistr. 52, 20246 Hamburg

E-Mail:
e.bady@uke.de

Telefax:

040-7410-55997

Telefon:

040-7410-59241

Anlagen:

1. Projektzusammenfassung (§ 31 Abs. 21i. V. m. § 41 Abs. 1 TierSchVersV; nicht erforderlich bei Anzeigen)
Glossar der im Text verwendeten Abkiirzungen und ggf. spezifischen Fachausdriicke
Liste der Literaturzitate (falls nicht im Text eingearbeitet) (s. Punkt 1.1.2)
gef. Formblatt ,,Abschlussbeurteilung genetisch verdnderter Zuchtlinien® (s. Punkt 1.1.5.1)
gef. Formblatt ,,Wiederholte Verwendung von Primaten*

a) Score Sheet (s. Punkt 1.2.10) b) Belastungstabelle (s. Punkt 1.2.9)
Aufzeichnungsmuster nach § 9 Abs. 5 TierSchG (s. Punkt 1.2.11)
ggf. Personenbodgen

9. ggf. Formblétter ,,Angaben zur Biometrischen Planung™
10. Statistisches Gutachten ~ [_| vorhanden ] nicht vorhanden
11. Aktueller Hygienestatus der Versuchstiere / der Tierhaltung (s. Punkt 1.2.3)
12. Sonstige:

e o

L Alle Paragraphenangaben beziehen sich auf das Tierschutzgesetz (TierSchG) bzw. die Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV)

in der jeweils geltenden Fassung
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12.3.2 Genehmigung des Tierversuchsantrags

Eingang 110
z;:‘:;;)?;fq.zob ’_\ﬁ/ COPY
ﬁ Freie und Hansestadt Hamburg

Behorde far Justiz und Verbraucherschutz

84V, Blstralle 80, D - 20630 Narourg Amt fr Verbraucherschuts
LatenumSenerniet und Vieternarweson

Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf Srarale 80

Institut fur Pathologie sy o JOPIR

Herr PD Dr. Ronald Simon Tetetax 404779 40104

Martinistr. 52 Assgrecrcomann Fra Stetane Gurerer

20246 Hamburg é‘}:" ;&mmmnmm

G V 1308/ 990023
Hamgury, den 17.08.2020 DE

=2 Nachrichtlich, Dres. Tiemann, Budack, Peters, Aulmann, Reitmeier, [<.x o A 017/2020
A%a 854 Naclfdlge

Tierversuche gemiR § 8a Abs. 1 Nr. 3a Tierschutzgesetz;

Eingriffe und Behandlungen zur Gewinnung/Vermehrung von Stoffen, Produkten oder
Organismen

lhre Anzeige vom 00.09.2020, hier volistandig eingegangen am 11.09.2020 mit der
Bezeichnung ,Herstellung monokionaler Antikérper (11)*

Sehr geehrter Herr PD Dr. Simon,

die Behorde for Justiz und Verbraucherschutz bestatigt thre o.a. Anzeige nach § 36 Abs. 2
Tierschutz-Versuchstierverordnung vom 1. August 2013 (BGBL | S. 3125, 3126), in der derzeit
guitigen Fassung.

Fur 0.g. Projekt werden 1500 Mause benétigt, um die 0.g. Methode durchzufihren (davon 103
Méuse aus der Tierversuchsanzeige ABa/859)

Hinweis:

Die Tétung der Tiere ist nur bei Vorliegen eines vemUnftigen Grundes im Sinne des §1Satz
2 Tierschutzgesetz zulassig. Andere Rechisbereiche, insbesondere das Arzneimittefrecht,
wurden bei der Prifung der Anzeige nicht beriicksichtigt.

Gebiihren:

Diese Bestatigung ist nach der GebGhrenordnung fir das offentiiche Gesundheitswesen
i.dj.g.F. gebUhrenpflichtig. Ein Gebihrenbescheid wird mit gesonderter Post (ibersandt.

Mit freundii GriBen

Z8

Stefanie er
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12.3.3 Score Sheet des Tierversuc




