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1 Einleitung

1. Einleitung

Die Erforschung grundlegender biologischer Vorgange, die prézise Diagnostik, die technische
Reinigung von Substanzgemischen und die zielgenaue Therapie von Krankheiten sind nur
einige der Anwendungsgebiete, die monoklonale Antikorper zu bieten haben.

Doch was in der Humanmedizin und der Grundlagenforschung, vor allem bei der Maus,
langst etabliert ist, findet sich in der Tiermedizin nur spéarlich. Vor allem fur die Erforschung
des equinen Immunsystems gibt es bisher nur wenige spezifisch bindende Antikorper [69].
Dabei steht nicht nur die unmittelbare Anwendung beim Pferd im Vordergrund,
beispielsweise bei der Erforschung chronischer Atemwegserkrankungen [12].

Auch der Einsatz des Pferdes als Tiermodell gewinnt immer mehr an Bedeutung: So dient die
haufig bei Araberfohlen auftretende "Severe combined immunodeficiency" (SCID) schon
lange zur Analyse kombinierter Immundefizienzen [74][100]. Die Immunreaktionen bei der
Infektion mit Lentiviren, wie dem Equinen Infektiosen Andmievirus (EIAV) [75][77] sind
Gegenstand aktueller Untersuchungen. Auf3erdem sind in den letzten Jahren Parallelen
zwischen der Rezidivierenden Uveitis des Menschen und der des Pferdes [20] nachgewiesen
worden.

Da weiterfihrende Experimente ohne neue Werkzeuge in Form von monoklonalen
Antikdrpern kaum moglich sind, war es Ziel dieser Arbeit, die Palette der gegen Leukozyten
des Pferdes gerichteten Antikdrper zu erweitern, diese moglichst genau zu charakterisieren
und mit bereits vorhandenen Antikorpern zu vergleichen.

Insgesamt wurden 78 monoklonale Maus-anti-Pferd-Antikorper hergestellt und untersucht. 12
davon konnte eine spezifische Bindung an Leukozyten bzw. ihren Subpopulationen
zugewiesen werden. Unter anderem wurden Marker fur Leukozyten und Granulozyten und

spezifisch an T- und B-Lymphozyten bindende Antikorper etabliert.



2 Literaturiibersicht

2. LiteraturUbersicht

Lymphozyten spielen eine grof3e Rolle im Immunsystem und leisten vielféltige Beitrége zu
einer erfolgreichen |mmunantwort.

B-Lymphozyten sind durch die Produktion von Antikorpern Haupttréger der humoralen
Abwehr. Antikorper neutralisieren direkt Krankheitserreger und Toxine, opsonieren Antigene
und aktivieren die Komplementkaskade, sowie Makrophagen und Natirliche Killerzellen.
Aulerdem sensibilisieren sie Mastzellen und Granulozyten.

T-Lymphozyten lassen sich zuerst einmal nach der Struktur ihres T-Zellrezeptors (TCR)
unterteilen. Bei einer kleinen Subpopulation, den y5-T-Zellen, besteht der T-Zellrezeptor aus
je einer y- und einer 5-Kette. Sie reagieren gegen Hitzeschock- und Stressproteine bzw. gegen
Zellen, die diese produzieren.

Der grofite Tell der T-Lymphozyten sind a3-T-Zellen mit einem T-Zellrezeptor, der aus einer
a- und einer B-Kette besteht. Sie lassen sich in CD4-positive T-Helferzellen und CD8-positive
Zytotoxische T-Zellen unterteilen. T-Helferzellen erkennen Antigene, die ihnen in MHC
Klasse I1-Molekilen présentiert werden. Sie fordern dann entweder eine zellvermittelte, T-
Helfer-1 oder eine humorale, T-Helfer-2 Immunantwort.

Bestandteile der zellvermittelten Immunitét sind die Zytotoxischen T-Zellen, Granulozyten
und Makrophagen, wobel Zytokine wie IFNy, TNFa, IL-2, IL-12 und IL-18 als Botenstoffe
eine grof3e Rolle spielen. Auch fur die Aktivierung von B-Lymphozyten ist der Kontakt zu T-
Helferzellen notwendig. Wichtige Zytokine sind dabei IL-4 und IL-5.

Sowohl bei den B-, als auch bei den T-Lymphozyten existieren Gedachtniszellen, die bei
einem wiederholten Kontakt mit bestimmten Antigenen eine schnellere und spezifischere
Immunantwort, als beim Erstkontakt ermoglichen. Bei der Steuerung der Immunantwort

haben Regulatorische T-Lymphozyten eine Ubergeordnete Funktion [114].
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Abgesehen von geringen Unterschieden in GrolRe und Granularitét, gibt es keine
morphologischen Unterscheidungsmerkmale, die auf die Funktion des einzelnen
Lymphozyten Ruckschllisse erlauben. Erst mit Hilfe spezifisch bindender Antikorper ist eine

Differenzierung und eine Einteilung in Subpopulationen moglich.

2.1 Equine Antigene und Antikor per

Einen grof3en Beitrag zur Erforschung der Oberflachenantigene von Leukozyten liefern
Konferenzen, in denen Laboratorien aus der ganzen Welt ihre Antikdrper vorsellen,
vergleichen, sie Antigenen zuordnen, neue Antigene definieren und eine einheitliche
Nomenklatur einfthren.

Auf dem ,First Equine Leucocyte Antigen Workshop“ (ELAW 1) 1991 in Cambridge,
England, trafen sich Vertreter aus funf Laboratorien, um 86 monoklonale Antikorper
vorzustellen [48]. Dabel gelang es, Antikdrper den equinen Antigenen EqCD2, EqCDA4,
EqCD5, EqCD8, EqCD11a/CD18 (LFA-1), EqQCD13, EqCD44, EQMHC Klasse |, EQMHC
Klasse |l zuzuordnen und Marker fir B-Zellen, Granulozyten, Makrophagen und einigen
bisher unbekannten T-Zell-Subpopulationen zu definieren. Die Nomenklatur folgte dem beim
Menschen geléaufigen System, bei dem ,,CD* fir ,cluster of differentiation steht und wurde
mit dem Kurzel ,Eq” fur ,equine” an die Tierart angepasst.

1995 folgte das zweite derartige Symposium, der ,,Second Equine Leucocyte Antigen
Workshop“ (ELAW 11) in Squaw Valley, Kalifornien, mit Forschern aus 10 Arbeitsgruppen,
die 113 Antikorper untersuchten und diese als WS1 bis WS113 durchnummerierten [66].

Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse von ELAW |l kann der Tabelle A.1 im Anhang A
entnommen werden.

Auf der ,Equine Immunology“-Konferenz im Januar 2001 in Santa Fe, New Mexico wurde
die Entwicklung neuer Reagenzien ebenfalls angesprochen. Der Schwerpunkt lag hier jedoch
bei der Erforschung von Zytokinen des Pferdes, deren Klonierung, Etablierung von
Antikdrpern gegen Zytokine und PCR-Verfahren zum Nachweis von mRNA [69].
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Uber den aktuellen Stand der bekannten equinen Oberflachenantigene informiert auch die
Homepage http://www.vetmed.wisc.edu/research/eirh/.

Im Folgenden sollen die Methoden, die beim ELAW Il Verwendung fanden, kurz erlautert
werden, um einen Vergleich zu den in dieser Arbeit verwendeten Verfahren ziehen zu
konnen:

Die wichtigste Methode zur Charakterisierung der Antikorper war die Durchflusszytometrie:
Dabei wurde die Bindung an Periphere Blutleukozyten (PBL), Granulozyten, Thymozyten,
fetale Nierenzellen und die equine Lymphoblastenzelllinie EqT8888 [36] gemessen [66].
Aulerdem wurden COS7-Zellen, die mit Vektoren, die DNA fir equines CD2 oder CD44
enthielten, transfiziert worden waren, auf ihre Bindung durch Anti-CD2- bzw. Anti-CD44-
Antikorper untersucht [112][113]. An Gefrierschnitten aus Lymphknoten, Milz und Thymus
wurden immunhistologische Untersuchungen durchgefiinrt [58]. Das Molekulargewicht der
Liganden konnte durch Immunprazipitation ermittelt werden [66]. Mittels ELISA erfolgte die
Bestimmung der Subklassen der monoklonalen Antikdrper [66]. Darlber hinaus wurden
funktionelle Studien, vor allem Proliferationsassays, durchgefihrt. Dabel untersuchten die
Arbeitsgruppen den Effekt ihrer AntikOrper auf das Wachstum von, mit Mitogenen
vorstimulierten Zellen, gegeniber PBS und sich neutral verhaltenden Antikorpern als
Negativkontrollen [66]. Allen untersuchten Antikorpern wurde eine eigene Workshopnummer
(WS) zugeordnet.
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EqCD2 (EqQWC3)

Nachdem dieses Antigen zundchst als EQWC3 (equine workshop cluster 3) bezeichnet
worden war, konnte durch Expressionsklonierung und Gensequenzierung gezeigt werden,
dass das 58 kDa schwere Protein [116] weitgehend dem humanen CD2-Molekll entspricht
[113]. In der zytometrischen Analyse Peripherer Blutleukozyten ist der Prozentsatz positiver
Zellen mit dem der T-Zellen gleich. Als Mal3stab fir die Anzahl der T-Lymphozyten wurde
der gegen EqCD5 gerichtete Antikorper WS81 verwendet [66]. Bei immunhistochemischen
Untersuchungen stellte sich heraus, dass alle drei Antikorper die T-Zell-abhéngigen Bereiche
in Lymphknoten erkennen und im Thymus die meisten medulléren und nur einige kortikale
Thymozyten farben [48]. Die Proliferation PHA-stimulierter Lymphozyten wird durch Anti-
EqCD2-Antikdrper teilweise gehemmt [66].

Wahrend die Maus CD2-Molekile auf B- und T-Zellen besitzt, kommt das CD2-Antigen bei
Mensch und Pferd nur auf T-Zellen vor [66].

Beim Menschen bindet es an das CD58-Molekill. Dieses befindet sich auf Zielzellen fur
Zytotoxische T-Zellen, Antigen-prasentierenden Zellen und T-Gedéchtniszellen. Durch die
Bindung konnen T-Lymphozyten aktiviert werden [8].

EqCD3

Der Antikorper WS98 erkennt ein Homolog des CD3-Komplexes [11][66]. Sowohl in
Analysen mit dem Durchflusszytometer, as auch in der Immunhistochemie ist zu erkennen,
dass EqCD3 ausschliefdlich auf EQCD5(WS81)-positiven T-Lymphozyten vorkommt.

WS098 prazipitiert einen Komplex von Proteinen mit Molekulargewichten zwischen 18 kDa
und 42 kDa. Nach weiterer Dissoziation des Komplexes, konnten zwei Proteine mit
Molekulargewichten von 22 kDa und 27 kDa identifiziert werden.

Der Antikorper fordert die Expression des Interleukin-2-Rezeptors auf T-Lymphozyten [11].
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Ein weiterer Antikdrper wurde von Jones et a. 1993 [38] beschrieben (Klon PC3/188A). Er
bindet an den CD3-Komplex verschiedener Spezies, unter anderem an den des Pferdes. Da
der AntikOrper ein intrazytoplasmatisches Epitop erkennt, eignet er sich sehr gut fur die
I mmunhistochemie, insbesondere fur Paraffinschnitte. Fur die Durchflusszytometrie ist er nur

eingeschrankt verwendbar, da die Zellen vor der Analyse permeabilisiert werden miissen.

EqCD4

EqCD4 entspricht dem humanen CD4-Molekil, dessen Ligand das MHC Il-Antigen ist
[48][58][66]. Seine Expression erfolgt auerhalb des Thymus nur auf CD8-negativen T-
Lymphozyten, was den Verhdltnissen beim Menschen [83] und den meisten Sdugern [66],
abgesehen vom Schwein [87] entspricht. Unter reduzierenden und nicht reduzierenden
Bedingungen wurde ein 58 kDa schweres Protein prézipitiert [48].

Die Antikorper WS38 und WS46 binden an EqCD4. PHA-induzierte Proliferation von
Lymphozyten wird durch sie zumindest zum Teil gehemmt [66], was in anderen Spezies
ebenfalls bei Antikoérpern gegen das CD4-Epitop beobachtet wurde [83][5].

EqCD5

Drei speziesspezifische Antikorper sind bisher bekannt, die das equine CD5-Antigen
erkennen: WSH1 [11], WS71 [66] und WSB1 [58] binden unter reduzierenden und nicht
reduzierenden Bedingungen 69 kDa schwere Molekile. Verwendet man zwei der Antikorper
in der Zwei-Farben-lmmunfluoreszenzférbung, so blockiert der zuerst eingesetzte Antikorper
die Bindung des zweiten, so dass davon ausgegangen werden kann, dass alle drei Antikorper
Epitope an der gleichen Struktur, oder das selbe Epitop erkennen [66]. Des Weiteren fordern
sie gleichermal3en die Proliferation von Lymphozyten in vitro [61][48]. Das entspricht
Beobachtungen beim Menschen, bel dem Anti-CD5-Antikorper als Co-Stimulatoren gelten
[68].

Crump et al. [19] wiesen die Kreuzreaktivitét eines murinen T-Zellmarkers (Klon: HT23A)
nach: Er ist beim Pferd in der Durchflusszytometrie und in der | mmunhistochemie einsetzbar
und préazipitiert ebenfalls ein 69 kDa schweres Protein.
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EqCD8

WS84, WS92, WS97 und WS101 binden an eine CD4-negative T-Zell-Subpopulation
[48][66] und sind auch in der Immunhistologie einsetzbar [48]. Die biochemische Analyse
zeigte, dass CD8 auch beim Pferd als Heterodimer vorliegt, das aus einem 32 kDa und einem
39 kDa schweren Protein besteht (SDS-Page, reduzierende Bedingungen). Unter nicht
reduzierenden Bedingungen wird eine Bande bei 68 kDa prézipitiert. Da sich WS84 und
WS97 in der Zwel-Farben-Fluoreszenzfarbung im FACScan gegenseitig blockieren, mit
WS92 und WS101 jedoch eine doppelt positive Population bilden, wird vermutet, dass WS84
und WS97 an die eine, WS92 und WS101 an die andere Kette des CD8-Molekils binden
[66].

Tschetter et al. konnten nachwelsen, dass, wie bei anderen Spezies auch, CD8 meistens aus
einem Dimer aus einer 32 kDa schweren a- und einer 39 kDa messenden B-Kette besteht.
Teilweise exprimieren T-Lymphozyten aber auch ein a-o-Homodimer. Diese T-Zellen
konnten am besten unter Lymphozyten des | leumepithels nachgewiesen werden, wo sie bis zu
38% der T-Lymphozyten ausmachen [115].

Funktionelle Studien mit Antikorpern gegen das CD8-Molekll zeigen unterschiedliche
Ergebnisse: Gibt man freie Antikorper in eine PHA-stimulierte Lymphozytensuspension, wird
die Proliferation gehemmt [66], ist der Antikorper jedoch an Agarosekugeln gebunden, wird
die Aktivitdt der Zellen erhdht [65]. Nach Lunn et al. besitzen auch einige Natirliche
Killerzellen das CD8-Molekil [64]. Ligand des CD8-Epitopsist das MHC I-Antigen [103].
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EqCD11a/CD18 (LFA-1)

Adhasionsmolekile spielen eine wichtige Rolle bei Interaktionen von Zellen, beispielsweise
bei der Migration von Lymphozyten aus den Blutgefé3en in das Gewebe. Eine Familie bilden
die Bo-Integrine LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1), Mac-1 und P150, 95. Sie
bilden alle nicht kovalent gebundene Heterodimere aus einer ihnen gemeinsamen B-Einheit
(CD18) und den unterschiedlichen a-Einheiten CD11a, CD11b und CD11c [102]. CD18
konnte mit 100 kDa, CD11a mit 180 kDa prézipitiert werden [47]. LFA-1 befindet sich auf
allen Leukozyten [47].

Zhang et al. [124] untersuchten die Antikdrper H20A, CZ3.1 (W$45) und CZ3.2 (WS77),
sowie den gegen humanes CD18 gerichteten Antikorper MHM23 [33][37]. In der
Durchflusszytometrie féarbten sie Uber 95% der Lymphozyten, Granulozyten und
Thymozyten. EqT8888 und fetale Nierenzellen wurden nicht erkannt [48][66].

Bei der Immunprazipitation unter reduzierenden Bedingungen erkennen WS45 und WS77,
ebenso wie MHM23 zwei Proteine mit 100 kDa bzw. 180 kDa[124].

Wahrend des ELAW |1 wurde WS65 ebenfalls als Anti-LFA-1-Antikorper eingeordnet, der
jedoch nicht immunprazipitiert werden konnte [66].

Zweli-Farben-lmmunfluoreszenzanalysen zeigen, dass die Expression von CD11a/CD18 auf
einer T-Zellsubpopulation erhoht ist [66], die mdglicherweise den T-Gedéchtniszellen
entspricht [120][24]. Auf die Proliferation vorstimulierter Lymphozyten kann kein
einheitlicher Effekt beobachtet werden [124].

Des Weiteren existiert ein kreuzreagierender Anti-CD18-Antikérper vom Hund (Klon:
CA16.2G1), der in der Durchflusszytometrie alle equinen Leukozyten erkennt [85].
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EqCD13

Nur ein einziger Antikorper (WS54) wurde bisher beschrieben, der eine orthologe Struktur
zum menschlichen CD13-Molekil erkennt: WS54 bindet an allen Zellen myeloiden
Ursprungs, wie Granulozyten und Monozyten, an ein 150 kDa schweres Molekil
(Immunprazipitation unter reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen), férbt im
FACScan aber keine B- und T-Zellen [66]. Aul3erdem befindet sich dieses Glykoprotein auf
Fibroblasten, Osteoklasten und Dunndarmepithelzellen. Im Gegensatz zum Menschen ist es

nicht auf Zellen des proximalen Tubulus der Niere zu finden [114].

EqCD44

Von den vier Antikorpern (WS53, WS63, WS72, WS75), die auf Grund der
I mmunfluoreszenzdaten urspringlich dieser Gruppe zugeordnet wurden, konnte nur fir zwei
(WS63, WS72) bewiesen werden, dass sie an ein, dem menschlichen CD44 entsprechendes,
Molekil binden. Dazu wurde die Bindung der Antikérper an, mit EqCD44-transfizierten,
COS7-Zellen Uberprift [112]. Die Bande bei 76 kDa im SDS-Page nach Endoglykosidase-
Behandlung des Immunprazipitates von WS72 entspricht den Verhaltnissen beim Menschen
[104]. Dagegen wurden sowohl bel WS53, als auch bei WS75 Banden bei 100 kDa und 80
kDa gefunden, so dass die richtige Zuordnung zu dieser Gruppe bezweifelt wird [66].
Zytometrische Analysen zeigen, dass auf Makrophagen und Granulozyten die Dichte der
CD44-Moleklle einheitlich ist, wahrend Lymphozyten grof3e Unterschiede zeigen. Die
Expression ist dabei auf B-Zellen am geringsten.

Keiner der Antikorper hat einen Einfluss auf die Proliferation PHA-stimulierter Lymphozyten
[66].
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EqQMHC |

Drei Antikorper wurden auf dem ELAWII dem EqQMHC |-Antigen zugeordnet: Wahrend
WS57 nur an die 44-45 kDa schwere a-Kette bindet, prézipitieren WS37 und WS105 auch
das 12 kDa schwere B-Mikroglobulin. Auf die Proliferation von Lymphozyten war kein
Einfluss messhar [66].

Eine Reihe von kreuzreaktive Antikdrper gegen MHC | beschrieben Donaldson et al. 1988
[22].

Der Equine MHC [-Komplex wurde auf Chromosom 20 identifiziert [2] und Kloniert [7].
Dabei wurden Loci fur zwei unterschiedliche Formen, ELA-A und ELA-B [2], sowie mehrere
l6sliche Formen entdeckt [56][57]. Insgesamt konnten bisher 13 verschiedene MHC |-
Varianten nachgewiesen werden [54].

Das B-Mikroglobulin blockiert in vitro die Aktivitét Zytotoxischer T-Zellen [81].

EqQMHC 11

W33, WS74 und WS99 prézipitieren unter reduzierenden, wie nicht reduzierenden
Bedingungen, eine oder zwei Banden bei 33 bis 34 kDa [66]. In der Fluoreszenzanalyse sind
B-Zellen und ein grof3er Teil von T-Zellen positiv [59][18].

Dartiber hinaus lassen sich eine Reihe von Antikorpern gegen MHC 11 von Maus und Ratte
beim Pferd verwenden [18][78].

Die Gene fur MHC Il befinden sich ebenfalls auf Chromosom 20 [2]. Das Heterodimer aus
einer 30-33 kDa grof3en a-Kette und einer nicht kovalent gebundenen, 28-30 kDa grof3en -
Kette [18][59][ 78] wurde 1994 von Szalai et al. kloniert [107][108].

Im Gegensatz zu Mensch und Nager, bei denen sich das MHC Il-Antigen ausschlief3lich auf
Antigen-présentierenden Zellen und B-Lymphozyten befindet [89], wird es bei Pferd, Hund
und Schwein auch auf T-Lymphozyten nachgewiesen [18][78]. Es konnte gezeigt werden,
dass sowohl CD4-positive, als auch CD8-positive T-Zellen effektiv Antigene prasentieren
konnen [50][51]. Wéhrend bei neugeborenen Fohlen das MHC [I-Molekil auf CD4- und
CD8-positiven Zellen nicht nachweisbar ist, kann ein kontinuierlicher Anstieg bis zum Alter
von 6 Monaten gemessen werden [59]. Da beim Menschen &hnliche Ergebnisse bei der

Untersuchung des CD45RO-Antigens auf T-Gedachtniszellen gefunden wurden [31], wird
10
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angenommen, dass es sich bei MHC Il-positiven equinen T-Zellen ebenfalls um
Gedachtniszellen handelt [50][91].

Verschiedene Veroffentlichungen haben sich mit den Haplotypen des MHC-Molekls, seiner
Expressionsrate und dem Auftreten verschiedener Krankheiten beschéftigt: Lazary et al.
konnten beispielsweise mit dem Haplotyp D3 ein gehauftes Auftreten von Equinen Sarcoiden
in Verbindung bringen [53][55]. Auch die Wahrscheinlichkeit, eine Uberempfindlichkeit
gegen Insektenstiche zu entwickeln, ist bei bestimmten Varianten des equinen MHC II-
Molekuls erhoht [25][55].

EqwC1

Diesem 22 kDa schweren Antigen konnte keine entsprechende Struktur bei anderen Spezies
zugeordnet werden. Es wurde wahrend des ersten Leucocyte Antigen Workshops (ELAW 1)
definiert [48][61]. Die vier bekannten Antikorper W39, WS61, WS80 und WS89 binden an
einen Grofdteil von B-Lymphozyten, alle meduldren Thymozyten und alle Granulozyten. Es
wird vermutet, dass EQWC1 dem Thy-1 (CD90) anderer Spezies entspricht. Da Versuche mit
kreuzreagierenden Antikorpern, ebenso wie Proliferationsassays und Tests mit zytotoxischen

Zellen jedoch negativ verliefen, bleiben Identité und Funktion weiter ungeklért [66].
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EqWC2

Sieben Antikorper (vgl. Anhang A, Tabelle A.1) binden an das neu definierte Antigen
EqWC2. Da aber nur WS68, WS90 und WS96 erfolgreich immunprazipitiert werden konnten
(160-180 kDa), wurden wahrend des ELAW | nur diese drei Antikorper offiziell dieser
Gruppe zugeordnet [66][48]. Im Durchflusszytometer sind T-Lymphozyten und Granulozyten
positiv. Auf das Wachstum PHA-stimulierter Leukozyten konnte kein Einfluss festgestellt
werden, Zytotoxische T-Zellen werden durch Anti-EQWC2-Antikorper aber gehemmt [62].
Aufgrund der biochemischen Eigenschaften wurden die leichte Isoform des CD45-Molekils
(CD45R0) und die CD49-1ntegrin-Familie als orthologe Strukturen diskutiert [66].

EqWC4 (EqCD28)

WS112 und WS113 erkennen in der Analyse mit dem Durchflusszytometer eine kleine
Subpopulation CD5-positiver Zellen, die sowohl das CD4-, als auch das CD8-Molekll tragen
konnen. Nur ein Prozent der Thymozyten ist EQWCA4-positiv. |mmunhistologisch farben diese
Antikorper vor allem Zellen des Parakortex, aber auch einige wenige Zellen in Follikeln von
Lymphknoten. EQWC4 hat eine Masse von 46 kDa und kann auch als kovalent gebundenes
Homodimer auftreten, weshalb es von einigen Autoren als ortholog zum humanen CD28-
Molekil angesehen wird [13][66]. Allerdings kommt das humane CD28-Antigen auf den
meisten T-Zellen, Plasmazellen und Thymozyten vor, so dass die Klonierung des equinen
CD28-Molekils abgewartet werden muss, bevor eine endgultige Zuordnung erfolgen kann
[66].

12
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B-Lymphozyten

Drei Antikorper (WS67, WS73, WS104) wurden auf dem ELAW Il aufgrund von
I mmunfluoreszenzanalysen als B-Zell-Marker definiert. Wahrend fiir WS67 keine Daten Uber
Préazipitationen vorliegen, weil3 man von WS73, dass er ein 85 kDa, und von WS104, dass er
ein 240 kDa schweres Molekll unter reduzierenden Bedingungen prézipitiert [66]. Fir WS73
wurde die Bindung an ein equines CD19-Molekil diskutiert [123], wahrend fir WS104 eine
B-Zell-1soform des CD45-Molekiils angenommen wird [8]. Beide Thesen konnten bisher aber
nicht bewiesen werden.

In ELAW | wurde aul3erdem der Antikorper WS68 (Klon: B29A) beschrieben, der ebenfalls
spezifisch B-Lymphozyten markiert [48][116].

Der, gegen ein synthetisches Peptid der zytoplasmatischen Region des Epitops CD79a
gerichtete, Antikdrper MB-1 (Klone: HM57, M7051, Dako) [38] und BU33, der auf
menschlichen B-Zellen CD21 erkennt [70], lassen sich ebenfalls zur Markierung equiner B-
Lymphozyten verwenden. MB-1 eignet sich hauptsichlich fir den Einsatz in der
Immunhistologie, da das intrazellular gelegene Epitop nur nach Fixierung und

Permeabilisierung der Zellen angeférbt werden kann.

M akrophagen

WS50 und WS102 binden im FACScan spezifisch an Makrophagen, eine néhere
Charakterisierung wurde aber nicht durchgefiihrt [66][48].

Sellon et al. beschrieb 1993 einen weiteren Antikorper (Klon: 1.646), der auf
Pferdemakrophagen an zwei 150 bzw. 30 kDa grof3e Proteine bindet und der auch in der
I mmunhistologie eingesetzt werden kann [98].

Der wahrend des ELAW | beschriebene Antikorper WS25 (Klon: DH59B) bindet an ein 96
kDa grof3es Molekul auf allen equinen Monozyten und Granulozyten [48][116].

13
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Thrombozyten

Antikdrper der Klone Co35E4 und Co20A1 erkennen das Glykoprotein Ilb/llla, das im
Mensch als CD41/61 bezeichnet wird. Dieses (%-Integrin kommt ausschliefdlich auf
Thrombozyten vor [88].

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)
Der gegen NK-Zellen von Fischen gerichtete Antikdrper 5C6 ist neben Mensch, Schaf und
Rind auch beim Pferd einsetzbar [30].

Individuelle Anti-L eukozyten-Antikor per
26 Antikorper konnten wahrend des ELAW |1 weder einem bestimmten Antigen, noch einer
bestimmten Zellart zugeordnet werden. Man hofft aber mit ihrer Hilfe bel weiteren

Untersuchungen neue Erkenntnisse Uber das equine Immunsystem sammeln zu kénnen [66].
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2.2 Zytokine

Zytokine sind fur die Kommunikation zwischen den einzelnen Teilen des | mmunsystems und
eine effektive Immunantwort essentiell. In den letzten Jahren wurde verstérkt an der
Klonierung equiner Zytokine und der Herstellung von monoklonalen Antikdrpern gegen sie
gearbeitet, so dass hier einige Reagenzien vorliegen, mit denen sich Immunantworten des
Pferdes studieren lassen. In diesem Kapitel sollen kurz die aktuellen Erkenntnisse tber die

equinen Zytokine dargestellt werden:

Interleukin-1 (IL-1) kommt in einer a- und einer B-Form vor, die beide kloniert wurden [42]
und stellt auch beim Pferd einen entscheidenden Entztindungsmediator dar [84].
Rekombinantes Interleukin-2 (IL-2) fordert die Proliferation sowie die Zytotoxizitét
mononuklearer Zellen im Pferdeblut [111][117] und beglnstigt damit die zellulare
I mmunantwort [21].

Die Klonierung von Interleukin-4 (IL-4) gelang aus Lymphozyten, die mit Mitogenen
stimuliert worden waren. |IL-4 verstarkt die Proliferation von B-Zellen und verhindert die
Aktivierung Zytotoxischer Killerzellen [118][21]. Zusammen mit IL-5 gilt es als potentes
Stimulans fur eine humorale | mmunantwort, mediiert durch T-Helfer-2-Zellen. Es wird aber
auch fur das Auftreten von Hypersensibilitétsreaktionen verantwortlich gemacht [9].
Interleukin-6 (IL-6) schitten Makrophagen massiv nach mononuklearer Phagozytosetétigkeit
und Kontakt mit Lipopolysacchariden aus [84].

Bei der Klonierung von Interleukin-10 (IL-10) des Pferdes [106] entdeckte man Sequenzen,
die auch im Genom des Equinen Herpesvirus 2 (EHV2) und dem Epstein-Barr-Virus Protein
BCRF1 [95] vorkommen. Die Funktion von IL-10 beim Pferd konnte bisher noch nicht
geklart werden [114].

Die Typ-1-Interferone (IFN) a, B, und @ haben antivirale Aktivitéat [34][103]. IFN-a hemmt
zusatzlich die Proliferation von Lymphozyten [103].

Das Typ-2-Interferon y (IFN-y) [28] hat immunmodulatorische Funktion: So konnte
nachgewiesen werden, dass durch Inkubation mit IFN-y in vitro die MHC |I-Expression auf
Monozyten ansteigt und eine zellvermittelte Immunantwort gefordert wird [103].

Infolge der grundlegenden Arbeiten von Su et al. Gber den equinen Tumor-Nekrose-Faktor

alpha (TNFo) [105], wurden zahlreiche Untersuchungen tber sein Vorkommen und seine
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Funktion verdffentlicht. Zusammen mit IL-1 und IL-6 wird TNFa eine entscheidende Rolle
bei der Pathogenese der, insbesondere durch Gram-negative Bakterien verursachten
Septik&mie und bei der Induktion einer zelluléaren Immunantwort mit Hilfe von T-Helfer-1-
Lymphozyten zugeschrieben [84][114].

Benarfa et al. klonierten 2000 die Chemokine Eotaxin, Monocyte chemoattractant protein
(MCP)-1, MCP-2 und MCP-4 und berichtete Uber deren Induktion (Eotaxin, MCP-4) bzw.
Expressionssteigerung (MCP-1) durch rekombinantes IL-4 [10].

In vitro-Experimente mit rekombinantem IL-12 zeigten einen signifikanten Anstieg der INF-y
Produktion, sowie eine Proliferation von Lymphknotenlymphozyten, was auf eine wichtige
Rolle dieser Zytokine in der zellvermittelten Immunitét hinweist [76][69].
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2.3 Klinische Anwendungsmoglichkeiten und For schungspr ojekte

Ubersensibilitat und Erkrankungen der Atemwege

Sowohl beim Pferd, als auch beim Menschen kommen chronische Erkrankungen der
Atemwege sehr haufig vor. Dabei ist die Pathologie der meisten dieser Krankheiten
keineswegs vollstandig geklart. Im Folgenden werde ich einen kurzen Uberblick tiber die
haufigste Form der chronischen Atemwegserkrankungen des Pferdes geben, Vergleiche zu
Krankheiten beim Menschen ziehen und auf Probleme bei der weiteren Klarung der

Pathologien hinweisen:

Die chronische obstruktive Bronchitis (COB) ist auch als Recurrent Airway Obstruction
(RAO), bzw. Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) bekannt [93]. Die meist
erwachsenen Tiere reagieren auf die Inhalation organischen Heustaubs mit einer schweren
Entzindung der Atemwege. Die typische Jahreszeit fur die Erkrankung sind die
Wintermonate. Aul3erdem treten bel Pferden auf Sommerweiden in den Stdstaaten der USA
die gleichen Symptome auf. Man spricht in diesen Féllen von , summer pasture associated
obstructive pulmonary disease” (SPAOPD).

In der Lunge und den unteren Atemwegen konnen sich bereits vier bis sechs Stunden nach
Exposition mit entsprechenden Allergenen Neutrophile Granulozyten ansammeln. Weitere
Symptome sind Bronchospasmus und erhohte Sekretion und Viskositéat von Bronchialsekret.
Im Laufe der Zeit entwickelt sich eine unspezifische chronische Uberempfindlichkeitsreaktion
der Atemwege, deren immunologische Basis aber noch nicht verstanden ist [69]. Typisch ist
eine Verbesserung der Symptomatik nach der Behandlung mit nicht steroidalen und
steroidalen Antiphlogistika[93].

Untersuchungen der Bronchoalveolarfliissigkeit (BALF) zeigen, dass sich dort grof3e Mengen
an IgE befinden, was die Vermutung nahe legt, es kdnnte sich um eine Typ-1
Hypersensibilitétsreaktion handeln. Klinisch fallt aber auf, dass die Pferde nicht plotzlich
hochgradig erkranken, was bei einer Typ-1-Reaktion zu erwarten wére, sondern sich langsam
verschlechtern. Aul3erdem korrelieren intradermale Tests auf verschiedene Allergenextrakte
nur schlecht mit klinischen Symptomen [39].
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In der Humanmedizin schafften es 1998 Crameri et a. Molekile, die IgE binden, zu isolieren,
zu analysieren und rekombinant herzustellen. Dabel lagen Schimmelpilz-Allergene,
beispielsweise von Aspergillus fumigatus, im Zentrum des Interesses. Es gelang ihm unter
anderem, mit serologischen Methoden Unterschiede in der Pathogenese von IgE-mediiertem
Asthma und der oft lebensbedrohlichen allergischen Aspergillose beim Menschen zu kléren
[17]. 2001 fUhrten Eder et a. dhnliche Untersuchungen mit rekombinanten Aspergillus
fumigatus-Allergenen bei Pferden durch und konnten beweisen, dass an COB-leidende Pferde
zum Tell gegen die gleichen Proteine sensibilisiert sind wie Menschen mit
Schimmelpilzallergien: 1gE von COB-Pferden erkannte in vitro zwel von drei untersuchten
Allergenen signifikant besser, als IgE von Kontrollpferden [25].

Allgemein ist die BALF von Pferden mit chronischen Atemwegserkrankungen durch eine
Ansammlung Neutrophiler Granulozyten gekennzeichnet, die nach Franchini et al. durch IL-8
ausgelost wird [27]. Nevalainen et al. fanden auRerdem erhohte Level der Matrix
Metalloproteinase 9 (MMP-9) [80], die durch Neutrophile Granulozyten freigesetzt wird und
die Migration der Granulozyten durch die Basalmembran erleichtert [72]. Die ebenfalls
freigesetzte Neutrophile Elastase bleibt weitgehend inaktiv, womit Raulo et al. erklaren,
warum, im Gegensatz zu Menschen mit chronischen Atemwegserkrankungen, nur wenig
Umbauvorgange an den Atemwegen stattfinden [80].

Fur den Bronchospasmus sind Mastzellen verantwortlich: Sie setzen Histamin, Serotonin und
Leucotrien D4 frei, die Uber eine Stimulation des Parasympathicus zu einer Kontraktion der
glatten Muskelzellen der Atemwege fihren [82].

Um die Immunologie der chronischen Atemwegserkrankungen der Pferde zu verstehen, ist
eine Verbesserung und Ausweitung der Werkzeuge fur die Erforschung des equinen
Immunsystems nétig. Bowles et al. wiesen 2002 explizit auf fehlende AntikGrper gegen
Zytokine und IgE und grof3e Liicken im Verstandnis dieser Krankheiten hin [12].

Die ersten Schritte der COB sind Uberhaupt noch nicht geklart: Welche Zellen nehmen die
Antigene auf? Wo nehmen sie sie auf? Welche Rolle spielen die unterschiedlichen
Untergruppen von Leukozyten? Und was ist der entscheidende Unterschied zwischen
gesunden Pferden und Pferden, die an COB leiden?

Doch solange es nicht gelingt, Detektionssysteme fUr wichtige Strukturen des equinen
Immunsystems zu entwickeln, ist es schwierig, grol3e Fortschritte in der Aufkldrung der
physiologischen und pathologischen Vorgéange zu erringen. AuRerdem konnen Ahnlichkeiten

und Unterschiede zu Erkrankungen beispielsweise des Menschen nur bruchsttickhaft
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untersucht werden, so dass es momentan nicht maglich ist, ein umfassendes Modell der

immunologischen Vorgéange dieser Erkrankungen zu entwickeln.

Severe combined Immunodeficiency (SCID)

Die Atiologie der Schweren kombinierten Immundefizienz (,Severe combined
Immunodeficiency”, SCID) ist weitgehend geklart. SCID ist eine autosomal rezessive
Erbkrankheit, die bei Araberpferden auftritt. Als fur diese Krankheit verantwortlicher
Gendefekt wurde eine flnf Basenpaare lange Deletion in einem Gen identifiziert, das fur die
katalytische Untereinheit der DNA-abhéngigen Protein Kinase (DNA-PKcs) codiert.
Wahrend Pferde mit nur einer Kopie dieses Defektgens klinisch unaufféllig sind, zeigen Tiere
mit zwei Kopien Krankheitserscheinungen und werden durch die kombinierte Defizienz von
B- und T-Lymphozyten in der Regel nicht dter s 5 Monate. Reihenuntersuchungen in den
USA zeigten, dass 8,4% aller Araberpferde heterozygote Anlagetrager fur diese Erkrankung
sind. Die Erkrankung dient auch als Modell fir Immundefizienzen beim Menschen
[74][100][114].

Equine Rezidivierende Uvelitis (ERU)

Bereits seit langem ist die ,, periodische Augenentziindung“ beim Pferd bekannt. Sie wird auch
als ,Mondblindheit“, , Iridocyclochorioiditis* oder ,,Equine Rezidivierende Uveitis* (ERU)
bezeichnet.

Die Pferde erkranken meistens im Alter von drei bis sieben Jahren. Die Entzindung verlauft
schubweise, oft in Absténden von vier bis sechs Wochen und kann bis zur Erblindung fhren.

Atiologie und Pathogenese sind nach wie vor nicht vollstandig verstanden. Es gibt jedoch
Hinweise auf ein autoimmunes Geschehen, dhnlich der Pathogenese bel der Uveitis des
Menschen [20]. Auch hier kénnen spezifische Antikorper gegen Leukozytenantigene einen

Beitrag zur Erforschung der Krankheit leisten.
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24 Kommerziell erhaltliche Reagenzien

Die vorhergehenden Kapitel zeigten, wie bruchstlickhaft das Wissen und wie gering die
Auswahl an immunologischen Werkzeugen beim Pferd ist. Auch E. Marti et al. wiesen in
ihrem Ubersichtsartikel im Frilhjahr 2003 explizit darauf hin, dass zur Erforschung des
equinen Immunsystems Reagenzien, beispielsweise Antikdrper gegen Zytokine, gegen IgE,
gegen weitere MHC-Varianten, sowie den T-Zellrezeptor, fehlen [69].

Dartiber hinaus sind viele der beschriebenen Antikorper nicht kommerziell erhdtlich, was
beispielsweise ein Vergleich des Angebots der Firma SEROTEC, einem der Markfihrer, mit
der Liste von 113 bereits 1995 beim ELAW Il [66] validierten Antikorper belegt. Bel der
Firma Serotec waren im Jahr 2001 nur 20, im Jahr 2003 21 monoklonale Antikdrper gegen
equine Leukozyten erhdltlich (vgl. Anhang A, Tabelle A.2).

Davon handelt es sich bei einigen um kreuzreagierende Antikorper, die in der Literatur nicht
beschrieben worden sind.

Zieht man den Vergleich zum Angebot in der Humanmedizin, wird der Mangel an
immunologischen Werkzeugen umso auffalliger: Alleine gegen den humanen T-Zell-
Rezeptor, gegen den beim Pferd noch kein monoklonaler Antikdrper vorhanden ist, bietet
Serotec 31 Varianten an.

Es ist wlnschenswert, dass die bestehenden Llcken in der Palette der immunologischen
Arbeitsmittel bald gefillt werden.
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3. Material und M ethoden

Im Folgenden werden die verwendeten Materialien und Methoden erlautert. Angaben zur
Herkunft der Materialien kbnnen Anhang B entnommen werden, soweit sie nicht im Text

angegeben sind.

31 Tiereund Tierhaltung

Bei den Mausen handelte es sich um BALB/c-Mause aus hauseigener Zucht. Die Tiere
wurden in Zweier- bis Funfer-Gruppen in Macrolonké&figen gehalten. Die Fitterung bestand
aus handelstiblichem Alleinfutter fir Mause und Wasser. Beides wurde ad libitum
verabreicht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 6 Mause zur Herstellung monoklonaler
AntikOrper getttet. Die Immunisierung wurde als anzeigepflichtiger Tierversuch durch die

Regierung von Oberbayern genehmigt und entsprechend dokumentiert.

Die Pferde umfassten verschiedene Ponys, Warm- und Kaltbliter verschiedenen Alters und
beiderlel Geschlechts. Zur Blutentnahme wurden Pferde des Instituts fUr Tierphysiologie,
sowie Patienten der chirurgischen Tierklinik herangezogen. Sie erfolgte durch Punktion der
V. jugularis. Das Blut wurde in Heparin-Réhrchen gesammelt. Organentnahmen erfolgten an

eingeschléferten Tieren.
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3.2 Praparation von Lymphozyten

Material:
Phosphatgepufferte Kochsalzldsung (PBS), pH 7,2:
8,09 NaCl
1,45¢9 Na,HPO,4+2H,0
0,29 KCI
0,29 KH,PO,

ad 1000 ml  Aqua dest.

DL-Dithiothreitol-(DTT-) Stammldsung (1 M in PBS):
1,45¢9 DTT
ad 10 ml Aqua dest.

M ethoden:

Firr die Isolierung aus Vollblut [2][66][99][125] wurden fiir ca. 1x10® Lymphozyten 100 mi
Pferdeblut in mit Ca-Heparin beschichteten Réhrchen gesammelt. Dazu wurde pro Réhrchen
1g Eisenspane gegeben und das Blut 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. In
dieser Zeit sanken sowohl die Erythrozyten als auch Makrophagen ab, die die Eisenspéne
phagozytierten. Das Plasma wurde abpipettiert und bei 225 x g 10 Minuten zentrifugiert, das
Zellpellet in 20 ml PBS resuspendiert und vorsichtig auf die gleiche Menge FICOLL-
Plague™ geschichtet. Nach 12 Minuten Zentrifugation bei 600 x g (Raumtemperatur)
konnten die Peripheren Blutleukozyten (PBL) aus der Interphase abgesaugt und mit PBS
gewaschen werden (10 Minuten, 225 x g). Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer modifizierten

Neubauer-Zahlkammer bestimmt und auf eine gewlinschte Konzentration eingestellt.

Fur die Gewinnung von Lymphozyten aus Lymphknoten oder Milz [99] wurde an einem
getbteten Pferd ein ca. 2 cm durchmessendes Stiick des Nodus lymphaticus mandibularis bzw.
der Milz entnommen und auf Eis vom umgebenden Fett und Bindegewebe freiprépariert.
Dann wurde die Probe in ca. 2 mm durchmessende Stiicke zerteilt und mit Hilfe eines sterilen
Spritzenstempels und 50 ml PBS durch ein Sieb der Porenweite 0,5 mm in eine sterile
Petrischale gedriickt. Die Zellsuspension stand anschlieffend etwa 5 Minuten auf Eis.
Nachdem sich grofiere Gewebeteile abgesetzt hatten, wurden die oberen 40 ml abpipettiert
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und 2 mal mit PBS gewaschen (10 min, 225 x g). Die Auftrennung mittels FICOL L-Plague™

erfolgte wie bei der Gewinnung aus Blut.

Fur die Gewinnung von Intestinalen Intraepithelialen Lymphozyten (IEL) [99][43] wurde
ein etwa 5 cm breiter Streifen aus dem Dunndarm entnommen. Dieser wurde longitudinal
erdffnet und in 5 mal 5 mm grof3e Stiicke geschnitten, die so lange in einem Erlenmeyer-
Kolben mit eiskaltem PBS gewaschen wurden, bis der Uberstand klar blieb. Danach wurden
die Stiicke vorsichtig mit Filterpapier abgetrocknet und in 50,5 ml einer 37°C warmen LAsung
aus PBS, 10% FCS und 1% DTT-Stamml6sung gegeben. Ein Magnetrihrer mit 60
Umdrehungen pro Minute |6ste eine halbe Stunde lang die Lymphozyten aus dem Epithel der
Darmstiicke. Die entstandene Zelllosung wurde abpipettiert und 10 Minuten bei 225 x g
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 50 ml einer 44%-igen PERCOLL-Plague™
Trennl6sung resuspendiert und mit einem gleich grof3en Volumen einer 67%-igen PERCOLL-
Plague™ Trennldsung Uberschichtet. Nach 12-mindtiger Zentrifugation bei 600 x ¢
(Raumtemperatur) konnten die |IEL vorsichtig aus der Interphase abgesaugt und mit PBS

gewaschen werden.

Die aus den verschiedenen Organen gewonnenen Lymphozyten wurden zur |mmunisierung

von Mausen, fur die Zellkultur oder zur Immunfluoreszenzanal yse verwendet.
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3.3 Herstellung monoklonaler Antikérper (mAK)

3.3.1 Immunisierung von M ausen

Zur Immunisierung wurden 8-12 Wochen alte BALB/c Mause verwendet. Alle Mause wurden
drei bis fiinf mal im Abstand von ein bis drei Wochen mit ca 5x10’ Zellen intraperitoneal
immunisiert. Als Antigen wurde fur die Fusionen Nummer 1 bis 4 ausschlief3lich PBL, fir
Fusion Nummer 5 Lymphknoten-Lymphozyten und fir Fusion Nummer 6 IEL verwendet.
Fur die Fusionen Nummer 5 und 6 wurde teilweise auf tiefgekiihite und wieder aufgetaute
Lymphozyten zurtickgegriffen (s.u.). Die Entnahme der Milz fur die Fusion erfolgte 24 bis 36

Stunden nach der letzten Injektion.

3.3.2 Kultivierung von Myelomzellen

Materialien:
Standardmedium: 89% RPMI 1640

10% FCSi (inaktiviert, 30 min, 37°C)

1% Penicillin-Streptomycin-Lésung

(20000 IE Penicillin/ml, 100 pg Streptomycin/ml)
Methode:

Alle Fusionen wurden mit der murinen B-Zell-Myelomzellline SP2/0 durchgeftihrt. SP2/0-
Zellen sind Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-negativ (HGPRT"), wachsen in
einem Medium, das Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthélt, also nicht.
Aminopterin  blockiert einen wichtigen biochemischen Weg im Metabolismus der Zellen
[46]. Die SP2/0-Zellen wurden in 500 ml Zellkulturflaschen in Standardmedium in einem mit
5% CO; begasten, 37°C warmen Brutschrank kultiviert.
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3.3.3 Ze€llfuson

M aterialien:
2-Mercaptoethanol (50 mM): 35 ul
10 ml
HAT-Medium: 400 ml
100 ml
davon 425 ml:
Endkonzentrationen:
PBS (vgl. 3.2)

Polyethylenglycol(PEG) -Lésung: 50 % PEG

50 % HEPES

25

2-Mercaptoethanol
RPMI 1640

RPMI 1640

Dulbeco’s Modified Eagles Medium
+50 ml Ultra low IgG FCS (inaktiviert)
+10 ml HAT-LAsung (50x)

+10 ml IL 6-L6ésung

+5 ml Penicillin-Streptomycin-Lésung
(10000 IE Penicillin/ml,

100 ug Streptomycin/ml)

+0,5 ml 50mM 2-Mercaptoethanol

Hypoxanthin: 0,1 mM
Aminopterin: 0,4 uM
Thymidin: 0,016 mM
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Methode:

Nach Totung einer immunisierten Maus mittels zervikaler Dislokation wurde ihre Milz steril
entnommen und auf einem Drahtnetz mit 0,5 mm Porenweite unter Zugabe von 50 ml PBS in
eine Petrischale zerrieben. Die gewonnene Zellsuspension wurde in ein Zentrifugenrohrchen
UberfUhrt und ca. 5 Minuten stehen gelassen, bis sich die groberen Partikel abgesetzt hatten.
Die oberen 40 ml wurden wiederum in ein neues Zentrifugenréhrchen Uberftihrt und bel 225 x
g 10 Minuten zentrifugiert. Nach der Resuspendierung in RPMI wurden die Zellen in einer
modifizierten Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

Parallel dazu wurden SP2/0-Zellen geerntet und gezahlt, um sie anschlief3end mit den Milz-
Zellen im Verhdltnis 1:3 in einem Zentrifugenréhrchen zu kombinieren und
abzuzentrifugieren (225 x g, 10 min). Der Uberstand wurde komplett abgesaugt und das
Zellpellet vorsichtig vom Boden gelést. Danach wurden 1,5 ml PEG-L6sung dazugegeben,
das Zentrifugenréhrchen in einem 37°C warmen Wasserbad eine Minute lang geschwenkt und
anschliefiend mit insgesamt 20 ml 37°C warmem RPMI nach folgendem Schema
tropfenweise verdinnt: 1 ml in 30 Sekunden, 3 ml in 30 Sekunden, 16 ml in 60 Sekunden.
Nach 5 Minuten Zentrifugation bei 225 x g erfolgte eine weitere Inkubation fir 5 Minuten im
37°C warmen Wasserbad, bevor der Uberstand abpipettiert und die Zellen im Sediment in 450
ml HAT-Medium resuspendiert und in 20 sterile 96-Flachlochplatten mit 200ul pro Kavitét

ausplattiert wurden.
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3.3.4 Kultivierung von Hybridomzellen, Klonierung, Nomenklatur

Material:
HT-Medium: wie HAT-Medium (vgl. 3.2.4), jedoch HT-Ldsung statt HAT-L&sung

Endkonzentrationen: Hypoxanthin: 0,1 mM
Thymidin: 0,016 mM

Standardmedium (vgl. 3.3.2)

Methode:

Nur fusionierte Zellen Uberlebten im HAT-Medium und vermehrten sich, sodass nach 10 bis
14 Tagen Klone dieser Zellen in den Platten sichtbar wurden. Um die Gefahr zu minimieren,
mehrere Klone aus einer Delle weiter zu kultivieren, wurden nach Mdglichkeit nur diejenigen
Klone getestet, die deutlich sichtbar auf eine einzelne Zelle zurtickgingen. Nach 14 Tagen
konnte auf ein HT-Medium, nach weiteren 7 Tagen auf ein Standard-Medium umgestellt
werden. Die Klone, die Antikorper produzierten (Analyse mittels FACScan, vgl. 3.3.1),
wurden schrittweise in 24-Loch- und 6-Loch-Platten, spater auch in Zellkulturflaschen von
bis zu 500 ml Volumen umgesetzt.

Schlecht wachsende oder nur wenig Antikorper produzierende Klone wurden wiederum
subkloniert, indem sie in Konzentrationen von 1 bis 10 Zellen pro 96-Loch-Platte ausgesat
und von diesen Klonen nur die am besten wachsenden und Antikdrper produzierenden weiter
kultiviert wurden.

Die Nomenklatur der Klone erfolgte durch zwei Ziffern: Vorne steht die Nummer der
Fusion, dahinter die fortlaufende Zahl des Klons in der Fusion. Beispielsweise entspricht der
Klon ,4-13“ dem 13. getesteten Uberstand der 4. Fusion.
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3.3.5 Einfrieren und Auftauen von Hybridomzelllinien und L ymphozyten

M aterialien:
PBS (vgl. 3.2)
Einfriermedium: 95% FCS
5% Dimethylsulfoxid (DMSOQ)
M ethode:

Zum Einfrieren von Zellen und Zelllinien wurden die Zellen zunéchst bei 225 x g 10 Minuten
sedimentiert, der Uberstand gegebenenfalls fir weitere Tests gewonnen, die Zellen in
eiskaltem Einfriermedium resuspendiert und in 1 ml-Portionen in Kryoréhrchen pipettiert.
Die Konzentration betrug 1-5x10’ Zellen pro ml Einfriermedium. Durch Verbringen der
Kryordhrchen in speziell isolierte Einfrierboxen, die in Tiefkihlschranke mit —80°C gestellt
wurden, konnte eine optimale Absenkung der Temperatur um 1°C pro Stunde erreicht
werden. Fir eine Konservierung der Klone tber langere Zeit wurden die Rohrchen nach
einigen Tagen in flUssigen Stickstoff umgelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen schnell im Wasserbad knapp Uber den Gefrierpunkt
erwarmt und 2 mal mit PBS gewaschen.

Nach der gleichen Methode wurden frisch gewonnene Lymphozyten aus Blut, Lymphknoten
und Darm tiefgekihlt bzw. aufgetaut, beispielsweise um Zellen fir eine

I mmunfluoreszenzanalyse oder flr die |mmunisierung von Mausen zur Verfligung zu haben.
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3.3.6 Renigung monoklonaler Antikodrper mittels G-Sepharose-Saule

Material:

Startpuffer (20 mmol/l Phosphatpuffer, pH 7,0):
Ldsung 1: 1,424 g Na,HPO4¢2H,0 ad 400 ml Aqua dest.
Ldsung 2: 0,936 g NaH,PO4¢2H,0 ad 300 ml Aqua dest.

Ldsung 2 zu Lésung 1 geben, bis pH 7,0 erreicht ist

Elutionspuffer (0,1 mol/l Glycinpuffer, pH 2,5)
3,759 Glycin
+ HCI 1IN bis pH 2,5 erreicht ist
ad 500 ml Aqua dest.

Trislésung (1 mol/l), pH 8,3 1,211 ¢ Tris
ad 10 ml Aqua dest.
Dialysepuffer (pH 7,8 bzw. pH 8,0) 1,659 KH,PO,
29,03 ¢ Na,HPO,4+2H,0
45,009 NacCl

ad 5000 ml  Aqua dest

Guanidinhydrochlorid (6 mol/l) 57,329 Guanidinhydrochlorid
ad 100 ml Aqua dest.

Methode:

Antikorper wurden aus Zellkulturiberstand Uber eine G-Sepharose-Séule aufgereinigt. Der
Uberstand musste dazu 1:2 mit Startpuffer verdiinnt werden, bevor die Lésung mit 1 ml pro
Minute Uber die Saule gepumpt wurde. Photometrisch konnte der Gehalt an Protein im Eluat
der Saule bestimmt und an einem Schreiber abgelesen werden. Nach Durchlauf des
Uberstandes wurde Elutionspuffer auf die Saule gepumpt. Der Ausschlag des Schreibers nach
einigen Minuten zeigte dabei die Elution des Antikbrpers an, der in enem
Zentrifugenrohrchen aufgefangen und sofort mit einem Tropfen Trispuffer neutralisiert
wurde. Anschlief3end wurde die Sdule 20 Minuten mit Startpuffer gespilt und vor einem
weiteren Durchlauf 30 Minuten mit Guanidin regeneriert. Aufbewahrt wurde die Saule bei
4°C unter 20%-igem Ethanol. Das Eluat wurde anschlief3end in einen Dialyseschlauch
pipettiert, dieser verschlossen und bel 4°C 3 Tage gegen 5| Dialysepuffer dialysiert. Der
Puffer wurde téglich gewechselt. Sollte der Antikorper spéter biotinyliert werden, so empfahl
sich ein pH von 8,0, sonst wurde der Dialysepuffer auf pH 7,8 eingestellt.

Die genaue Konzentration konnte photometrisch bestimmt werden. Durch 15- bis 30-minitige

Zentrifugation bei 5000 x g in , Centricon 30 concentrator Rohrchen, bzw. durch
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Verdinnen mit PBS, wurde die Konzentration der Antikorper auf 1 mg/ml eingestellt,

portioniert und bei —20°C eingefroren.

3.3.7 Konjugation monoklonaler Antikdrper mit Biotin

Material:
Antikdrper 1 mg/ml, pH 8,0
Biotin-Stammldsung: Biotin in DMSO 10 mg/ml

Dialysepuffer (vgl. 3.3.6)

Methode:

Pro ml Antikorper (Konzentration 1 mg/ml) wurden 10ul Biotin-StammlOdsung zugegeben.
Dabei war auf einen leicht alkalischen pH-Wert (z.B. 8,0) zu achten. Nach 4-stiindiger
Inkubation im Schittler bei 4°C wurde der Antikorper in einen Dialyseschlauch Gberftihrt und
Uber Nacht bei 4°C gegen Dialysepuffer (pH 7,8) dialysiert.
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3.4 Methoden zur Charakterisierung der mAKk

3.4.1 Immunfluoreszenzfarbung und Analyseim Durchflusszytometer (FACScan)

M aterial:
PBS (vgl. 3.2)

Fluoreszenzpuffer (Fluo-Puffer) (1% BSA, 0,01% NaN3), pH 7,2:

10g Bovines Serumalbumin (BSA)
1ml NaN3 (10 % in PBS)
ad 1000 ml  PBS (s.0.)
FACS-Puffer, pH 7,2: 1ml NaN3 (10 % in PBS),
Endkonzentration: 0,01%
ad 1000 ml  PBS (s.0.)
Tabelle 3.1: primare Antikérper (Kontrollen)
Antikorper Verdiinnung Firma
Maus-anti-Pferd-CD4 1:20 Serotec, Oxford, UK
Maus-anti-Pferd-CD8 1:2 Serotec, Oxford, UK
Maus-anti-Pferd-lg-FITC 1:1500 Southern Biotech Ass. Inc., USA

Tabelle 3.2: sekundare Antikérper

Antikorper Verdinnung  Firma

Ratte-anti-Maus-k-Leichte-Kette-FITC 1:250 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege-anti-Maus-lIgG1-FITC 1:500 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege -anti-Maus-1gG1-PE 1:500 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege -anti-Maus-1gG2a-FITC 1:100 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege -anti-Maus-lgG2a-PE 1:300 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege -anti-Maus-lgG2b-PE 1:300 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Ziege -anti-Maus-1gG3-FITC 1:100 Southern Biotech Ass. Inc., USA
Streptavidin-PE (SA-PE) 1:400 Southern Biotech Ass. Inc., USA

M ethode:

Zur Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, dann in
Fluoreszenzpuffer aufgenommen, in einer modifizierten Neubauer-Zahlkammer nach
Trypanblau-Farbung gezahlt und auf 5x10° lebende Zellen pro ml eingestellt. Von dieser
Zellsuspension wurde fir jeden zu testenden Antikorper 200ul pro Kavité einer 96-
Lochplatte pipettiert. Ab jetzt musste darauf geachtet werden, dass die Zellen mdglichst
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immer bel 4°C bearbeitet wurden. Nach kurzer Zentrifugation bei 716 x g wurde der
Uberstand mit Schwung abgeschiittet, die Zellpellets in  50ul  verschiedener
Antikorperlosungen resuspendiert und 15 Minuten inkubiert. Als Kontrollen wurden die
Antikorper aus Tabelle 3.1 verwendet, die mit PBS auf die gewtlinschte Konzentration
eingestellt worden waren.. Nach erneuter Zentrifugation (716 x g) und Abschitten des
Uberstandes wurden die Zellen mit je 200ul Fluoreszenzpuffer gewaschen, wieder
zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Ungebundene Antikdrper wurden dadurch
entfernt. Zu den nun pelletierten, mit priméren Antikdrpern behafteten Zellen, pipettierte man
nun 30ul FITC-, PE- oder Biotin-konjugierte sekundare Antikorper (vgl. Tabelle 3.2), die an
den primaren Antikorpern hafteten. Nach 15-mindtiger Inkubation wurden die Zellen erneut
gewaschen und anschlief3end mit 200 ul Fluoreszenzpuffer in FACS-RoOhrchen tberfiihrt. Bel
Biotin-markierten Antikdrpern war ein dritter Inkubationsschritt mit 30ul eines Streptavidin-
gekoppelten Farbstoffes notig.

Prinzipiell wurden Doppelfarbungen auf die oben beschriebene Weise durchgefthrt. Um
Kreuzreaktionen zu verhindern, wurde nach Konjugation des ersten Farbstoffes eine
Inkubation mit von Balb/c-Mausen stammendem Serum (Verdinnung 1:20, 15 min)
vorgenommen, bevor der zweite primére, bzw. sekundére Antikorper zugegeben wurde.

Die Zellen aus je einem Rohrchen wurden mittels eines Durchflusszytometers (FACScan,
Becton Dickinson, Heidelberg) analysiert. Ein Laserstrahl der Wellenlange 488 nm trifft
dabei auf einzelne Zellen, die den Strahl streuen und gegebenenfalls selber zum Leuchten
angeregt werden. Es wurden die Grof3e der Zellen durch das Vorwartsstreulicht (FSC), die
Granularitét durch das Seitwartsstreulicht (SSC), die gringelbe Lichtemission des FITC-
Farbstoffes im Kanal 1 (FL1) und das rote Licht des PE-Farbstoffes im Kanal 2 (FL2)
bestimmt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm CellQuest pro™ (Becton Dickinson,
Heidelberg).
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3.4.2 Proliferationsassay

Material:
Beschichtungspuffer: 3,119 Na,CO;

6,09 NaHCO;

ad 1000 ml  Aqua dest.
®H-Thymidin-Gebrauchsmedium: ~ 0,5 ml *H-Thymidin (1mCi/ml)

ad 10 ml RPMI

(entspricht 1uCi/20ul)
Tabelle 3.3: Zusatze fur die Zellkultur
Zusatz Firma Konzentration
Concanavalin A (ConA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 5 pg/ml
Staphylococcal enterotoxin B (SEB) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 1 pg/ml
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen 1 ug/ml

Methode:

Bei diesem Verfahren wird Zellen radioaktiv markiertes Thymidin fur begrenzte Zeit im
Uberschuss angeboten, das diese bei der Replikation in die DNA einbauen. Nicht verwendetes
Thymidin wird abgespllt und die Zellen werden auf einem Filter aufgefangen. Zugegebene
SzintillationsflUssigkeit wird durch die freiwerdende -Strahlung des Thymidin zur Emission

von Lichtblitzen angeregt, die sich wiederum mit einem Z&hler (B-counter) erfassen lassen.

Die Proliferationsassays wurden unter verschiedenen K ulturbedingungen durchgefihrt:

Um Uberstande der Klone auf Induktion von Zellwachstum zu untersuchen, wurde zunachst
eine 96-Flachlochplatte mit je 200ul eines priméren AntikOrpers pro Kavité beschichtet:
Ziege-anti-Maus-1g-(H+L)-mAk 1:50 in sterilem Beschichtungspuffer. Nach 12-stindiger
Inkubation bel 4 °C wurde die Platte 3 mal mit sterilem PBS gewaschen und danach 200 pl
der zu untersuchenden Antikorper pro Vertiefung pipettiert. Fir jeden Antikorper wurde
mindestens ein 3-fach Ansatz durchgeftihrt. Nach einer Inkubation von 2 Stunden im 37°C

warmen Brutschrank wurde die Platte wiederum gewaschen.
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Die zu untersuchenden Zellen wurden nach den in 3.2 aufgeftihrten Protokollen gewonnen
und sofort verwendet: 200ul der Zellsuspension in Standardmedium bei einer Konzentration
von 2x10’ Zellen pro ml wurden pro Kavitét pipettiert.

Als Negativkontrollen dienten 200ul Zellsuspension in nicht beschichteten Kavitaten. Zellen
unter Zusatz von Concanavalin A, SEB oder LPS (vgl. Tabelle 3.3) wurden als
Positivkontrolle verwendet [66][109].

Nach 5 Tagen Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurden 20ul >H-Thymidin-
Gebrauchsmedium in jede Vertiefung gegeben. Nach weiteren 16 Stunden wurden die Zellen
mittels eines Zellerntegerdtes (Harvester) abgesaugt und auf ein Filterpapier Gbertragen. Nach
dem Trocknen des Filters und dem Einlegen in ein, fir den Zahler passende 96-Lochplatte,
mussten noch 20ul Szintillationsfllssigkeit pro Vertiefung zugegeben und die Platte mit einer
durchsichtigen Folie abgeklebt werden, bevor die Lichtblitze mit Hilfe des Zahlers und der

zugehorigen Software erfasst werden konnten.

Bei der Auswertung wurde das arithmetische Mittel jedes Mehrfachansatzes, sowie deren
Standardabweichung kalkuliert. Der Stimulationsindex (SI) berechnete sich aus dem

Quotienten der Messwerte stimulierter und nicht stimulierter (Negativkontrolle) Zellen.
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3.4.3 Immunprézipitation

Die Immunprézipitation diente der Bestimmung des molekularen Gewichts der Liganden der

monoklonalen Antikdrper. Eine Mdglichkeit der Durchfiihrung bestand in der Verwendung

der sogenannten ,, Solid Phase | mmunoprecipitation Technique® (SPIT-Methode) [15]:

Als erstes musste nach den Schemata von 3.2 Zellen gewonnen und mit ***Jod markiert

werden:

M aterial:
PBS (vgl. 3.2)

Lactoperoxidaseldsung:

H,0O,-Losungen A bis D:

Laemmli-Puffer:

Waschpuffer (je ml):

2x Lysispuffer-Stammldsung:

Lysispuffer (je ml):

2 mg Lactoperoxidase pro ml PBS

30 %-iges H,O, wurde wie folgt verdinnt:

Losung A:
Losung B:
Losung C:
Losung D:

25 ml

20 ml

49

1mg

ad 100 ml

500 i
100 pl
ad 1000

3 mi

10 ml
1ml
1ml

ad 50 ml

500

40 pl

100 pl

ad 1000 pl
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1:30 000
1:10 000
1:3 000
1:1 000

4x Tris-Cl/SDS-Puffer, pH 6,8
Glycerol

SDS

Bromphenolblau

Aqua dest.

2x Lysispuffer-Stammldsung
Triton X (10%)
Aqua dest

NaCl-Lésung (5 M)

Tris-Ldsung (500 mM, pH 7,4)
EDTA-L6sung (500 mM, pH 8,0)
NaN3-Ldsung (10 %)

Aqua dest.

2x Lysispuffer-Stammldsung
Complete™ Enzymlésung
Triton X (10%)

Aqua dest.
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Methode:

Dazu wurden die Zellen 2 mal mit PBS gewaschen und nach Trypanblau-Farbung gezéhlt, da
fur die Jodierung eine Zell-Vitalitdt von mindestens 95% benttigt wird. In ein 15 ml
Zentrifugenrohrchen wurden 5x10° Zellen gegeben, bei 400 x g 5 Minuten zentrifugiert und
das Pellet in 100ul PBS aufgenommen. Zu dieser Suspension wurden 50ul
L actoperoxidaselésung, dann 10ul *°Jod (1 mCi) und 10ul H,O.-Lésung A pipettiert. Nun
wurden im Abstand von jewells 2 Minuten nacheinander die H,O,-Losungen B, C und D
dazugegeben. Dabei war auf eine gute Durchmischung der Zellen zu achten. Nach weiteren 2
Minuten wurden die Zellen 2 mal mit PBS mit 0,01 % Natriumazid (NaN3) gewaschen, wobei
die Zellen jeweils fir 5 Minuten bei 400 x g zentrifugiert wurden.

Dann folgte die Zelllyse:

Die auf 5x10’ Zellen eingestellten Ansitze wurden fiir 10 Minuten bei 225 x g zentrifugiert,
der Uberstand abgeschiittet und das Pellet in 1 ml Lysispuffer resuspendiert. Das Gemisch
wurde nun 40 Minuten auf Eis gestellt und alle 10 Minuten geschittelt. Danach folgte eine
30-minitige Zentrifugation mit 16000 x g (4°C). Im Uberstand waren nun die lysierten
Zellbestandteile enthalten, die bei —20°C bis zur Weiterverarbeitung konserviert wurden.

Nun wurde die benttigte Anzahl an Kavitéten einer 96-Lochplatte mit einem Ziege-anti-
Maus-1g-(H+L)-mAk (10ug/ml, 25ul/Kavitét) fur ca 12 Stunden bei 4°C beschichtet.
Anschlief3end wurde die Platte 3 mal mit 200ul PBS je Vertiefung gewaschen. Daraufhin
wurden 200ul der zu testenden Antikorper aufgetragen und wiederum bei 4°C tber Nacht
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die Kavitéten mit jeweils 200ul PBS mit 2% BSA
fur 30 Minuten bei 37°C blockiert, bevor pro Vertiefung 200ul Lysattiberstand pipettiert und
Uber Nacht bei 4°C inkubiert wurden. Danach wurde das Lysat abgenommen und das
Prézipitat mit je 200ul gewaschen: erst 7 mal mit Waschpuffer, dann 3 mal mit PBS. Als
néchstes wurden die Proteine durch Zugabe von je 50ul 1x-Laemmli-Puffer flr 45 Minuten
bei 37°C von der Platte gelést. Zur welteren Verarbeitung wurden die Gemische in
Eppendorf-Reaktionsgefal3e Uberftihrt. Um die Proteine mit SDS zu beladen wurden sie bei
95°C fur 5 Minuten gekocht [49].
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3.4.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

M aterial:

10% Ammoniumpersulfat (APS) 1g

4x Tris-Cl/SDS-Puffer, pH 8,8

4x Tris-Cl/SDS-Puffer, pH 6,8

5x Elektrophoresepuffer:

Sammelgel (4%):

Trenngel (12%):

M ethode:

APS
ad 10 ml Aqua dest.
91g Tris
29 SDS
300 ml Aqua dest.
mit NaOH auf pH 8,8 einstellen
30,2¢g Tris
144 g Glycin
200 ml Aqua dest.
15¢ Tris
729 Glycin
59 SDS
ad 1000 ml  Aqua dest.
0,65 ml Acrylamid(30%)/Bisacrylamid(0,8%)-Lsg.
1,25 ml 4x Tris-Cl/SDS-Puffer, pH 6,8
3,05 mi H,0
25 pl APS (10%)
5 i TEMED
6,0 ml Acrylamid(30%)/Bisacrylamid(0,8%)-Lsg.
3,75 ml 4x Tris-Cl/SDS-Puffer, pH 8,8
5,25 ml H,0
50 pl APS (10%)
10 ul TEMED

Zur weiteren Analyse folgte das Auftrennen der Proteine nach ihrer Grofde durch SDS-

Gelelektrophorese. Dazu wurde ein 4 %-iges Sammel- und ein 12 %-iges Trenngel gegossen

und jeweils 20ul Probe aufgetragen. Bei reduzierten Gelen wurde 19ul Probe verwendet und

diese vor dem Auftragen fur 5 Minuten mit 1ul 2-Mercaptoethanol auf 95°C erhitzt. Das Gel

wurde in eine mit 1x Elektrophoresepuffer gefillte Elektrophoreseskammer gegeben. Am
Sammelgel wurden 30 mA, am Trenngel 60 mA angelegt.
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Fur die Entwicklung der jodierten Proteine wurde das Gel mit einem fotosensiblen Film
zwischen zwei Veséarkerfolien in eine RoOntgenkassette gelegt und diese bis zur
Filmentwicklung in einem automatischen Entwickler mindestens 4 Wochen bei —80°C
gekhlt.

Die Berechnung der anndhernden Molekulargewichte erfolgte durch Ausmessen der

Laufstrecken der Proteine und dem Vergleich mit Markerbanden.

3.45 Analyse von mRNA stimulierter und unstimulierter Zellen

Zunéchst wurden 8x10° Zellen gewonnen (vgl. 3.2), in einem 15 ml Falcon®-Rohrchen 10
Minuten lang mit 225 x g zentrifugiert und der Uberstand vollstandig abgenommen.
Anschlief3end wurde das Reagenzgefald in fllssigen Stickstoff getaucht und damit die Zellen
schockgefroren. Die weitere Aufbewahrung erfolgte bei -80°C

Als ndchstes wurde die RNA aus diesen Zellen isoliert:

M ethode:

Das Zellpellet wurde in 1 ml Trizol®-Reagenz auf Eis resuspendiert, dann 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde zelluldre DNA mit Hilfe einer 20g-Kanile
zerkleinert, indem die Zellen mit der Spritze aufgezogenen und wieder ausgepresst wurden.
Als néchstes wurden 0,2 ml Chloroform dazugegeben und die Suspension in ein neues
Eppendorfreaktionsgefald Uberfuhrt, in dem es 15 Sekunden lang geschttelt wurde. Darauf
folgte eine 2 minttige Inkubation bei Raumtemperatur. Die Zentrifugation des Gemischs mit
12000 x g bei 4°C Uber 15 Minuten fuhrte zur Ausbildung von 3 Schichten, von denen die
oberste in ein neues Reaktionsgefald tberfihrt wurde. Durch Zugabe von 0,5 ml Isopropanol
wurde schliefdlich die RNA ausgefallt und noch 10 Minuten lang bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Als ndchstes musste das Geféald fir eine halbe Stunde in eine auf —20°C eingestellte
Gefriertruhe verbracht werden, bevor das Gemisch erneut bel 4°C mit 12000 x g 10 Minuten
lang zentrifugiert wurde. Nun wurde der Uberstand abgekippt und das Gefaz mit einem
Zelltuch getrocknet. Das Pellet lief3 sich anschlief3end in 1,0 ml Ethanol (70%) durch
Schitteln [6sen und wurde dann mit 7500 g bei 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Erneut wurde der
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Uberstand abgekippt und mit einem Zelltuch fir absolute Trockenheit des ReagenzgefalRes
gesorgt. Als néachstes wurde 200ul RNase-freies Wasser dazugeben.

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt und ihre Qualitat
durch Auftragen auf ein Agarose-Gel (Agarosegelelektrophorese) Gberpruft.

Material:
EDTA-L6sung (0,5 M): 186,19 Na,EDTA «2H,0

ad 700 ml Aqua dest.

NaOH zugeben bis pH 8,0
5x TBE: 54 g Tris

2759 Borsaure krist.

20,0 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0)

(Zum Gebrauch 1:10 in Agua dest. verdinnen.)
Ethidiumbromid-L6sung: 10 mg Ethidiumbromid

1,0 ml Aqua dest.

(Zum Gebrauch 1:20 000 in Agua dest. verdiinnen.)
Methode:

Zunéchst wurde zu 5x TBE-Puffer 1% Agarose gegeben und in einer Mikrowelle langsam
erhitzt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Das flUssige Gel wurde langsam in eine
Elektrophoresekammer gegossen, sodass sich keine Luftblasen bildeten und ein Probenkamm
eingesteckt. Sobald das Gel erstarrt war, wurde es mit 0,5 % TBE-Puffer bedeckt und der
Kamm entfernt. Dann wurde je 5ul Probe mit jeweils 1ul 6x-Probenpuffer® vermischt und in
die Vertiefungen pipettiert. Um das Molekulargewicht bestimmen zu koénnen, wurden
entsprechende Marker (Agarosegel-Marker®: 100bp DNA Ladder plus) mitverwendet. Durch
Anlegen einer Spannung von 120V fur ca. 30 Minuten wurden die RNA-Stlicke der Grole
nach aufgetrennt. Gefarbt wurde das Gel 20 Minuten lang in einer Ethidiumbromid-L 6sung,
bevor die Banden mittels UV-Strahlung sichtbar gemacht und schlief3lich fotografiert wurden.
Nun folgte die Synthese der c-DNA mit Hilfe des ,Reverted Aid™ H Minus First Strand
cDNA Synth Kit“, in dem alle bendtigten Reagenzien enthalten waren. Dieser sogenannte RT-
Schritt bestand in der Synthese der c-DNA aus der gewonnenen RNA durch das Enzym

Reverse Transkriptase.
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M ethode:

Zunéchst wurden 5ul RNA, 1ul oligo-dT und 6ul Aqua dest. in ein steriles
Eppendorfreaktionsgefald pipettiert, geschittelt und kurz bis 16000 x g zentrifugiert.
Anschlief3end wurde das Gemisch im Thermocycler 5 Minuten auf 70°C erhitzt und danach
auf Eis gestellt. Dazu wurden nun 4ul 5x Puffer, 1ul RNase-Inhibitor und 2ul dNTP's
gegeben. Nach kurzem Durchmischen auf einem Schittler, Zentrifugation (s.0.) und
Inkubation bei 37°C fur 5 Minuten wurde auf Eis 1ul des Enzyms M-MLV-RT (Reverse
Transkriptase) zugegeben, das die RNA in c-DNA umschrieb. Die Reaktionsbedingungen von
42°C fur 60 Minuten und anschliefiend 70°C fur 10 Minuten wurden in den Thermocycler
einprogrammiert. Durch Zugabe von 80ul hochreinem, fir PCR geeignetem Aqua dest.,
entstanden insgesamt 100ul c-DNA-L6sung pro Ansatz. Der nachste Analyseschritt erfolgte
mittels Polymerase-K ettenreaktion (PCR). Dabel fanden wiederum die Reagenzien des
»Reverted Aid™ H Minus First Srand cDNA Synth Kit* Verwendung. Die Primer wurden
durch die Firma MWG Biotech AG, Ebersberg synthetisiert (vgl. Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4: Primer, synthetisiert durch MWG Biotech AG, Ebersberg

Protein Primer-Nr. Temperatur  Sequenz

Aktin 5' 515 50 °C TGATCTTGATCTTCATCGTGCTGG
3' 516 50 °C TGCGTGACATCAAGGAGAAG

L2 5' 519 55 °C CCTTGCAAACAGTGCACCTA
3' 521 55 °C GCATTTCCTCCAGAGGTTTG

IL4 5' 523 55 °C CTTCCAGCTCTGGTCTGCTT
3' 525 55 °C TTGAGGTTCCTGTCCAGTCC

IFNy 5' 531 55 °C GTGTGCGATTTTGGGTTCTT
3' 533 55 °C CAGGTCCTCCTTGATGGTGT

TNFa 5' 535 55 °C AGCCCATGTTGTAGCAAACC
3' 537 55 °C GAGACAGCTAAGCGGCTGAT
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Tabelle 3.5: PCR-Ansatz

3,0 ul c-DNA

1,5ul ddNTP (2mM)

1,5 ul 10x Puffer (fir Tag-Polymerase)
3,0 ul 3"-Primer (20 mM)

3,0 ul 5"-Primer (20 mM)

2,8 ul Aqua dest.

0,2 ul AmpliTaq DNA Polymerase (1 Unit)
Methode:

Als erstes wurde jeder Ansatz nach Tabelle 3.5 zusammenpipettiert. Fur die aufeinander
folgenden Reaktionsbedingungen wurde der Thermocycler programmiert: Zunachst erhitzte er
das Gemisch fur 10 Sekunden auf 95°C, sodass die c-DNA komplett denaturiert wurde. Im 30
Sekunden dauernden zweiten Schritt lagerten sich die Primer an die DNA-Strénge an, die
wiederum die Startstellen fur die Polymerase bildeten. Die Temperatur fUr die jeweiligen
Primer l&sst sich in Tabelle 3.4 ablesen. Im dritten Schritt (2 Minuten, 72°C) erganzte die
hitzeresistente Tag-Polymerase den Einzelstrang vom Primer beginnend zu einem
Doppelstrang. Der gesamte Zyklus wurde 35 mal wiederholt, so dass es zu einer starken
Vervielfaltigung der durch die Primer markierten Stlicke kam. Abschlief3end inkubierte der
Thermocycler die Proben noch einmal bei 72°C fir 10 Minuten, ehe er die Proben zur

Konservierung auf 4°C herabktihlte.
Zur Analyse wurden die Proteinbanden mittels Agarosegelelektrophorese (s.0.) aufgetrennt

und mit Ethidiumbromid geféarbt. Hatten die Zellen mRNA der untersuchten Proteine
gebildet, so wurde eine entsprechende Bande sichtbar.
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4. Ergebnisse

4.1 Ubersicht

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sechs Fusionen durchgefiihrt, vier mal wurden Periphere
Blutleukozyten zur Immunisierung der Mause verwendet und je ein mal Lymphknoten-
Lymphozyten und Intestinale I ntraepitheliale Leukozyten. Aus einer Auswahl von pro Fusion
ca 90 in der Immunfluoreszenzanalyse auf PBL, Lymphknoten-Lymphozyten und
Intraepithelialen Leukozyten positiven Uberstanden, wurden 78 Antikorper im FACScan
ndher untersucht. In der Tabelle 4.1 ist die Ausbeute an Antikdrpern aus den einzelnen

Fusionen dargestellt.

Tabelle 4.1: Ausbeute an mAks aus den einzelnen Fusionen

Fusion Material Anzahl Anzahl
zur Immunisierung mAKk mAKk
(getestet) (Klone)
1 PBL 12 1
2 PBL 3 1
3 PBL 0 0
4 PBL 39 8
5 Lkn 13 4
6 IEL 11 4
Summe 78 18

Mit Hilfe von spezifischen sekundaren Antikorpern konnten von 76 Antikorpern die
I mmunglobulinsubklassen mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden.

Die Uberstande wurden beziiglich Ihrer Bindung an Periphere Blutleukozyten, Leukozyten
aus Lymphknoten und Darmepithel, dem Darmepithel (DE) selbst, Milz, der Zellinie
EqT8888 und Lymphknotenlymphozyten eines an einem Lymphom erkrankten Pferdes,
getestet. 18 Antikorper wurden daraufhin zur weiteren Charakterisierung ausgewahlt.
Kriterien waren, neben einem stabilem Wachstum und der kontinuierlichen Produktion von

Antikdrpern, die Aushildung von gut abgesetzten, postiven Populationen in der
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I mmunfluoreszenzanalyse. Aul3erdem sollten die monoklonalen Antikorper spezifisch an
Leukozyten binden, also beispielsweise nicht Epithelzellen erkennen.

Tabelle A.3 im Anhang A zeigt eine Ubersicht der FACScan-Analysen aller Klone, sowie
ihre Immunglobulinsubklassen. Zu beachten ist, dass die Einteilung der Zellpopulationen
Peripherer Blutleukozyten in Lymphozyten und Granulozyten anhand des Erscheinungsbildes
der Zellen im FACScan erfolgte: Vergleicht man das, die GrofRe der Zellen bestimmende
Vorwaértsstreulicht (FSC) mit dem Seitwértsstreulicht (SSC) der Zellen, das Aufschluss Uber
die Granularitdt gibt, so lassen sich die in Abbildung 4.1 dargestellten Populationen,
Lymphozyten (mittlere Grof3e, geringe Granularitét), Granulozyten (grol3, sarke Granularitét)
und Erythrozyten mit Zellfragmenten (klein, variable Granularitét) abgrenzen. Dabei kann
man aber nicht ausschlief3en, dass sich ein geringer Prozentsatz Lymphozyten im
Granulozyten-Gate befindet und umgekehrt.

Granularitat
A

e OL0202001

1000

SSC-H

800 1000

[
»

GroRRe

Abbildung 4.1: Einteilung der PBL-Zellpopulationen im FACScan

Aufgrund von Groéf3e und Granularitat lassen sich 3 Zellpopulationen bestimmen:
R1 Lymphozyten, R2 Granulozyten, R3 Zellfragmente und Erythrozyten
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Als nachstes wurden Gruppen aus Antikorpern mit dhnlichen Eigenschaften erstellt (vgl.
Tabelle 4.2). Auch hier ist zu beachten, dass geringgradig positive Messwerte, vor alem bei

den Granulozyten, auf einzelne grol3e, granulierte Lymphozyten zurtickzufthren sein kénnen:

Tabelle 4.2: Gruppeneinteilung von mAKs anhand von Ergebnissen der Durchflusszytometrie mit PBL

SK PBL (% positive Zellen)
Lymphozyten | Granulozyten

Kontrollen MW Spanne |MW Spanne | n
Anti-CD4 lgG1 51 3566 | 5 1-25 21
Anti-CD8 lgG2a 14 2-44 4 0-6 18
Anti-lg-Pferd-FITC 20 8-34 |11 3-21 14
Gruppe 1:

4-13 lgG1 73 46-90 | 6 1-23 18
4-58 lgG2a 78 45-93 | 5 0-23 18
5-50 lgG1 50 29-74 | 5 1-14 9
Gruppe 2:

1-19 lgG1 23 8-48 | 13  5-26 20
2-52 lgG2b 23 8-50 6 2-19 19
4-36 lgG1 25 8-83 |16 7-38 17
4-55 lgG2a 15 7-31 3 0-6 12
6-39 lgG2a 28  15-52 5 0-11 9
Gruppe 3:

6-5 lgG1 76 33-100 | 62 17-100 | 9
6-17 lgG2a 89 32-100 | 78 41-100 | 9
Gruppe 4:

4-18 lgG1 9 2-25 | 92 74-100 | 17
4-19 IgG1 5 1-10 | 91 71-100 | 9
Gruppe 5:

4-3 lgG2b 23 8-64 5 2-21 18
4-39 lgG1 19 6-45 | 74 64-100 | 16
5-17 IgM 20 10-38 | 9 0-28 8
5-21 lgG2a 30 1454 |12 0-42 9
5-80 lgG2a 35 16-53 | 12 1-35 9
6-24 IgM 47  22-78 | 27 4-70 8
SK: Immunglobulinsubklasse MW: arithmetisches Mittel

n: Anzahl der durchgefiihrten Untersuchungen
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Die Uberstande der Klone 4-13, 4-58 und 5-50 (Gruppe 1) entsprechen in etwa der Summe
aus CD4- und CD8-positiven Zellen (MW = 65%) und kommen daher als T-Zell-Marker in
Betracht. Bel 1-19, 2-52, 4-36, 4-55 und 6-39 (Gruppe 2) konnte es sich um Antikorper
handeln, die an B-Lymphozyten binden. 6-5 und 6-17 markieren fast alle weil3en Blutzellen
(Gruppe 3). Zur Anféarbung von Granulozyten konnen die Antikorper 4-18 und 4-19
verwendet werden, wobei der Klon 4-19 wegen schlechten Wachstums aus der engeren
Auswahl herausgenommen wurde (Gruppe 4). 4-3, 4-39, 5-17, 5-21, 5-80 und 6-24 (Gruppe
5) konnten zunéchst keiner definierten Subpopulation zugeordnet werden, wurden aber

aufgrund ihrer guten Férbeeigenschaften in der Durchflusszytometrie weiter untersucht.

Diese Einteilung wird durch Messergebnisse bestétigt, die das Verhalten der Antikorper vor
und nach dreitadgiger Stimulation von Peripheren Blutleukozyten mit 10ug Concanavalin A
pro ml Medium beschreiben (Tabelle 4.3):

Der Prozentsatz an Anti-CD4-, mAk 4-13-, 4-58- und 5-50-positiven Zellen steigt an,
waéahrend B-Lymphozyten, markiert durch einen Anti-1g-Pferd-FITC-Antikorper, weitgehend
aus der Kultur verschwunden sind. Dementsprechend sinken die Prozentsatze positiver Zellen
far die Klone in Gruppe 2. Die Gruppe 3 bleibt konstant bei 100%. Die Antikorper der Klone
4-3, 4-39 und 5-21 verhalten sich dhnlich wie die der Klone in Gruppe 2.

Tabelle 4.3: Periphere Blutleukozyten vor und nach Stimulation mit ConA

Prozent positive Zellen Prozent positive Zellen
mAK Tag 0 Tag 3 mAK Tag 0 Tag 3
CD4 38 58 anti-lg-Pfd 34 6
4-13 36 91 1-19 31 6
4-58 58 99 2-52 32 5
5-50 38 99 4-36 31 6
4-55 29 5
6-39 30 5
6-5 100 100 4-3 32 10
6-17 100 100 4-39 20 10
5-21 36 3
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Im néchsten Schritt wurde Uberpriift, ob die Beschichtung von 96-Lochplatten mit den Uberstanden

der Klone die Proliferation von Peripheren Blutleukozyten beeinflusst (Tabdle 4.4):

Bel dreé verschiedenen Pferden wurde die deutlichste Steigerung mit einem Stimulationsindex (Sl)
von durchschnittlich 7,9 bel Klon 4-58 gemessen. Das entspricht einem 7,9 mal starkeren Wachstum
als bel Zelen in Standardmedium in unbeschichteten Kavitéten. In einem Fall wurde sogar der
Stimulationsindex der Positivkontrolle (Zellen in Standardmedium mit Zusatz von 10,0 pg/mi

Concanavalin A) um das Zweifache uUbertroffen. Bei alen anderen Uberstdnden konnte keine

konstante, deutliche Beeinflussung der Proliferation nachgewiesen werden.

Tabelle 4.4: Proliferationsassays mit PBL

Assay-No.: 39 41 53
mAKk SI(MW)| SI Stabw (SI)| SI Stabw (SI)| SI Stabw (SI)
Medium 1,0 1,0 0,6 1,0 0,2 1,0 0,4
ConA (10 yg/ml) | 22,2 |51,4 24,6 5,8 0,9 9,4 7,0
1-19 19 1,9 0,4
4-3 2,7 2,7 15
4-13 15 2,5 15 0,9 0,4 1,0 0,1
4-18 2,1 2,1 1,3
4-36 2,1 1,7 1,1 2,7 0,6 1.8 0,3
4-39 1,6 15 1.4 2,2 0,2 1,2 0,6
4-55 2,0 2,2 15 1,6 0,2 2,3 0,2
4-58 7,9 4,0 15 12,6 1,1 7,1 3,0
5-17 3,6 5,5 3,9 2,7 0,7 2,5 0,3
5-47 2,4 3,1 1,9 2,6 0,4 15 0,4
5-50 1,1 0,8 0,2 0,7 0,1 1.8 0,8
5-80 3,1 4,9 0,4 2,6 0,2 1.8 0,7
6-5 2,4 2,8 1.4 2,3 0,4 2,1 0,2
6-17 3,3 |46 2,1 2,5 0,3 2,8 0,6
6-24 3,0 5,6 0,9 2,8 0,4 0,8 0,8
6-39 15 1,6 1,0 1,2 0,4 1,6 0,8

SI: Stimulationsindex

STAB (SI): Standardabweichung des Stimulationsindex

S| (MW) : Arithmetisches Mittel der Stimulationsindices

Jeder Antikérper wurde jeweils in 3-fach-Ansétzen, die Kontrollen (Zellen mit Medium und Zellen,

stimuliert mit Concanavalin A) in jeweils 9 Kavitaten untersucht.

46




4 Ergebnisse

Mit Hilfe der Immunprazipitation wurde versucht Molekilmasse und Anzahl der Molekile zu
bestimmen, an die die monoklonalen Antikorper 4-13 und 4-58 binden (vgl. Abbildung 4.2).
Da die Banden verhdltnismaRig breit sind und zuverldssige Kontrollen fehlen, kénnen die
Molekulargewichte im Verhaltnis zum Marker nur grob abgeschétzt werden. Die Ergebnisse

miissen daher als vorlaufig gelten und kénnen nur einen groben Uberblick geben.

MR reduziert nicht reduziert
(kDa) 4-13 4-58 4-13 4-58

200

Abbildung 4.2: Immunprézipitation mAk 4-13 und mAk 4-58
Mittels Immunprazipitation wurden die Molekilmassen (MR) der Proteine bestimmt (in kDa), an die die

Antikorper 4-13 und 4-58 binden. In der linken Hélfte wurden die Proteine vor dem Auftragen auf das
SDS-Gel mit Hilfe von Mercaptoethanol reduziert.
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Die Prazipitation mit dem Antikorper 4-13 ergab fur die reduzierte Probe drei Banden im
Bereich von 100 kDa, 69 kDa und 35 kDa. Ohne Reduktion der Moleklle waren Banden bei
etwa 35 kDa, 100 kDa und 200 kDa zu sehen.

Fur den mAKk 4-58 lassen sich fur die Probe, die mit Mercaptoethanol reduziert wurde, vier
Banden abgrenzen. Die Molekilgewichte liegen in etwa bel 35 kDa, 46 kDa, 69 kDa und 100
kDa. Die nicht reduzierte Probe lasst Molekulargewichte von etwa 35 kDa, 130 kDa und 200
kDa vermuten.

In den folgenden Kapiteln werden die wichtigsten Klone einzeln charakterisiert.
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42 MAKkK 4-13

Der monoklonale Antikorper 4-13 bindet nach Analysen im FACScan im Mittel an 73% aller
Peripheren Blutlymphozyten, 6% aller Granulozyten, 50% der Leukozyten im Lymphknoten
und 57% der Intestinalen Intragpithelialen Leukozyten. An Epithelzellen und Zellen der
Zelllinie EqT8888 erfolgt keine Bindung. Dagegen erkannte der Antikdrper 90% der Zellen
eines equinen Lymphoms. MAk 4-13 gehdrt zur Immunglobulinsubklasse 1gG1 (vgl. Tabelle
A.3) und fordert nicht die Stimulation von Leukozyten (vgl. Tabelle 4.4).

Der Anteil der zytometrisch positiven Peripheren Blutlymphozyten steigt nach dreitégiger
Stimulation mit Concanavalin A von 36% auf 91% an (vgl. Tabelle 4.3).

Um genauere Ergebnisse mit diesem Antikorper zu erhalten, wurde er Uiber eine G-Sepharose-
Séaule gereinigt, auf eine Dichte von 1 mg/ml eingestellt und biotinyliert. Dadurch waren
qualitativ hochwertige Analysen im FACscan, insbesondere bei Doppelfarbungen moglich.
Durch Titration wurde ermittelt, dass eine Verdiinnung von 1:3000 fur den gereinigten und

eine Verdiinnung von 1:500 fir den biotinylierten Antikorper die besten Ergebnisse liefern.

Mit Hilfe des biotinylierten Antikorpers wurden eine Reihe von Zwei-Farben-
Immunfluoreszenzanalysen durchgefihrt. Es werden einige charakteristische Daten

présentiert:

Bei der Verwendung von Lymphknoten-Leukozyten (vgl. Abbildung 4.3) ist eine sehr gute
Trennung der mAk 4-13-positiven Population (35%) von der Population der B-Zellen (52%)
zu erkennen, die mit einem Anti-lg-Pferd-FITC-Antikorper ermittelt wurde. Nur 5% der
Leukozyten waren doppelt positiv. 8% der Zellen wurden von keinem Antikorper angefarbt.
Ahnliche Ergebnisse ergab die Analyse der Antikorper 1-19 und 6-39. Hier wurden 4% bzw.
3% der Zellen von beiden Antikorpern markiert, 38% bzw. 37% aler Zellen gingen lediglich
eine Bindung mit mAKk 4-13 ein und 43% bzw. 29% der Lymphozyten waren nur fir den
jewells zweiten monoklonalen Antikdrper positiv. Die Doppelfarbung mit einem Marker fir
CD4-positive Zellen ergab eine doppelt positive Population von 21%, wahrend 16% aller
Zellen ausschliefdlich vom mAk 4-13 angeférbt wurden. Nur 3% der Zellen besal3en das CD4-

Antigen, ohne auch gleichzeitig von mAKk 4-13 erkannt zu werden.
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Mak 4-13 erkannte eine klare Subpopulation der mAk 6-5-positiven Zellen (38%) und bildete
keine klaren Subpopulationen mit dem mAk 4-39 aus.

Die Abbildung 4.4 zeigt die Ergebnisse von Zweli-Farben-lmmunfluoreszenzanalysen mit
Peripheren Blutleukozyten:

Die B-Zellen (32%) lief3en sich klar von den mAk 4-13-positiven (45%) abgrenzen. Nur 2%
der Zellen waren doppelt positiv. Auch die Farbung mit dem mAk 1-19 zeigte eine &hnliche
Verteilung der Populationen. Hier waren 1% doppelt positiv, mit mAk 4-13 konnten 42% der
Zellen und mit mAKk 1-19 39% der Zellen angeféarbt werden.

Im Gegensatz zu den Messungen bei Lymphknoten-Leukozyten gab es eine sehr deutliche
Population von Zellen, die CD4 positiv waren (16%), ohne auch durch mAk 4-13 erkannt zu
werden. 24% der Zellen besal3en beide Epitope und 13% wurden nur durch mAk 4-13 gefarbt.
Strukturen, an die die monoklonalen Antikérper 4-58 und 6-5 binden, befanden sich auf 96%
bzw. 89% aller Zellen. 43% bzw. 45% waren gleichzeitig fir mAk 4-13 positiv. Nur 1% bzw.
4% wurden ausschlief3lich von mAk 4-13 erkannt.
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Abbildung 4.3: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von Lymphknoten-Leukozyten (mAk 4-13)

Die Daten wurden als Dotplot dargestellt. Die X- bzw. Y-Achse sind jeweils das MaR fir die Intensitat
der Fluoreszenz im grinen (FL1, X-Achse) bzw. im roten Bereich (FL2, Y-Achse).
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Abbildung 4.4: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAKk 4-13)

Des Weiteren wurden Doppelfarbungen auf |EL durchgefthrt (vgl. Abbildung 4.5):

Aufféllig ist, dass sich im Darmepithel so gut wie keine B-Lymphozyten befinden. Die
Fluoreszenzdaten, sowohl des Antikorpers gegen Immunglobuline des Pferdes, als auch von
Antikdrpern wie mAk 4-36, Uberstiegen nicht die der Negativkontrolle mit PBS.

CD4-positive Zellen im IEL (13%) sind ausschliefdlich auch fur mAk 4-13 positiv. 46% aller
Zellen wurden dabei nur durch mAk 4-13 angeférbt. Die Anzahl der rein CD4-positiven
Zellen lag wiederum im Bereich der Negativkontrolle (2%).

Waurden Zellen mit den Antikdrpern 4-13 und 4-58 geférbt, so waren 39% der Zellen doppelt
positiv, 19% wurden nur durch mAk 4-13 und 5% nur durch mAk 4-58 erkannt.

Der monoklonale Antikorper 6-5 hatte in diesem Fall nur an 83% der Zellen gebunden. Alle
Zellen, die von mAk 4-13 markiert worden waren, hatten auch ein Epitop fir mAk 6-5.
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Abbildung 4.5: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von IEL (mAk 4-13)
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4.3 MAKkK 4-58

Durchflusszytometrische Untersuchungen haben ergeben, dass mAk 4-58 im Mittel an 78%
aller Peripheren Blutlymphozyten und 5% aller Granulozyten in der Blutbahn, an
durchschnittlich 49% der Leukozyten in Lymphknoten und in Préparationen von Intestinalen
Intragpithelialen Leukozyten an 53% der Zellen bindet. Epithelzellen des Diinndarms erkennt
der Antikorper ebenso wenig, wie Zellen der Zelllinie EQT8888. Bei der Untersuchung eines
Equinen Lymphoms waren 70% der Zellen positiv.

MAK 4-58 gehort der Immunglobulinsubklasse IgG2aan (vgl. Tabelle A.3).

Durch eine dreitégige Stimulation mit Concanavalin A konnte der mAk 4-58-positive Anteil
der Zellen von 58% auf 99% gesteigert werden (vgl. Tabelle 4.3).

Der Antikorper wurde nach Aufreinigung Uber eine G-Sepharose-Saule auf eine
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. In der |mmunfluoreszenzanalyse konnten die besten

Ergebnisse bel einer Verdinnung von 1:200 erzielt werden.

Wie in der Ubersichtstabelle 4.4 zu erkennen ist, regt der Antikorper 4-58 Leukozyten zur
Proliferation an. In drei Experimenten mit Peripheren Blutleukozyten wurden
Proliferationsindices von 4,0, 12,6 und 7,1 bei Standardabweichungen von 1,5, 1,1 und 3,0

gemessen, woraus sich ein durchschnittlicher Stimulationsindex von 7,9 errechnen l&sst.

Um die Ergebnisse zu spezifizieren, wurde in einer weiteren Versuchsreihe der gereinigte
mAK 4-58 titriert und die Proliferation von Peripheren Blutleukozyten bei zwei Pferden (Pferd
1, Pferd 2) und von Leukozyten aus dem Lymphknoten eines weiteren Pferdes (Pferd 3)

gemessen. Abbildung 4.6 zeigt die graphische Darstellung der Titrationskurven.

Waéhrend die Stimulation im Bereich zwischen 2,0ug und 0,1ug Antikdrper innerhalb eines
Probanden nahezu gleich blieb und durchwegs mehr als das Doppelte der Concanavalin A-
Kontrolle betrug, zeigte sich spétestens ab einer Konzentration von 0,05ug ein deutlicher
Rickgang der Proliferation, die bei 0,01ug Antikorper pro Kavitdt nur noch bel Pferd 3
nachweisbar war. Die Stimulation der Lymphknoten-Lymphozyten durch Concanavalin A
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war deutlich schwécher, als bei den Leukozyten aus der peripheren Blutbahn. Dagegen war
die Stimulation durch den Antikorper bei Pferd 3 deutlich hoher als bei den Pferden 1 und 2.
Die genauen Zahlen finden sich in der Tabelle A.4 in Anhang A.

Titration mAk 4-58 (Vergleich)

50,0 -

45,0 ~

40,0 ~
350
)
% 30,0 -
.E @ Pferd 1
g 25,0 Pferd 2
z Pferd 3
S 20,0
£
) B

15,0 - |

10,0 - %ﬁ

0,0 -

ConA 2,0 1,0 0,5 0,2 0,1 0,05 0,02 0,01
Hg mAK

Abbildung 4.6: Proliferation von Leukozyten nach Stimulation mit mAk 4-58

Wahrend auf der X-Achse die Verdinnung des monoklonalen Antikérpers von 2,0 ug bis 0,01 ug pro
Kavitat in log2-Schritten, sowie der Vergleich zur Stimulation mit Concanavalin A (ConA) aufgetragen
ist, zeigt die Y-Achse die jeweiligen Stimulationsindices, sowie die dazugehoérigen Standard-
abweichungen. Pro Kavitat wurden 2x10° Zellen pipettiert. Von den Pferden 1+2 wurde PBL, von
Pferd 3 Lymphknoten-Leukozyten verwendet.

55



4 Ergebnisse

In einem weiteren Experiment wurden Periphere Blutleukozyten eine Woche in einer
Kulturschale, die mit mAk 4-58 beschichtet war, bei 37°C inkubiert. Dann wurden diese
Zellen auf beschichtete und unbeschichtete Kavitéten einer 96-Lochplatte verteilt. Wie
Tabelle 4.5 zeigt, war das Wachstum der Zellen in beschichteten Kavitédten um den Faktor
6,6, bzw. nach einer Vorbeschichtung der Vertiefungen mit Anti-lg-Maus-Antikorper, um den
Faktor 5,5 hoher, als das der Zellen ohne erneuten Zusatz von mAKk. Mikroskopische
Untersuchungen zeigten, dass Periphere Blutleukozyten ohne jegliche Stimulation nach dieser
Zeit abgestorben waren.

Tabelle 4.5: Proliferationsassay No. 60 (mAk 4-58-stimulierte Zellen mit/ohne erneuter Stimulation)

Sl |STABW (SI)
Zellen+Medium 1,0 0,7
mAKk 4-58 (1:200) 6,6 1,7
a-lg-Maus-mAk + mAk 4-58 (1:200) 55 0,9

Als néchstes wurde die mMRNA von schockgefrorenen nativen, SEB-stimulierten und mAk
4-58-stimulierten Peripheren Blutleukozyten mittels PCR untersucht, um die Produktion
verschiedener Zytokine zu Uberprifen. Abbildung 4.7 zeigt das Agarosegel dieses Versuchs.
Die Proben der unstimulierten Zellen und der mit mAk 4-58-stimulierten Zellen stammten aus
Vollblut eines Pferdes, die SEB-stimulierten Zellen aus dem eines zweiten. Die
unstimulierten Leukozyten wurden direkt nach der Gewinnung tiefgektihlt, die anderen Zellen
10 Tage lang stimuliert.

Bei allen drei Proben ergibt der Primer fir Aktin als Positivkontrolle eine spezifische Bande,
die Negativkontrollen ohne Primer zeigen keine Banden. Aus unstimulierten Peripheren
Blutleukozyten konnte weder mRNA fUr Interleukin-2 (IL-2), noch fur Interleukin-4 (1L-4),
Interferon gamma (INFy) und Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) nachgewiesen werden.

In Blutleukozyten werden nach Stimulation mit SEB alle vier untersuchten Zytokine
produziert. Im Agarosegel liefsen sich mit Hilfe der spezifischen Primer Banden bel 220
Basenpaaren fUr Interleukin-2, bei 270 Basenpaaren fur Interleukin-4, bei 265 Basenpaaren
fr Interferon gammaund bei 240 Basenpaaren fiur Tumor-Nekrose-Faktor alpha nachweisen.
Wurden die Zellen in Petrischalen kultiviert, die mit dem monoklonalen Antikorper 4-58
beschichtet waren, ergab die Untersuchung ein postives Ergebnis fur Interleukin-4 (270

Basenpaare) und I nterferon gamma (265 Basenpaare).
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unstimulierte Zdlen mAKk 4-58-stimuliert SEB-stimuliert
Abbildung 4.7:

Nachweis der m-RNA verschiedener Zytokine in stimulierten und unstimulierten Zellen mittels PCR

Mit spezifischen Primern wurde mittels PCR nach der mRNA verschiedener Zytokine gesucht, die in
mAKk-4-58-stimulierten Peripheren Blutleukozyten auftreten. Als Positivkontolle wurden Primer fir B-
Aktin genutzt. Fir die Negativkontrolle wurde kein Primer hinzugefligt. Der Marker zeigt alle 100
Basenpaare eine Bande. Unstimulierte Zellen bilden keine mRNA der untersuchten Zytokine, in SEB-
stimulierten Zellen lassen sich alle 4 Zytokine nachweisen.
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Zweli-Farben-1mmunfluoreszenzanalysen (Abbildung 4.8), in diesem Fall mit Leukozyten aus
dem Lymphknoten, helfen das Bindungsverhalten des mAk 4-58 weiter einzuordnen:

Die B-Lymphozyten, markiert durch einen Anti-l1g-Pferd-FITC-Antikdrper, machten etwa
66% der Zellen aus. 8% aller Zellen wurden auf3erdem durch mAk 4-58 gebunden. 21% der
Lymphozyten waren nur fir mAk 4-58 positiv. 15% der Lymphozyten konnten von keinem
der beiden Antikorper erkannt werden.

Die Doppelfarbung mit einem anti-CD4-Antikorper zeigte, dass 16% der Zellen von beiden
Antikdrpern gebunden wurden. 9% aller Zellen waren ausschlief3lich fir mAk 4-58 und 5%
aller Zellen ausschliefdlich CD4-positiv.

Eine Analyse mit dem mAk 6-39 ergab eine doppelt positive Population von 11%, wahrend
15% der Zellen nur von mAk 4-58 geféarbt wurden. Der grofdte Tell der Zellen liefd sich nur
durch mAKk 6-39 (45%) oder gar nicht (29%) anfarben.

Wurde der mAk 4-13 als zweiter AntikOrper verwendet, so ergab sich eine gut abgesetzte
doppelt positive Population von 26%, gegenuber einer weiteren klaren Population
ausschliefdlich mAK 4-13 positiver Zellen (8%) und einer schlecht abgesetzten 5% starken

Population von Zellen, die nur von mAKk 4-58 erkannt wurden.
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Abbildung 4.8: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von Lymphknoten-Leukozyten (mAk 4-58)
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4.4 MAKkK 5-50

In zytometrischen Untersuchungen bindet der, zur Immunglobulinsubklasse 1gG1 gehorende,
monoklonale Antikdrper 5-50 durchschnittlich an 50% der Peripheren Blutlymphozyten und
5% der Granulozyten. Im Lymphknoten reagieren im Mittel 30%, unter den Intestinalen
Intragpithelialen Leukozyten 37% positiv. Zellen der Zelllinie EQT8888 kodnnen nicht,
Epithelzellen im Darm koénnen nur zu 1% angeférbt werden. Bei der Untersuchung eines
Equinen Lymphoms konnte der Antikdrper an 84% der Zellen binden (vgl. Tabelle A.3).

In einer Zellpopulation von Peripheren Blutlymphozyten wurden vor der Stimulation mit
Concanavalin A mit Hilfe der Durchflusszytometrie ein mAk 5-50-positiver Anteil von 38%,

nach der dreitdgigen Stimulation ein Anteil von 99% ermittelt (vgl. Tabelle 4.3).

Untersuchungen mit Hilfe der Zwei-Farben-Durchflusszytometrie mit Peripheren
Blutlymphozyten fuhren zu folgenden Ergebnissen (vgl. Abbildung 4.9):

Die Doppelfarbungen mit den monoklonalen Antikdrpern 6-39 und 4-55 ergaben jeweils sehr
ahnliche Bilder. Wéahrend nur 3% bis 5% der Zellen als doppelt positiv einzuordnen waren,
liefen sich gut abgegrenzte Populationen von ausschliefdlich mAk 5-50-positiven (oberer
linker Quadrant), bzw. mAk 6-39- oder mAk 4-55-positiven Zellen (unterer rechter Quadrant)
erkennen. Nur ein geringer Prozentsatz zwischen 3% und 13% war keinem der Antikorper
zuzuordnen.

Auch mAKk 1-19 zeigt eine dhnliche Verteilung: Nur 5% der Zellen besal3en Bindungsstellen
fir beide Antikorper, 47% der Zellen konnte nur mAk 1-19 anféarben, 33% wurden
ausschliefdlich von mAk 5-50 erkannt und 16% der Zellen waren fur beide Antikorper negativ.
Verwendete man mAk 4-13 als zweiten Antikdrper, so waren 41% der Zellen fir beide
Antikdrper positiv. Nur 13% (mAk 5-50), bzw. 7% (mAk 4-13) lief3en sich nur von einem
Antikorper anfarben.
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Abbildung 4.9: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAk 5-50)
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45 MAKkK 1-19

Der monoklonale Antikorper 1-19 bindet nach Analysen im FACScan im Mittel an 23% aller
Peripheren Blutlymphozyten und 13% der Granulozyten. 32% der Leukozyten im
Lymphknoten eines Pferdes werden durchschnittlich angeférbt und 15% der Intestinalen
Intragpithelialen Leukozyten als positiv erkannt. Allerdings bindet er auch an 76% der
Intestinalen Epithelzellen. Milzzellen lassen sich zu 21% anféarben. Nur an 1% der Zellen der
Zelllinie EqT8888 und an 5% der Zellen eines Equinen Lymphoms lief3 sich eine Bindung
nachweisen. MAk 1-19 gehort zur Immunglobulinsubklasse IgG1 (vgl. Tabelle A.3).

Nach Stimulation von Peripheren Blutlymphozyten mit Concanavalin A sank der Anteil der
durchflusszytometrisch anfarbbaren Lymphozyten innerhalb von 3 Tagen von 31% auf 6%
(vgl. Tabelle 4.3).

Um die Genauigkeit der Ergebnisse zu verbessern, wurde der Antikorper mit Hilfe einer G-
Sepharose-Saule gereinigt, auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und biotinyliert.
Die besten Ergebnisse im FACScan lassen sich jeweils bei einer Verdinnung von 1:500
erzielen.

Mit Hilfe des biotinylierten monoklonalen Antikdrpers gelang eine Reihe von Zwei-Farben-
I mmunfluoreszenzanalysen. Abbildung 4.10 zeigt die Ergebnisse einer Doppelfarbung mit
Peripheren Blutlymphozyten:

Demnach waren 57% der Zellen durch den Antikorper anférbbar. Bei der Gegenfarbung mit
einem Anti-1g-Pferd-FITC-Antikorper waren 46% der Lymphozyten fur beide Antikorper
positiv, weitere 14% lediglich fir den gegen das equine Immunglobulin gerichteten
Antikorper. 1% der Zellen wurden ausschlief3dlich durch mAKk 1-19 und 39% durch keinen der
beiden Antikorper gebunden.

Der Vergleich mit einem Anti-CD4-Antikorper ergab, dass nur 1% der Lymphozyten mit
beiden Antikdrpern reagierten, wéhrend drei gut abgesetzte Populationen von mAk 1-19-
positiven Zellen (41%), CD4-positiven Zellen (23%) und nicht angeféarbten Zellen (35%)
erkennbar waren.

Die Doppelfarbung mit den monoklonalen Antikorpern 4-13 und 5-50 lieferten dhnliche
Ergebnisse: Es reagierten jeweils nur 4% bzw. 5% der Lymphozyten mit beiden Antikérpern
und 14% bzw. 16% der Zellen mit keinem Antikorper. Ausschliefdlich von mAk 1-19 lief3en
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sich 62% bzw. 47% der Lymphozyten anférben, wahrend mit dem jeweils anderen Antikorper
21% bzw. 33% positiv reagierten.

Messungen mit den monoklonalen Antikdrpern 4-36 und 6-39 ergaben ebenfalls dhnliche
Ergebnisse. Knapp die Hélfte der Zellen war durch beide Antikdrper anfarbbar (47% bzw.
49%). Die meisten Ubrigen Zellen (46% bzw. 39%) waren fur alle verwendeten Antikorper
negativ. 5% der Zellen waren nur fir mAKk 4-36, 11% der Zellen nur fir mAk 6-39 positiv.
3% bzw. 1% der Lymphozyten wurden ausschlief3lich durch mAk 1-19 angefarbt.

Mit dem monoklonalen Antikorper 6-5 reagierten 98% aller Zellen. In der Doppelférbung
waren 47% aulerdem fur mAKk 1-19 positiv. Die doppelt positiven Zellen hatten eine

geringere Fluoreszenz im Kanal FL1 als die einfach positiven Zellen.
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46 MAKkK 6-39

MAK 6-39 gehort zur Immunglobulinsubklasse 1gG2a. Der Antikdrper bindet bei
zytometrischen Analysen im FACScan durchschnittlich an 28% aller Peripheren
Blutlymphozyten und 5% der Granulozyten. Im Mittel werden 26% der Leukozyten im
Lymphknoten eines Pferdes angefarbt und 10% der Intestinalen Intragpithelialen Leukozyten
als positiv erkannt. Der Antikorper zeigt bei 86% der Intestinalen Epithelzellen ein positives
Ergebnis. Zellen der Zelllinie EQT8888 werden nicht gebunden und nur an 3% der Zellen
eines Equinen Lymphoms lief3 sich eine Bindung nachweisen (vgl. Tabelle A.3).

Nach Stimulation von Peripheren Blutlymphozyten mit Concanavalin A sank der Anteil der
durchflussytometrisch anférbbaren Lymphozyten innerhalb von drei Tagen von 30% auf 5%
(vgl. Tabelle 4.3).

Um die Genauigkeit der Untersuchungen zu verbessern, wurde der Antikdrper mit Hilfe einer
G-Sepharose-Saule gereinigt, auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt und biotinyliert.
Fir die Immunfluoreszenzanalyse eignen sich Verdinnungen von 1:50 mit dem gereinigten

Antikdrper bzw. von 1:100 mit dem biotinylierten Antikorper besonders gut.

Mit Hilfe des biotinylierten monoklonalen Antikdrpers wurde eine Reihe von Zwei-Farben-
I mmunfluoreszenzanalysen durchgefihrt. Abbildung 4.11 zeigt die Ergebnisse einer
Doppelfarbung mit Peripheren Blutlymphozyten:

44% der Zellen waren durch den Antikorper anfarbbar. Bel der Gegenférbung mit einem
Anti-1g-Pferd-FITC-Antikorper waren 42% der Lymphozyten fir beide Antikorper positiv,
weitere 9% ausschliefdlich fur den Kontrollantikdrper. 2% der Zellen wurden ausschliefdlich
durch mAKk 6-39 und 48% durch keinen der beiden Antikorper gebunden.
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Abbildung 4.11: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAk 6-39)
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Beim Vergleich mit einem Anti-CD4-Antikorper reagierten 3% der Lymphozyten mit beiden
Antikorpern, wahrend 31% der Lymphozyten nur CD4-positiv waren, 48% sich
ausschliefdlich von mAk 6-39 anférben lief3en und eine Population von 18% fir beide
Antikorper negativ blieb.

Die Doppelfarbungen mit den monoklonalen Antikdrpern 4-13 und 5-50 lieferten dhnliche
Ergebnisse: Jeweils reagierten nur 2% der Lymphozyten mit beiden Antikérpern und 14%
bzw. 6% der Zellen mit keinem Antikorper. Ausschliefdlich von mAk 6-39 lief3en sich 62%
bzw. 47% der Lymphozyten anférben, wahrend mit dem jeweils anderen Antikorper 37%
bzw. 50% positiv reagierten.

Wiederum ahnliche Ergebnisse ergab der Vergleich mit den monoklonalen Antikorpern 4-36
und 1-19. 19% bzw. 23% waren durch beide Antikorper anfarbbar. Zusatzlich waren 6% bzw.
15 % fur mAk 4-36 bzw. mAk 1-19 alleine positiv. Die meisten tbrigen Zellen (71% bzw.
54%) waren fur alle verwendeten Antikorper negativ. 4% bzw. 1% der Lymphozyten wurden
ausschliefdlich durch mAk 6-39 angefarbt.

Mit dem monoklonalen Antikorper 6-5 reagierten 98% aller Zellen. In der Doppelférbung
waren 47% aul3erdem fur mAk 6-39 positiv. Die doppelt positiven Zellen zeigten im Kanal
FL1 durchwegs eine geringere Fluoreszenz als die Lymphozyten, die nur von mAKk 6-5

markiert worden waren.
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4.7 MAk 2-52

Der monoklonale Antikdrper 2-52 farbt bei Untersuchungen im FACScan durchschnittlich
23% aller Peripheren Blutlymphozyten und 6% der Granulozyten. Im Mittel bindet der
Antikdrper an 12% der Leukozyten im Lymphknoten, an 6% der Intestinalen Intragpithelialen
Leukozyten und an 26% der Milzzellen. Intestinale Epithelzellen werden ebenso wenig
angeféarbt, wie Zellen der Zelllinie EQT8888. An 5% der Zellen eines Equinen Lymphoms lief3
sich eine Bindung nachweisen. MAK 2-52 gehort zur Immunglobulinsubklasse 1gG2b (vgl.
Tabelle A.3).

Nach Stimulation von Peripheren Blutlymphozyten mit Concanavalin A sank der Anteil der

im Durchflusszytometer positiven Lymphozyten von 32% auf 5% (vgl. Tabelle 4.3).

Zweli-Farben-lmmunfluoreszenzanalysen konnten mit Hilfe von FITC-markierten und
biotinylierten  Antikorpern, sowie Antikorpern anderer Immunglobulinsubklassen
durchgeftihrt werden. Es stellte sich heraus, dass mit diesem Antikorper kaum gut abgesetzte
Populationen dargestellt werden konnten.

Abbildung 4.12 zeigt die Ergebnisse einer Doppelfarbung mit dem biotinylierten Antikorper
mAK 4-13 und mAk 4-55 mit PBL.

Die Doppelfarbung mit mAk 4-13 ergab drei grof3e Populationen von 34% (mAk 4-13
positiv), 49% (mAKk 2-52-positiv) und 15% (doppelt negativ) und nur 2% Lymphozyten, die
mit beiden Antikorpern eine Bindung eingingen.

Bei der Verwendung von mAKk 4-55 als zweiten Antikorper, lief3en sich die Zellen weitgehend
in doppelt positive (43%) und doppelt negative Zellen (45%) aufteilen.
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Abbildung 4.12: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAk 2-52)
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4.8 MAKkK 4-36

Mit dem monoklonalen Antikdrper 4-36, der zur Immunglobulinsubklasse 1gG1 gehort,
konnen durchflusszytometrisch durchschnittlich 25% aller Peripheren Blutlymphozyten und
16% der Granulozyten markiert werden. Im Mittel bindet der AntikGrper an 23% der
Leukozyten im Lymphknoten, sowie an 13% der Intestinalen Intragpithelialen Leukozyten.
Auf 24% der intestinalen Epithelzellen werden Epitope erkannt. Fir Zellen der Zelllinie
EqT8888 und Zellen eines Equinen Lymphoms war mAk 4-36 negativ (vgl. Tabelle A3).
Nach Stimulation von Peripheren Blutlymphozyten mit Concanavalin A war die Tendenz der
im Durchflusszytometer positiven Lymphozyten sinkend (innerhalb von drei Tagen von 31%
auf 6%, vgl. Tabelle 4.3).

Bei Zwel-Farben-lmmunfluoreszenzanal ysen lieferten die biotinylierten Antikorper mAKk
1-19, mAk 4-13 und mAKk 6-39 mit Peripheren Blutlymphozyten eindeutige Ergebnisse (vgl.
Abbildung 4.13).

Bei der Doppelfarbung mit mAk 1-19 wurden die Zellen weitgehend in eine fir beide
Antikdrper negative Population mit 46% und eine doppelt positive Population mit 47%
unterteilt. Nur einzelne Zellen wurden nur durch einen einzigen Antikorper markiert (3%
bzw. 5%).

Ein dhnliches Bild zeigte sich bel der Gegenfarbung mit mAk 6-39: Doppelt positiv waren
19% der Lymphozyten. Weitere 4% befanden sich im linken oberen Quadranten, in dem die
ausschliefdlich mAk 6-39-positiven Zellen zu sehen sind. 6% der Zellen wurden nur durch
mMAK 4-36 markiert. 71% der Zellen lief3en sich gar nicht anfarben.

Wurde mAKk 4-13 als zweiter Antikorper verwendet, so waren drei Populationen zu erkennen:
29% der Zellen erkannte der Antikorper 4-36, 47% der Zellen wurden durch mAKk 4-13
markiert und 23% waren fur beide Antikorper negativ. Nur 1% der Zellen befanden sich im
rechten oberen Quadranten fur doppelt positive Zellen.
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Abbildung 4.13 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAKk 4-36)
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49 MAKkK 4-55

An 15% der Peripheren Blutlymphozyten und 3% der Granulozyten bindet der monoklonale
Antikbrper  4-55 (Immunglobulinsubklasse 1gG2a) durchschnittlich  in durchfluss-
zytometrischen Untersuchungen. Lymphknotenlymphozyten werden im Mittel zu 14%
erkannt und unter den Intestinalen Intragpithelialen Leukozyten sind durchschnittlich 6%
positiv. Zellen der Zelllinie EqT8888 und Epithelzellen im Darm kénnen nicht angefarbt
werden. Bei der Untersuchung eines Equinen Lymphoms war der Antikorper bei 4% der
Zellen positiv (vgl. Tabelle A.3).

In einer Zellpopulation von Peripheren Blutlymphozyten wurden vor der Stimulation mit
Concanavalin A mit Hilfe der Durchflusszytometrie ein mAk 4-55-positiver Anteil von 29%,

nach dreitégiger Stimulation ein Anteil von 5% ermittelt (vgl. Tabelle 4.3).

Untersuchungen mit Hilfe der Zwei-Farbendurchflusszytometrie mit Peripheren

Blutlymphozyten fihren zu folgenden Ergebnissen (vgl. Abbildung 4.14):

Bei Doppelfarbungen mit mAk 4-55 waren sehr schon abgesetzte Populationen zu sehen.

Der Vergleich mit einem Anti-CD4-Antikorper zeigte, dass CD4-positive Zellen, hier 35%,
nicht auch gleichzeitig von mAk 4-55 markiert wurden (1% im oberen rechten Quadranten).
39% der Lymphozyten trugen ein Antigen, dass von diesem Antikorper erkannt wurde,
wahrend 25% flr beide Antikorper negativ waren.

Ahnliche Ergebnisse erbrachten Doppelfarbungen mit den monoklonalen Antikorpern 4-13
und 5-50: 51% der Zellen konnten lediglich von mAk 4-13 markiert werden, 1% war
zweifach positiv und 40% zeigten ein positives Ergebnis fur mAk 4-55. Eine kleine
Population von 8% lief sich mit keinem der beiden Antikorper anfarben.

Von mAk 5-50 wurden 39% der Zellen gebunden, von mAk 4-55 50% der Zellen. Zusétzlich
waren 6% der Lymphozyten fur beide Antikorper positiv. Weitere 5% reagierten mit keinem
Antikorper.

Wurde mAKk 6-39 als zweiter Antikorper eingesetzt, so waren die Lymphozyten weitgehend in
zwei Populationen eingeteilt: 50% waren fur beide Antikorper negativ und mindestens 41%
waren fUr beide positiv, wobei weitere 10% nicht klar abgegrenzt im linken oberen

Quadranten der ausschliefdlich mAk 6-39-positiven Zellen lagen.
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Abbildung 4.14: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von PBL (mAk 4-55)
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4.10 MAK 6-5und mAKk 6-17

Mit Hlife der Immunfluoreszenzanalyse wurde ermittelt, dass mAk 6-5 im Mittel an 76% der
Peripheren Blutlymphozyten und 62% der Granulozyten bindet, Lymphknotenlymphozyten
im Mittel zu 74% positiv sind und Intestinale I ntragpithelialen L eukozyten durchschnittlich zu
81% erkannt werden. Zellen der Zelllinie EqQT8888 und Epithelzellen im Darm kdnnen nicht
bzw. nur zu 4% angeférbt werden. Bei der Untersuchung eines Equinen Lymphoms reagierten
alle Zellen mit dem Antikorper. Die Immunglobulinsubklasse des Antikorpers ist 1gG1 (vgl.
Tabelle A.3).

Fur den monoklonalen Antikorper 6-17, der der Immunglobulinsubklasse 1gG2a angehort,
wurden vergleichbare Werte ermittel. Periphere Blutlymphozyten werden durchschnittlich zu
89%%, die Granulozyten zu 78% erkannt, Lymphozyten aus Lymphknoten zu 98% und
Intragpitheliale Dunndarmleukozyten zu 94% angefarbt. An die Zellen eines
Lymphknotentumors erfolgte die Bindung des Antikorpers zu 100%. Die Zelllinie EQT8888
war fur mAK 6-17 génzlich negativ, wahrend 4% der untersuchten Darmepithelzellen positiv
waren (vgl. Tabelle A.3).

Bei beiden Antikdrpern blieb die Stimulation von Peripheren Blutlymphozyten mit
Concanavalin A ohne Einfluss auf den Anteil der im Durchflusszytometer positiven Zellen.
Sie war konstant bei 100% (vgl. Tabelle 4.3).

In Proliferationsassays wurde fir mAk 6-5 ein durchschnittlicher Stimulationsindex von 2,4
gemessen, der von mAK 6-17 liegt bei 3,3 (vgl. Tabelle 4.4).

Die Zwei-Farben-Durchflusszytometrie mit dem biotinylierten monoklonalen Antikérper 1-19
zeigt folgende Ergebnisse (vgl. Abbildung 4.15):

Die beiden monoklonalen Antikdrper binden 96% (mAk 6-5) bzw. 97% (mAk 6-17) aller
Leukozyten im Lymphknoten. Zellen, die zusétzlich vom Antikorper 1-19 markiert werden,
zeigen einen niedrigeren Fluoreszenzwert im Kanal 1 (FL1), als die meisten einfach positiven
Zellen.

Die Verhdltnisse bei Leukozyten aus der peripheren Blutbahn sind vergleichbar: Die beiden

Antikdrper binden 98% (mAKk 6-5) und 99% (mAK 6-17) der Zellen. Unterschiede kommen
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nur durch die stérkere Fluoreszenz des zweiten Antikorpers (mAk 1-19) bei einem niedrigeren

Anteil des selben an der Gesamtpopulation zustande.
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Abbildung 4.15: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von Lymphknotenlymphozyten und PBL.
Vergleich von mAk 6-5 und mAk 6-17mit mAKk 1-19.
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Bei den durchflusszytometrischen Analysen fielen einige wenige Pferde auf, bei denen mAk
6-17 deutlich weniger Zellen markierte, als bei den meisten anderen Pferden. Der Prozentsatz
der mAKk 6-17-positiven Zellen entsprach ungefahr dem Prozentsatz an B-Zellen.

Von einem dieser Pferde (Pferd B) wurde wiederholt Blut genommen und eine Zwei-Farben-

I mmunfluoreszenzanalyse durchgefihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 4.16 zu sehen sind:

A 4-13
< 16.05.02.010 < 02.05.02.008
. 0% e 40 % 55 % 2%
. 0% . 60% L 18% | 35%
60 10! F1L?2H 103 104 0 10! F1L?2H 103 104
: : _6-17
Pferd A Pferd B

Abbildung 4.16: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse von mAKk 6-17 und mAk 4-13
Die PBL-Proben stammen von zwei verschiedenen Pferden.

Wahrend bei den meisten Pferden (Pferd A) nahezu alle Zellen durch mAk 6-17 gebunden
werden und die Doppelfarbung mit dem monoklonalen Antikérper 4-13 eine eindeutig
abgesetzte, doppelt positive Population (hier: 40%) ergibt, waren bei Pferd B insgesamt nur
35% aller Lymphozyten durch mAk 6-17 anféarbbar und nur 2% fir beide Antikorper
gleichzeitig positiv. Weitere 55% der Zellen waren ausschlief3lich von mAKk 4-13 gebunden

worden. 8% der Zellen lief3en sich gar nicht markieren.
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411 MAKkK 4-39

Der monoklonale Antikorper 4-39 gehort der Immunglobulinsubklasse 1gGl an. In

durchflusszytometrischen Untersuchungen bindet er durchschnittlich an 19% der Peripheren
Blutlymphozyten und 74% der Granulozyten. Lymphknotenlymphozyten werden im Mittel zu
31% erkannt und unter den Intestinalen Intragpithelialen Leukozyten sind durchschnittlich
34% poditiv. Zellen der Zelllinie EQT8888 konnen zu 6% angefarbt werden. Bei der
Untersuchung eines Equinen Lymphoms war der Antikorper bei 51% der Zellen positiv (vgl.
Tabelle A.3).

In einer Zellpopulation von Peripheren Blutlymphozyten wurden vor der Stimulation mit
Concanavalin A mit Hilfe der Immunfluoreszenzanalyse ein mAKk 4-39-positiver Anteil von
20%, nach drei Tagen Stimulation ein Anteil von 10% ermittelt (vgl. Tabelle 4.3).

Untersuchungen mit Hilfe der Zwei-Farben-Durchflusszytometrie mit Peripheren
Blutlymphozyten fuhrten zu folgenden Ergebnissen (vgl. Abbildung 4.18):

Beim Vergleich mit mAKk 4-13 war zu erkennen, dass nur ein Prozentsatz von 14 % der Zellen
Epitope fur beide Antikorper besal3. Dagegen existierten zwel grof3e Populationen von 43%
(mAKk 4-13) bzw. 49% (mAKk 4-39), an die nur einer der beiden Antikdrper gebunden hatte.
12% der Zellen wurden von keinem der beiden Antikorper erkannt.

Die Doppelfarbung mit mAk 1-19 zeigte das umgekehrte Bild: Hier war eine Mehrheit von
43% der Leukozyten doppelt positiv. 2% der Zellen lief3en sich ausschlief3lich von mAk 1-19
anfarben, wahrend 19% nur von mAKk 4-39 erkannt wurden. 36 % der Lymphozyten waren

keinem der beiden Antikdrper zuzuordnen.
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Abbildung 4.17: 2-Farben-Immunfluoreszenzanalyse mit PBL (mAKk 6-39)

Als ein vorléufiges Ergebnis ist die Verwendung des Antikorpers in der |mmunhistologie zu

betrachten. Fir die Farbung von tiefgekiihlten Lymphknotenschnitten wurde der Uberstand

des mAk 4-39-Klons 1:10 mit PBS verdinnt. Es zeigte sich, dass einzelne Lymphozyten,

sowie Endothelzellen der Blutgefd3e im Lymphknoten stark angefarbt werden konnten.
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Im Folgenden soll versucht werden, die neu hergestellten Antikorper auf Grund der
beschriebenen Ergebnisse bestimmten Leukozytensubpopulationen zuzuordnen. Fir die
Immunisierung wurden Periphere Blutleukozyten, Leukozyten aus Lymphknoten und
Intestinale Intragpitheliale Leukozyten verwendet. Einerseits sollten dadurch mit einer
Immunisierung monoklonale Antikbrper gegen viele verschiedene Strukturen auf der
Leukozytenoberflache produziert werden. Andererseits entstand gerade dadurch die Gefahr,
dass keine initiale Zuordnung der Antikorper zu einem bestimmten Antigen moglich ist. Sie
kann nur durch eine intensive Charakterisierung der monoklonalen Antikorper in einer
Vielzahl von Versuchen erreicht werden. Erschwerend kommt hinzu, dass nur wenige
Leukozytenantigene beim Pferd bekannt sind, so dass die Antikdrper durchaus gegen noch
unbekannte Antigene gerichtet sein konnen. In diesem Fall ist der Vergleich mit den
Verhdltnissen bei anderen Tierarten, insbesondere beim Menschen und der Maus,
erforderlich.

Aber selbst die Zuordnung bekannter Antigene ist problematisch: Ubereinstimmungen bei den
Bindungsmustern in der mmunfluoreszenzanalyse, Funktionstests, wie die Untersuchung des
Einflusses auf die Proliferation von Zellen in der Zellkultur, ebenso wie die Immunhistologie
und vor allem die Analyse der Molekllgewichte in der Immunprézipitation kdnnen gute
Hinweise auf das gesuchte Antigen geben. Jedoch eignen sich viele Antikdrper nur flr
bestimmte Analysemethoden, so dass es oft nicht moglich ist, sich ein vollstandiges Bild Gber
die Eigenschaften des Antikorpers bzw. des zugehorigen Antigens zu verschaffen.

Der endglltige Bewels, dass ein monoklonaler Antikorper ein bestimmtes Antigen erkennt,
wird heute ausschliefdlich Uber Transfektionsexperimente geftinrt. Dabei wird das Gen, das
die in Frage kommende Oberflachenstruktur kodiert, in Zellen transfiziert. Diese werden dann
mit dem monoklonalen Antikorper gefarbt. Hier besteht das Problem, dass beim Pferd bisher
nur wenige Gene, die Leukozytenantigene kodieren, kloniert wurden.

Ein Ausweg konnte die Etablierung von EST-Datenbanken (expressed sequence tag) fur das

Pferd bieten, in denen gewebespezifische Sequenzen erfasst werden.
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Momentan ist der Aufwand, um eine endgtiltige Aufkléarung des gebundenen Antigens zu

erreichen noch auf3erordentlich grof3 und nicht immer von Erfolg gekront.

52 MAk4-13

Der monoklonale Antikorper 4-13 konnte, vor allem nach Aufreinigung und Biotinylierung,
umfassend charakterisiert werden. Eine Vielzahl von Immunfluoreszenzanalysen sprechen
dafUr, dass er spezifisch T-Lymphozyten markiert.

Der Mittelwert der jeweils mAk 4-13-positiven Zellen entspricht in etwa der Summe der
Mittelwerte von CD4-positiven und CD8-positiven Leukozyten bei Untersuchungen von
Peripheren Blutleukozyten (PBL), Lymphknoten-Leukozyten (Lkn) und Intestinalen
Intragpithelialen Leukozyten (IEL), was Tabelle 5.1 verdeutlicht. Wie in Kapitel 2
beschrieben ist, lassen sich T-Lymphozyten in CD8-positive und CD4-positive Zellen
aufteilen. Aul3erdem entspricht die durchschnittlich gemessene Prozentzahl von Zellen, die im
peripheren Blut durch mAKk 4-13 markiert werden, in etwa dem Wert, der wahrend des ELAW
Il [66] fur T-Lymphozyten, beispielsweise durch Antikérper gegen EQCD3 ermittelt wurde
(vgl. Tabelle5.1).
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Tabelle 5.1:  Vergleich der Mittelwerte an positiven Zellen bei durchflusszytometrischen
Untersuchungen in Prozent

PBL Lkn IEL

CD4+CD8 65 45 50

mAk 4-13 73 50 57

mAKk 4-58 78 49 53
EqCD3 75

Bei Doppelfarbungen mit dem Anti-l1g-Pferd-Antikorper, der als B-Zellmarker eingesetzt
wurde, konnten nie mehr als 5% doppelt positive Zellen gefunden werden (vgl. Abbildungen
4.3 bis 4.6). CD4-positive Zellen konnten fast immer als Subpopulation der mAk 4-13-
positiven Zellen dargestellt werden (vgl. Abbildungen 4.3 und 4.5). Lediglich im peripheren
Blut war eindeutig eine Gruppe von Zellen zu erkennen, die zwar mit dem Anti-CD4-
Antikorper reagierte, nicht aber mit mAk 4-13 (vgl. Abbildung 4.4).

Vergleicht man die hier erhaltenen Ergebnisse in der Durchflusszytometrie, mit denen des
ELAW II [66] (vgl. Tabelle A.1), so fallen Analogien zu Antikdrpern gegen EQCD2, EQCD3
und EqCD5 auf.

Ein Blick auf Anzahl und Gewicht der durch die Immunprazipitation ermittelten Molekile
(reduziert: 100, 69, 35 kDa; nicht reduziert: 35, 100, 200 kDa; vgl. Abbildung 4.2), l&asst aber
vermuten, dass mAk 4-13 eher an ein bisher unbekanntes, T-Zell-spezifisches Epitop bindet,
da die Molekulargewichte der oben genannten Antigene 69 kDA nicht Uberschreiten (vgl.
Tabelle A.1).
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53 MAk4-58

Legt man die Ergebnisse der Ein-Farben-Immunfluoreszenzanalyse zu Grunde, so kann man
bereits vermuten, dass mAk 4-58 ebenfalls spezifisch an T-Zellen bindet: In allen
untersuchten Geweben stimmt der Prozentsatz an, durch diesen Antikorper gebundenen
Zellen mit dem erwarteten Wert an T-Lymphozyten tberein (vgl. Tabelle 5.1).

Auch die Zwei-Farben-Durchflusszytometrie bestétigt dies: In Abbildung 4.8 ist zu sehen,
dass in der Doppeféarbung mit dem Anti-l1g-Pferd-FITC-Antikorper die Lymphozyten im
Wesentlichen in zwel Populationen geteilt werden. Dabei sind praktisch alle CD4-positiven
Zellen auch durch mAk 4-58 markiert. Die Untersuchungen zeigen aber auch, dass mAk 4-58
an ein anderes Epitop bindet, als mAk 4-13: Haufig lasst sich eindeutig eine kleine
Zellpopulation abgrenzen, die nur durch einen der beiden Antikbrper markiert werden kann.
In Abbildung 4.8 (Lkn) sind immerhin 8% und in Abbildung 4.5 (IEL) 19% aller Zellen
ausschliefdlich fir mAKk 4-13 positiv. Gelegentlich existieren aber auch Leukozyten, die zwar
durch mAk 4-58 gebunden werden, aber nicht fir mAKk 4-13 positiv sind (Abbildung 4.4).

Aulerordentlich interessant ist die Fahigkeit des Antikorpers, Leukozyten zur Proliferation
anzuregen. Haufig Ubertraf die Stimulation durch mAk 4-58 die Stimulation, die durch
bekannte Mitogene wie Concanavalin A hervorgerufen wurde um ein Vielfaches (vgl.
Abbildung 4.6). Im Gegensatz zu Leukozyten, die mit SEB stimuliert worden waren und bei
denen sich mRNA von Interleukin-2, Interleukin-4, Interferon gamma und Tumor-Nekrose-
Faktor apha nachweisen lief3, regt die Stimulation mit mAKk 4-58 die Zellen zur Produktion
der mRNA von Interleukin-4 und Interferon gammaan (vgl. Abbildung 4.7).

Aus der Literatur [61][48][68] sind Antikdrper gegen EQCD5 bekannt, die ebenfalls
proliferativ auf Leukozyten wirken. Da EqQCD5 jedoch 69 kDa schwer ist (vgl. Tabelle A.1)
und die Immunprézipitation des monoklonalen Antikorpers 4-58 mehrere unterschiedlich
schwere Molekile, mit einem Gewicht von bis zu 100 kDa zeigte, scheint auch dieser
Antikdrper gegen ein bisher unbekanntes Epitop auf T-Lymphozyten des Pferdes gerichtet zu

Sein.
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54 MAk5-50

Auch mAk 5-50 bindet an ein Epitop auf equinen T-Lymphozyten. In der Zwei-Farben-
Immunfluoreszenz ist eine klare Abgrenzung zu Antikérpern zu sehen, die B-Zellen féarben
(s.u.). Moglicherweise existiert eine kleine Population von 3-5%, die sich von mAk

5-50 und gleichzeitig von B-Zellmarkern anférben lassen (vgl. Abbildung 4.9).

Da die Prozentsatze der mAk 5-50-positiven Zellen konstant etwa 10 bis 20 Prozentpunkte
unter den Werten fur T-Lymphozyten liegen (vgl. Tabelle A.3), muss davon ausgegangen
werden, dass der Antikorper nur an eine Teilgruppe der T-Zellen bindet. Dabel kommt als
Bindungspartner auch das CD4-Molekil in Frage. Da der zur Verfigung stehende Anti-CD4-
Antikorper ebenfalls zur Immunglobulinsubklasse 1gG1l gehotrt, und noch nicht gentigend
Material fur eine Aufreinigung und Biotinylierung des mAk 5-50 gesammelt werden konnte,
war der Bewels durch eine spezifische Doppelfarbung im FACScan bisher noch nicht
maoglich. Auch eine Immunprézipitation des Antikorpers konnte bisher noch nicht erfolgreich

durchgeftihrt werden.
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55 B-Zell-spezifische Antikor per

Mit Hilfe der durchgefihrten Untersuchungen konnten funf Antikorper herausgefiltert
werden, die Strukturen auf B-Lymphozyten erkennen: MAK 1-19, mAk 2-52, mAKk 4-36, mAk
4-55 und mAKk 6-39.

Sie alle zeigen eine gute Ubereinstimmung in der Durchflusszytometrie, sowohl
untereinander, als auch mit der Kontrolle, dem Anti-lg-Pferd-FITC-Antikbrper. In
Doppelfarbungen mit T-Zell-spezifischen Antikorpern sind kaum doppelt positive Zellen zu
erkennen, so dass die Spezifitdt im peripheren Blut und im Lymphknoten als zufrieden
stellend zu beurteilen ist.

Die Antikdrper mAk 1-19, mAk 4-36 und mAKk 6-39 reagieren allerdings auch mit Antigenen
im Darmepithel von Pferden (vgl. Tabelle A.3).

Dabisher noch keine Daten tiber die Molekulargewichte der gebundenen Strukturen vorliegen
und funktionelle Studien bisher kein Ergebnis erbrachten, wird die genaue Identitat der

Antigene bis auf weiteres ungeklart bleiben.

5.6 Panleukozytenmarker

Die monoklonalen Antikorper 6-5 und 6-17 binden spezifisch an alle Leukozyten. Da sie
jedoch nicht mit EQT8888-Zellen reagieren, kann ausgeschlossen werden, dass sie die bisher
bekannten Antigene EqCD44 und EQMHCI markieren, die auf diesen Zellen vorhanden sind
[66]. Von anderen Tierarten ist die Existenz eines ,Leucocyte common antigens® (LCA)
bekannt, das auch als CD45 bezeichnet wird und auf allen Leukozyten, einschlief3lich der
Dentritischen Zellen, vorkommt. Das CD45-Molekll kdnnte daher als Bindungspartner dieser
Antikorper in Frage kommen.

Interessanterweise bindet mAk 6-17 bel einigen wenigen Pferden nur an B-Lymphozyten
(vgl. Abbildung 4.15). Dieses Ergebnis kann so interpretiert werden, dass das gesuchte
Antigen in unterschiedlichen Formen auf B- und T-Zellen vorkommen kann.
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Beim Menschen und bei der Maus ist bekannt, dass das CD45-Molekdl in unterschiedlichen
Isoformen auf B- und T-Lymphozyten existiert [23]. In der Maus gilt die als B220
bezeichnete Isoform als B-Zell-spezifisch [16]. Sollte sich der Bindungspartner der
Antikorper tatsachlich als CD45-Molekil herausstellen, konnten die Antikdrper einen Beitrag

zur Aufklarung der ,Leucocyte common Antigenes* beim Pferd liefern.

Die Antikorper 6-5 und 6-17 egnen sich in der Durchflusszytometrie als
Panleukozytenmarker. Auf3erdem konnen sie sehr gut als Kontrollen eingesetzt werden,
beispielsweise um die Reinheit der Zellprgparation zu Uberprifen oder um wahrend der
zytometrischen Analyse die Position der Leukozyten besser zu bestimmen.

5.7 Waeltere Antikor per

Die monoklonalen Antikorper 4-18 und 4-19 binden an Antigene auf Granulozyten. Sie
konnen ebenfalls als Kontrolle in der Durchflusszytometrie verwendet werden. Erste

Versuche weisen darauf hin, dass sie sich auch fur die Immunhistologie eignen kdnnten.

MAK 4-39 konnte zwar nicht eindeutig eine Bindung an B-Zellen oder T-Zellen zugeordnet
werden, jedoch zeichnet sich dieser Antikorper durch gute Bindungseigenschaften, auch in
der Immunhistologie aus. Als Bindungspartner konnte ein Integrin in Frage kommen, das
hauptsachlich auf B-Lymphozyten vorkommt. Sollte sich die in der Immunhistologie
beobachtete Bindung an Endothelzellen als richtig erweisen, so wére auch eine Rolle in der
Zelladhasion, wie bei dem Molekil ICAM 1, denkbar.

Fur die tbrigen Antikorper konnten die Bindungseigenschaften nicht genauer beschrieben
werden. Probleme bereiteten besonders die wenig spezifischen sekundéaren Antikorper fir die
Immunglobulinsubklassen 1gG2b und IgM, sowie unterschiedliche Ergebnisse bei

Doppelfarbungen. Eine Zuordnung als B- oder T-Zell-spezifisch war nicht moglich.
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5.8 Ausblick

Die Schwierigkeiten, die es zu Uberwinden gibt, um eine exakte Zuordnung der monoklonalen
Antikorper zu erreichen, wurden in dieser Arbeit ausfihrlich beschrieben. Nun stellt sich die
Frage nach alternativen Moglichkeiten:

Ein Weg konnte darin bestehen, Méause gezielt mit bekannten Antigenen zu immunisieren.
Dazu wirde man eine EST-Datenbank flr das Pferd benttigen und mtisste die gespeicherten
ESTs mit den bekannten Sequenzen bei anderen Tieren vergleichen. Sobald ein EST-Klon
einem bestimmten Antigen zugeordnet werden kann, ist es mdglich, das Gen in Zellen zu
exprimieren und mit diesen direkt zu immunisieren. In diesem Fall ist zu erwarten, dass die
spezifische Zuordnung der gewonnenen Antikorper wesentlich gezielter und erfolgreicher
verlauft. Da das Antigen von Anfang an vorgegeben ist, missen die |mmunfluoreszenzdaten
nur durch Transfektionsexperimente bestétigt und Kreuzreaktionen ausgeschlossen werden.
Momentan gibt es nur wenige Daten zu ESTs beim Pferd. Jedoch werden auf diesem Gebiet

grol3e Fortschritte erzielt, wodurch es bald méglich sein sollte, dieses Verfahren anzuwenden.
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6 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit wa es, neue Antikdrper zur Charakterisierung  von
Leukozytenpopulationen des Pferdes herzustellen. Zur Immunisierung wurden Leukozyten
aus der peripheren Blutbahn, aus Lymphknoten und aus dem intestinalen Epithel von Pferden
verwendet. Aus sechs Zellfusionen konnten 78 Klone gewonnen werden. Die wichtigste
Methode zur Charakterisierung der mAk war die Immunfluoreszenzanalyse. Die
monoklonalen Antikorper der Klone 4-13, 4-58, 1-19 und 6-39 wurden mit Hilfe einer G-
Sepharose-Saule gereinigt und, mit Ausnahme von mAk 4-58, biotinyliert.

MAK 4-13, mAk 4-58 und mAk 5-50 binden spezifisch an equine T-Zellen. In
durchflusszytometrischen Analysen steigt die Frequenz der positiven Zellen nach Stimulation
mit Concanavalin A an. MAK 4-13 und mAk 4-58 binden an so viele Lymphozyten, wie CD4-
positive und CD8-positive Zellen zusammen in der Préparation vorkommen. Die Anzahl der
durch mAk 5-50 markierten Zellen liegt knapp darunter. Mit hoher Wahrscheinlichkeit
erkennen sie drei verschiedene, bisher nicht beschriebene Antigene. MAK 4-58 regt in vitro
Leukozyten zur Proliferation an, in denen nach der Stimulation mRNA von Interleukin-4 und
Interferon gamma nachgewiesen werden konnte.

Dagegen konnen die Antikorper der Klone 1-19, 2-52, 4-36, 4-55 und 6-39 als B-Zell-
spezifisch bezeichnet werden, wie die Zwei-Farben-Immunfluoreszenzanalyse mit dem
Kontrollantikorper Anti-1g-Pferd-FITC belegt.

MAK 6-5 und 6-17 markieren alle equinen Leukozyten. Mdglicherweise binden sie an ein
equines CD45-Molekil. Die Antikorper des Klons 4-18 erkennen ein Antigen auf
Granulozyten. Einige Daten weisen darauf hin, dass mAk 4-39 an ein Lektin bindet, welches
Uberwiegend auf B-Zellen und auf Endothelzellen vorkommt. Den Ubrigen Antikrpern
konnte keine Gruppe von Leukozyten und kein Antigen zugeordnet werden.

Mit Hilfe der hier beschriebenen monoklonalen Antikorper lassen sich zuklnftig verschiedene

Lymphozytenpopulationen des Pferdes in der Durchflusszytometrie klar unterscheiden.
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7/ Summary

Production and characterization of monoclonal antibodies specific for

equine leucocytes

This work was initiated to produce new monoclonal antibodies for the characterization of
eguine leucocyte-subpopulations. For immunisation, leucocytes isolated from the peripherial
blood, lymph nodes and the intestinal epithelium of horses, have been used. Out of six cell-
fusions 78 clons were isolated. To characterize the mAbs, the attention was focused on
immunofluorescence analysis. Antibodies of the clones 4-13, 4-58, 1-19 and 6-39 have been
purified by protein G-sepharoses chromatography and, except mAb 4-58, biotinylated.

MAb 4-13, mAb 4-58 and mAb 5-50 are binding specifically to equine T-cells. Flow
cytometer analyses demonstrated an increased frequency following the stimulation with
Concanavalin A. The frequency of mAb 4-13- and mAb 4-58-positive cells matched the total
frequency of CD4- and CD8-positive cells. The number of cells, marked by mAb 5-50, is
dightly lower. Mog likely these three mAbs recognize three different, as yet unknown
antigens. MAb 4-58 stimulated the in vitro proliferation of leucocytes. Moreover mRNA for
interleukin-4 and interferon gamma was detected in these cells after the stimulation.

By contrast the antibodies 1-19, 2-52, 4-36, 4-55 and 6-39 are B-cell-specific, since they were
present on cells that were | g-positive.

The monoclonal antibodies 6-5 and 6-17 stain all equine leucocytes. Possibly they are binding
to an equine CD45-molecule. The antibodies of clone 4-18 recognize an antigen on
granulocyctes. Preliminary data suggests that mab 4-39 is binding to a lektin, that can be
found mainly on B-Lymphocytes and endothelial cells. No group of leucocytes and no antigen
could be assigned to the other antibodies.

The antibodies described here will be valuable tools to characterize different equine

leucocyte-subpopulations by flow cytometry.
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Tabelle A.1: Zusammenfassung der Resultate von ELAW 11

WS| Klon MG Prozentsatz der positiven Zellen im FACS

(kDa) | PBL (Lymph.) PBL (Gran.) Thymozyten | EQT Fetale

MW Spanne n|MW Spanne n |[MW Spanne n|8888| Nierenzellen

EqCD2
103 [MAC288 - 67 29-100 13| 2 0-7 4 | 60 5372 4 1 1
110 |IFA6 - 85 8288 2| - - - - - - - -
111 |HB88a 58 88 8591 2| - - - | - - -l - -
EqCD3
98 \FGG.?;(GlZ) 22,27 | 75 54-92 13| 2 0-7 5|79 5893 4 3 5
EqCD4
38 |Cv+4 58 57 42-70 13| 4 0-14 5|67 5180 4| 5 1
46 |[CVHA 58 58 41-71 13| 5 0-17 5|70 5483 4| 7 1
EqCD5
51 |F13C.3(D9) 69 77 55-88 13| 6 0-19 5|92 9094 4| 0 1
71 |TH2A10 69 79 5393 13| 7 028 5|94 9296 4| 16 1
81 |CVS5 69 77 4892 13/ 11 034 5|93 9297 4] 14 1
EqCD8
84 |CVS8 32,69 | 24 956 13| 4 0-16 4|78 699 4| 0 1
92 |Cvs21 32,69 | 15 4-27 13| 5 0-14 5|66 539 4| 4 -
97 |F18P.2 32,69 | 14 8-32 13| 2 0-7 5|63 54-71 4| 2 1
101 |F18H.2 32,69 | 18 0-35 13| 2 0-6 5| 67 59-77 4 4 0
EqCD11a/18
45 |Cz3.1 100,180 25 2-68 12| 95 8399 6 |95 9397 3| 3 2
65 - 86 5599 13/ 38 099 6|97 9598 4| 0 5
77 |CZ3.2 100,180| 80 52-99 13| 78 6196 6 | 98 9798 4| 0O 1
EqCD13
54 CVS19 140-150 | 5 0-17 13/ 66 3486 6 |14 035 4| 13 1
EqCD44
53 - 92 70-100 13/ 95 8499 6 | 98 97-99 4| 99 99
63 |CZ5.15 - 77 28100 12| 71 2399 6 | 92 80-98 4| 15 93
72 |CvS18 76 (100) | 92 58-99 13/ 90 6899 6 | 97 96-98 4| 86 99
75 - 95 87-100 13| 87 5599 6 | 98 96-99 4| 99 99
EqQMHC |
37 |CvS22 45,12 | 94 75-100 13| 86 7499 6 | 97 97-98 4| 99 99
57 |CZ6 44 95 72-100 13| 71 3898 6 | 89 76-94 4| 99 97
105 [MAC291 45,12 | 92 49-100 13/ 43 699 6 | 88 66-98 4| 99 97
EqQMHC 1l
43 |Cz11 34 70 24-99 13| 6 021 6| 64 4579 4| 97 1
74 |F13A.3(B8) 33 45 984 13| 8 024 6|56 5161 4| 99 1
99 |CVS20 34 77 55-99 13| 4 0-13 6| 7 49-82 4| 9 6

89



Anhang A: Tabellen

EqWC1

49 - 51 21-78 13/ 33 08 6|49 3759 4 0 2
61 - 47 1969 12| 54 27-82 6|39 2948 4| 0 1
80 - 53 34-78 13/ 44 168 6 |49 3559 4| 0 1
89 |CvSii 22 58 37-88 13/ 56 29-86 6 |51 3762 4 0 0
EqWC2

35 - 89 67-100 13/ 70 5290 6 | 89 79-98 4| 40 3
36 - 80 3799 13/ 75 60-88 5 |89 77-98 4| 70 7
58 - 44 12-69 13| 78 3199 6| 7 014 4] 32 2
59 - 60 34-78 13/ 90 6799 6 | 43 3351 4| 60 3
68 |CVS6 172 82 6497 13/ 85 6999 3|97 9599 4| 70 2
90 |Cz15 180 82 6299 13/ 84 8598 6 | 97 94-99 4| 87 4
9% |CZ1.3 160 78 5495 13/ 15 036 6|89 71-99 4| 76 1
EqWC4

112 |HB86a 46 12 12-13 2| - - - - - - - -
113 |HB65a 46 11 1112 2| - - - | - - -l - -
B-Zellen

67 - 15 332 12| 4 012 5| 4 2-6 4| 13 2
73 |Cz2.1 85 13 156 13| 7 023 5|1 0-3 4| 1 3
104 IMAC292 240 20 966 13| 6 0-30 6|13 325 4| 6 3
Makrophagen

50 |Cz2.2 - 10 028 13| 2 0-7 6| 1 0-2 4| 14 0
102 |CZ3.3 - 3 023 12| 1 0-4 5|0 0-1 3] 1 1
WS:  Workshopnummer MW:  arithmetisches Mittel

MG:  Molekilgewicht in kDa n: Anzahl der Untersuchungen

PBL

. Periphere Blutleukozyten
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Tabelle A.2: Auszug aus dem Angebot der Fa. Serotec (Katalog 2003)

Spezifitat Klon Spezies Isotyp Ziel-Spezies
CD1w2 CC20 Maus lgG2a Rind
CD2 MAC288 Ratte lgG2a Pferd
CD3 CD3-12 Ratte IgG1  Mensch
CD4 Ccv+ Maus lgGl1  Pferd
CD5 CVSs Maus lgGl1  Pferd
CD8 cvszl Maus lgG2a Pferd
CD9 MM2/57 Maus IgG2b Mensch
CD1la NR185 Maus IgGl  Ziege
CD11&/18 CVs9 Maus lgGl  Pferd
CD13 CVvs19 Maus lgGl1  Pferd
CD18 CAl14E9 Maus l[gG1  Hund
CD31 CO.3E1D4 Maus lgG2a  Schaf
CD41/CD61 CO.35E4 Maus IgG1  Schaf
CD44 Cvsis Maus lgGl1  Pferd
MAC329 Ratte lgG1  Schwein
CD68 Ki-M6 Maus I[gG1  Mensch
MHC | Cvs22 Maus lgGl1  Pferd
MHC 11 CVS20 Maus lgGl1  Pferd
B-Zellen CA2.1D6 Maus lgG1  Hund

CVS36 Maus lgGl1  Pferd
Makrophagen MAC387 Maus IgG1  Mensch
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mAKk SK PBL Lkn IEL DE | Milz | EQT |Lymphom
Lymph. Gran. 8888
MW Spanne MW Spanne n MW Spanne n MW Spanne n
Anti-CD4  1gG1 51 35-66 5 1-25 21 36 13-55 8 32 28-36 3| 0 - 0 14
Anti-CD8 1gG2a 14 2-44 4 0-6 18 9 2-25 9 18 16-19 2| 0 | 50 0 45
Anti-1g-Pfd- FITC 20 8-34 11 321 14 33 18-50 7 26 10-22 3| 0 - 0 8
1-2 1gG1 68 21-100 50 30-100 6 85 39-100 4 100 100-100 2| - | 100 | 83 41
1-3 1gG1 72 28-100 16 3-34 13 62 40-100 4 31 29-32 2| - | 25 83 64
1-5 1gG1 72 52-90 94 71-100 6 90 73-100 4 27 1341 2| - | 100 | 40 70
1-6 1gG1 55 36-90 21 542 5 57 14-100 2 8 412 2| - | 24 - 4
1-7 1gG1 16 7-31 8 2-32 13 27 0-58 4 2 058 2| - | 13 60 17
1-9 1gG1 72 44-100 76 36-100 6 66 25-100 4 100 100-100 2| - | 60 20 -
1-10 1gG1 14 6-20 1 02 4 34 - 1 0 - 1] - | 20 - -
1-13 1gG2b 63 24-100 56 4-100 11 85 59-100 4 84 67-100 2| - | 80 0 23
1-14 1gG1 24 11-37 8 312 3 10 - 1 0 - 1] - 5 - -
1-18 1gG1 16 0-66 5 313 8 1 0-3 3 0 - 1] - 6 0 0
1-19 1gG1 23 8-48 13 5-26 20 32 0-44 9 15 042 4|76| 21 1 5
1-20 1gG1 77 57-93 98 90-100 5 84 80-88 2 19 - 1] - | 28 17 -
2-19 1gG1 26 8-42 70 43-100 4 91 81-100 2 3 - 1] - 4 34 -
2-52 1gG2b 23 8-50 6 2-19 19 12 0-32 7 6 0-16 3|/ 0| 26 0 5
2-72 1gG2a 57 27-78 66 51-100 5 92 76-100 4 85 70-100 2| - | 100 | 51 -
4-1 1gG1 14 6-33 5 315 9 9 0-25 3 1 - 1] - - 4 7
4-3 1gG2b 23 8-64 5 2-21 18 28 2-58 8 23 336 3|80 - 28 6
4-5 IgM 15 4-23 6 0-18 9 3 05 3 1 - 1] - - 23 7
4-6 1gG3 6 4-9 32 88L 9 1 0-3 3 1 - 1] - - 0 1
4-7 IgM 9 1-18 6 1-14 9 1 0-3 3 1 - 1] - - 8 2
4-10 1gG1 13 7-23 18 338 9 5 0-14 3 1 - 1] - - 0 3
4-13 1gG1 73 46-90 6 1-23 18 50 17-76 8 57 43-72 3| 2 - 0 90
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mAK SK PBL Lkn IEL DE | Milz | EQT [Lymphom
Lymph. Gran. 8888
MW Spanne MW Spanne n MW Spanne n MW Spanne n
4-16 1gG1 12 6-31 6 0-18 9 4 09 3 1 - 1| - - 0 8
4-17 1gG2b 15 8-34 12 145 9 12 0-34 3 1 - 1| - - 0 4
4-18 1gG1 9 2-25 92 74-100 17 5 2-16 7 4 19 3|0 - 0 21
4-19 1gG1 5 1-10 91 71-100 9 8 1-18 3 2 -2 2|0 - 0 17
4-20 1gG2a 13 8-28 37 370 9 9 0-14 3 1 - 1| - - 0 4
4-21 IgM 1 0-6 1 04 8 0 - 3 1 - 1| - - 0 0
4-24 IgM 7 3-10 6 1-10 7 13 0-36 3 2 - 1| - - 6 3
4-28 1gG1 5 311 56 23-74 6 2 04 3 1 - 1| - - 0 0
4-29 1gG2a 12 2-29 20 347 9 0 - 3 1 - 1| - - 0 1
4-32 IgM 10 1-29 8 0-15 8 17 2-45 3 0 - 1| - - 4 1
4-34 1gG2b 11 5-17 65 14-100 9 6 09 3 1 - 1| - - 0 3
4-35 IgM 15 1-63 9 1-29 14 17 5-37 5 15 326 2|74 - 12 5
4-36 1gG1 25 8-83 16 7-38 17 23 1-37 8 13 1-32 3/ 24| - 0 0
4-38 1gG1 9 1-26 2 08 9 0 - 3 1 - 1| - - 0 0
4-39 1gG1 19 6-45 74 64-100 16 31 13-61 6 34 1-67 2| - - 6 51
4-40 1gG1 9 2-19 76 14-100 9 2 05 3 1 - 1| - - 0 4
4-42 IgM 10 1-30 75 6-100 8 10 0-15 3 2 1-2 2|1 - 0 5
4-43 IgM 5 0-14 20 0-70 9 0 01 3 0 - 1| - - 0 0
4-44 1gG1 12 1-21 11 1-23 9 2 1-3 3 1 - 1| - - 0 1
4-45 1gG1 7 4-18 70 10-100 7 1 0-3 3 0 - 1| - - 0 0
4-46 IgM 7 2-17 82 55-100 8 1 02 3 1 - 1| - - 0 3
4-47 1gG2a 9 0-18 51 2-100 6 0 01 3 1 - 1| - - 0 2
4-48 1gG1 13 8-23 16 4-30 9 1 0-3 3 1 - 1| - - 0 0
4-49 1gG1 9 3-18 15 33 9 1 0-2 3 0 - 1| - - 0 0
4-50 IgM 18 8-28 0] 75-100 9 41 18-66 3 6 38 2| - - 9 65
4-51 1gG2b 9 2-21 59 4-100 9 1 0-2 3 1 - 1| - - 0 2
4-53 IgM 9 0-25 1 04 9 0 - 3 1 - 1| - - 0 0
4-54 IgM 5 1-13 72 50-100 9 1 01 3 1 - 1| - - 0 2
4-55 1gG2a 15 7-31 3 0-6 12 14 0-27 8 6 0-15 3|0 - 0 4
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mAK SK PBL Lkn IEL DE | Milz | EQT |[Lymphom
Lymph. Gran. 8888
MW Spanne MW Spanne n MW Spanne n MW Spanne n
4-56 1gG2a 14 7-25 23 461 9 4 0-13 3 1 - 1| - - 0 2
4-57 1gG1 8 5-10 54 5-100 8 0 - 3 1 - 1| - - 0 0
4-58 1gG2a 78 45-93 5 0-23 18 49 20-64 8 53 3862 3|0 - 0 70
5-4 IgM 40 1-64 58 982 9 42 11-56 5 33 24-41 2|93 - 0 87
5-5 1gG3 23 7-51 13 4-23 8 23 10-36 5 27 26-27 2| 71| - 13 43
5-17 IgM 20 10-38 9 0-28 8 16 6-29 5 23 19-26 2|44 - 0 72
5-21 1gG2a 30 14-54 12 0-42 9 42 14-54 5 27 2529 2|80 - 12 8
5-22 IgM 12 1-40 8 1-20 9 18 230 5 24 23-24 2|\ 77| - 13 35
5-32 IgM 23 7-53 10 1-34 8 17 6-26 5 16 13-18 2| 73| - 3 12
5-45 1gG3 17 4-45 12 1-26 9 25 837 5 30 27-33 2|82 - 25 60
5-47 IgM 30 15-50 20 14-40 8 42 12-59 5 57 39-74 2,90 - 16 43
5-50 1gG1 50 29-74 5 1-14 9 30 12-48 5 37 16-57 2| 1 - 0 84
5-53 - 22 6-43 12 5-14 8 29 11-40 5 31 25-36 2|40 - 16 22
5-80 1gG2a 35 16-53 12 1-35 9 37 1255 5 36 35-36 2|68 - 16 34
5-86 1gG1 18 1-48 9 1-25 9 31 1551 5 35 28-41 2| 74| - 21 31
5-88 IgM 80 52-92 92 10-100 9 82 47-96 5 68 44-92 2|42 | - 17 97
6-4 IgM 28 9-51 9 1-25 8 23 531 4 24 20-28 2|40 - 6 10
6-5 1gG1 76 33-100 62 17-100 9 74 52-94 5 81 77-85 2| 4 - 0 98
6-8 IgM 21 6-58 10 322 9 26 7-45 5 44 3256 2| 78| - 16 39
6-10 IgM 16 9-40 11 1-33 8 23 2-35 5 25 22-28 2| 24| - 21 38
6-17 1gG2a 89 32-100 78 41-100 9 98 95-100 4 94 91-97 2| 3 - 0 100
6-23 IgM 39 8-72 21 345 8 41 2564 5 52 26-78 2| 54| - 14 95
6-24 IgM 47 22-78 27 4-70 8 44 6-63 4 81 - 19| - 44 41
6-29 - 10 0-22 8 1-29 7 21 342 5 31 25-36 2|83| - 0 10
6-33 IgM 21 19-27 19 860 7 28 4-40 5 33 30-35 2|76| - 8 31
6-39 1gG2a 28 15-52 5 0-11 9 26 6-42 5 10 - 1186 - 0 3
6-59 1gG1 16 4-30 6 0-27 8 6 0-13 5 10 911 2|83 - 0 2
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Legende zu Tabelle A.3:

mAKk: monoklonaler Antikérper Lymph.: Lymphozyten

SK: Immunglobulin-Subklasse Gran.: Granulozyten

PBL: Periphéare Blutleukozyten MW: arithmetisches Mittel
Lkn:  Lymphknotenlymphozyten n: Anzahl der Messungen
IEL: Intraepitheliale Leukozyten DE: Darmepithelzellen

Tabelle A.4: Proliferationsassays mit mAk 4-58 (Messwerte)

M (mAK) in
Mg Sl STABW (SI) MW STABW (MW)
Pferd 1 PBS 1480,0 496,4
Medium 10 3531,7 6146,7
ConA 49 17 17204,2 7168,0
2,0 11,0 2,0 38851,0 17504,6
1,0 14,2 5,0 50065,2 242757
0,5 15,8 6,2 55742,0 18667,4
0,2 12,6 5,6 444140 14049,4
0,1 10,2 4,0 36125,7 12052,6
0,05 54 31 18974,5 6378,2
0,02 4,2 24 14848,0 11594,5
0,01 0,3 0,1 972,5 523,2
Pferd 2 PBS 1175,7 1018,0
Medium 1,0 8557,5 1903,1
ConA 4,1 2,0 35173,0 17001,7
2,0 17,0 6,2 145244.5 84738,0
1,0 13,9 4,2 119161,2 67152,7
0,5 14,5 29 123703,7 66893,7
0,2 151 21 129642,0 68891,7
0,1 15,3 15 131163,5 69127,3
0,05 10,8 4,4 92137,3 55076,3
0,02 5,6 3,6 48269,5 33171,0
0,01 0,5 0,5 4061,5 3458,7
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Anhang A: Tabellen

Pferd 3

M (MAK):
PBS:
Medium:
ConA:

SI:

STABW (SI):
MW:

M (mAK) in
ug Sl STABW (SI) MW STABW (MW)
PBS 217,3 116,5
Medium 1,0 3549,7 409,3
ConA 0,4 0,1 1415,6 303,3
2,0 30,8 12,6 109454,0 42990,6
1,0 27,8 6,9 98811,5 243285
0,5 31,0 31 109970,3 11117,5
0,25 29,3 2,9 103940,5 10186,6
0,13 26,6 29 94490,0 10165,8
0,06 239 6,0 84889,0 21336,8
0,03 20,0 9,0 71060,3 31783,2
0,02 7,7 3,8 27264,0 13617,4

Masse an eingesetztem monoklonalen Antikdrper
Puffer (ohne Zellen)

Standardmedium mit Zellen

Concanavalin A (10ug/ml)

Stimulationsindex (arithmetisches Mittel)
Standardabweichung de Stimulationsindex
Arithmetisches Mittel der Messwerte

STABW (MW): Standardabweichung der Messwerte
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Anhang B: Verwendete M aterialien und Ger éte

Materialien:

Acrylamid 30% BioRad, Minchen

Agarosegel-Marker

(100bp DNA Ladder plus) MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

Acrylamid (30%)/Bisacrylamid (0,8%) Bio-Rad, CA, USA

Ammoniaklésung 25% AppliChem, Darmstadt

Ammoniumpersulfat (APS) Biorad, Minchen

6-Aminohexansaure Merck, Darmstadt

AmpliTag DNA Polymerase Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz

Aquadest. (RNase frei) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Bovines Serumalbumin (BSA)

(= Serabovine, Fraction V powder) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Centricon 30 concentrator Amicon Inc., Beverly, MA, USA

Complete™ (Proteaseinhibitor) Boehriner-Mannheim-GmbH, Mannheim

Chemolumineszenz-Substrat Pierce, Rockford Illinois, USA

Chloroform (ad analysis) Merck, Darmstadt

Dialyseschlauch (VISKING, Typ 8/32) Roth, Karlsruhe

Dimethylsulfoxid (DM SO) AppliChem, Darmstadt

ddNTP-Set (ultrapur, 100mM) Pharmacia Biotech Europe GmbH, DUbendorf,
Schweiz

Dulbeco’s Modified Eagles Medium Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Eisen, gepulvert Merck, Darmstadt

Eisessig 96%ig Merck, Darmstadt

Eppendorfreaktionsgeféiie Eppendorf, Koln

Elektrophoresekammer (Mini-Protean 11)  Bio-Rad, Minchen
Elektrophoresekammer (fir Agarosegele) Bio-Rad, Minchen

70% Ethanol (fir RNA-Praparation) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Ethylendiamintetraessigsure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
FACS-Ro6hrchen Micronic Systems, Lelystad, Holland
Fetales Kéberserum (FCS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
FICOLL-Plague™ Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg
Filter (Easy-Tab-C Self-Aligning Filters)  Packard Instrument Company, Frankfurt
Filterpapier #3 Whatman, Maidstone, England

Folie (TopSeal™-A Adhaesive

Sealing Film) Packard, Dreieich

Glycerol AppliChem, Darmstadt

Glycin AppliChem, Darmstadt

Harnstoff AppliChem, Darmstadt

HAT-L6sung Seromed Biochrom KG, Berlin

HT-Ldsung Seromed Biochrom KG, Berlin

IL6-LOsung zur Verfigung gestellt von Dr. T. Gobel ,
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I midazol

| sobutanol

| sopropanol (fir RNA-Préparation)
Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy)

Kaliumchlorid (KCI)
Kalziumchlorid (CaCly)
Kryordhrchen 2ml

96-L ochplatten
96-well-Mikroplates, Packard
Top-Sea ™-A (Folie)
F96-Maxisorp-Platte
6-Lochplatten

24-Lochplatten

Magnesiumsulfat (MgSO, ¢7H20)
2-Mercaptoethanol

Metallsieb

Methanol

Modifizierte Neubauer Zéhlkammer
Milchpulver ( = non-fat dry milk)
Natriumazetat

Natriumazid (NaN3)
Di-Natriumcarbonat (Na,COs3)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumnitrit (NaNO,)
Di-Natriumhydrogenphosphatdihydrat
(NaHPO4+2H,0)

Natronlauge, Tabl.

Nitrozellulose (BA83; 0,2 um)
Nomidet® P40
Penicillin-Streptomycin-Ldsung
PERCOLL-Plague™
Pferde-Serum

Phosphorsaure (H3PO,)
Protein G-Sepharose® for fast flow

Polyethylenglycol (PEG 1500)

10x Puffer (fir Tag-Polymerase)
Reverted Aid™ H Minus First Strand
cDNA Synth Kit

RPMI 1640 mit Glutamax

Salzsaure 1 N (HCI)

SDS-Marker (BENCHMARK
Prestained Protein Ladder)
Sodiumdocecylsulfat (SDS)
Starfros®-Adhaesivobjekttrager
Sucrose

Sulfo-NHS-Biotin (200 mg/ml)
SzintilationsflUssigkeit (Microscint O)

MUnchen

AppliChem, Darmstadt

Fluka, Neu-Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden

Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden
Packard Instrument Company, Frankfurt
Packard Instrument Company, Frankfurt
Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden

Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden

Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Brand GmbH & Co KG, Wertheim
Bio-Rad, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Schleicher und Schiill, Dasseln

Boehringer Mannheim, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg

zur Verfigung gestellt von Dr. Cornelia Deeg,
MUnchen

AppliChem, Darmstadt
Pharmacia Biotech Europe GmbH, Dubendorf,
Schweiz

Boehringer Mannheim, Mannheim
Hoffmann-La Roche, Basel, Schweiz

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Bio-Rad, Minchen

Langenbrinck, Emmerdingen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Packard Instrument Company, Frankfurt
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Tag-Polymerase
Tetramethylbenzidin (TMB)
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Trishydroxymethylaminoethan (Tris)
TritonX-100
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)
Trizol©-Reagenz

Trypanblau

Tween-20
(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)
*H-Thymidin ([6-*H] Thymidin, 1 mCi/ml)
Ultralow IgG FCS

Vectastain® ABC-AP-Kit
Wasserstoffperoxid (H20,)
Xylencyanol FF

Zellkulturflaschen (versch. Grof3en)
Ziege-anti-Maus-1g-(H+L)-mAk
Zitronensauremonohydrat

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad, Munchen

AppliChem, Darmstadt
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Amersham Pharmacia Biotech Europe, Freiburg
Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe
Vector Laboritories, Burlingame, CA, USA
AppliChem, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Nunc GmbH& Co KG, Wiesbaden

Serotec, Oxford, UK

Merck, Darmstadt
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Ger ate:

Brutschranke:
CO2-Auto-Zero Heraeus I nstruments GmbH, Mnchen

Fluor escence activated cell scanner

FACScan Becton Dickinson, Heidelberg

Software: CellQuest pro™ Becton Dickinson, Heidelberg
Geldokumentation:

Gel Doc 2000 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Software: Quantity One 4.1.1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Mikroskope: Leica, Bensheim

Proliferationsassay:

Harvester (Filtermate Harvester) Packard Instrument Company, Frankfurt
3-Counter Packard Instrument Company, Frankfurt

(TopCount NXT™ Microplate Scintillation
and Luminescence Counter)

Photometer:
Photometer (Biophotometer) Eppendorf, Kaln
Klvette Sigma, USA

(Spectrophotometer Quartz-Kivette)

Sterile Werkbanke

Mikroflow Nunc GmbH& Co KG, Wieshaden
LaminAir® Heraeus I nstruments GmbH, Mnchen
PCR:

Thermocycler Biotron, Gottingen

(Biometra, TRIO Hesated Lid)

Zentrifugen:
Zentrifuge (Sigma 4K 15C) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen
Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415 R) Eppendorf, Koln
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