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1. Einleitung

Durch den gezielten Einsatz moderner molekularbiologischen Methoden werden die
biochemischen Mechanismen der Tumorentstehung und -—ausbreitung zunehmend
besser erforscht. Dadurch erh6hen sich die Chancen, die bei Krebs auller Kontrolle
geratenen Prozesse mit Arzneimittel therapeutisch zu beeinflussen.

Ein zweiwochiges Praktikum bei dem Pharma Unternehmen Roche Diagnostics GmbH
in der Pharmaforschung Abteilung TR-BAS gab mir die Mdglichkeit einen Einblick in
die Entwicklung therapeutischer Krebsmedikamente zu bekommen. Die Experimente
meiner Facharbeit stellen die ersten Schritte zur Entwicklung monoklonaler Antikdrper
dar. Angriffspunkt ist dabei der HERXI1 Zelloberflichenrezeptor. Ziel meiner
Facharbeit war es Antikorper zu finden, die an den Rezeptor binden, die
Signaltransduktion in der Zelle hemmen und somit das Wachstum des Tumors
blockieren. Mit Hilfe des immunologischen Nachweisverfahren ELISA wurden die von
Hybridomazellen sezernierten Antikérpermengen im Primér- und Sekundérscreening
quantifiziert und die spezifische Bindung an den HERX1-Rezeptor bestimmt. Danach
wurden die Subklassen und Isotypen der Antikorper identifiziert.

Die bei den Versuchen verwendeten Substanzen und Vorgéinge sind unter Material und
Methoden aufgefiihrt. Im theoretischen Teil wird die Erkrankung Krebs, die
Signaltransduktion der HER-Rezeptoren, sowie die Antikorperstruktur und die

Herstellung monoklonaler Antikdper vorgestellt.

2. Krebs

2.1. Krebsstatistik von Deutschland

Krebs ist nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland. Jéhrlich erkranken mehr als 400.000 Menschen neu daran. Davon sind
jéhrlich 218.250 Ménner und 206.000 Frauen betroffen.

Von allen Krebsarten ist bei Frauen mit 26,8 % das Mammakarzinom die hdufigste
Neuerkrankung. Bei Ménnern hingegen erkrankt ein prozentualer Anteil von 22,3 % an

Prostatakrebs. Die zweithdufigste Neuerkrankung bei Ménnern, als auch bei Frauen, ist



der Darmkrebs. Die Weiteren Zahlen der Krebsneuerkrankungen und der jeweiligen

Krebsart bei Mann und Frau sind der Abbildung 1 zu entnehmen.
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Abb. 1: Prozentualer Anteil ausgewéhlter Krebserkrankungen in Deutschland'

Obwohl es fiir die Krebstherapie inzwischen bessere Behandlungsmethoden gibt, wird
die Zahl der Krebskranken dennoch weiter ansteigen.
Aufgrund der hohen Sterberate bei Krebs ist es immer noch eine Herausforderung fiir

die Forschung neue Medikamente gegen Krebs zu entwickeln.

2.2. Krebsentstehung und Eigenschaften einer Tumorzelle

Die Krebsentstehung beruht auf DNA-Verdnderungen, welche durch ionisierende
Strahlen, chemische Carcinogene, somatische Mutationen, unter anderem aber auch
durch Zigarettenkonsum, Adipositas, erhohtem Alkoholkonsum oder falscher
Erndhrung ausgelost werden kann. Ebenso héngt es von der genetischen Disposition
eines Menschen ab. In unseren Korperzellen treten stindig Genmutationen auf. Diese
werden in der Regel von der Zelle selbst repariert, die verdnderten Zellen werden vom
Korper entfernt oder bleiben stumm.” Zwei besonders hiufig verinderte Gene sind

Proto-Onkogene und Tumorsuppressor-Gene. In allen gesunden Zellen wird das

! vgl. http://www.biotechnologie.de/
% vgl. B. Alberts, D. Bray [..], Lehrbuch der Molekularen Zellbiologie, S. 775



Zellwachstum (Proliferation) und die Zellreifung (Differenzierung) von Proto-
Onkogenen geregelt und die Wirkung von Tumorsuppressor-Genen kontrolliert.
Wihrend Proto-Onkogene die Proliferation generell fordern, wird sie von
Tumorsuppressor-Genen unterdriickt. Durch Mutation wird die Struktur und Funktion
der Proto-Onkogene verdndert und werden zu Onkogenen. Dies fiihrt zu
unkontrollierten Wachstums- und Differenzierungsprozesse. Es entsteht ein Tumor.
Ebenso zur Tumorentstehung kommt es, wenn die Kontrolle der Tumorsuppressor-Gene
durch Mutation ausfillt.” Durch das ungliickliche Zusammentreffen verschiedener
Kombinationen solcher Verdnderungen besteht die seltene Moglichkeit, dass aus einer
Normalzelle ein Klon von verdnderten Zellen entsteht. Dessen Einzelzellen haben
Wachstumsvorteile, entgehen dem programmierten Zelltod (Apoptose), entziehen sich
der Immunabwehr, wachsen zu einem bdsartigen (malignen) Tumor aus, wuchern in
benachbartes fremdes Gewebe (Invasion), siedeln sich dort an wund bilden
Tochtergeschwiilste (Metastasierung). Ein Tumor kann sowohl gutartig (benigne) als
auch maligne sein. Ein maligner Tumor wird als Krebs bezeichnet.’

Die Abneigung der Tumorzellen gegen Apoptose ist bei 50% der Krebserkrankungen
auf zusitzliche Mutationen im p53-Gen oder dem Verlust des Gens zuriickzufiihren.
Das Gen p53 ist ein Tumorsuppressor-Gen und gehort zu dem Kontrollmechanismus,
welcher dafiir sorgt, dass Zellen entweder ihre Teilung beenden oder bei einer
beschddigten DNA Selbstmord betreiben. Durch einen Defekt dieses Gens konnen sie
sich unbegrenzt teilen und iiberleben.

Hinzu kommt noch, dass Wachstum, Uberleben und Teilung einer Tumorzelle fast
unabhingig von den Signalen anderer Zellen ist. Thre Zellkommunikation ist gestort.
Krebszellen kdnnen sich teilen und wachsen ohne ein extrazelluldres Signal (z.B.
Wachstumsfaktoren, Hormone). Normale Zellen sind abhingig von extrazelluldren
Signalen. Mit verschiedenen Rezeptoren ist es ihnen moglich auf die Signalmolekiile
anderer Zellen zu reagieren. Durch Kombinationen verschiedener Signale wird das
Verhalten der Zellen reguliert. Sie bendtigen bestimmte Signale, um zu {iberleben,
zusitzliche, um sich zu teilen und andere, um zu differenzieren. Ohne Signal kommt es

zum Zelltod.’

3 vgl. http://www krebsgesellschaft.de/
* vgl. Alberts, B. (et al), Molekularbiologie der Zelle, S. 1534
> vgl. Alberts, B. (et al), Lehrbuch der Molekularen Zellbiologie, S.777, S. 571



3. Signaltransduktion

3.1. HER-Familie

Die Familie der humanen epidermalen (an der Zelloberfliche befindlichen)
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, kurz HER, besteht aus vier strukturell sehr d@hnlichen
Mitgliedern, die man als HER1, HER2, HER3 und HER4 bezeichnet (Abb.2). Die
Rezeptoren sind aus einem extrazelluldren, transmembranen und einem intrazelluldren
Bereich aufgebaut (Abb.3). Der extrazellulire Bereich, welcher sich auf der
Zelloberflache befindet, dient als Bindungsstelle fiir verschiedene Wachstumsfaktoren
sowie anderen Liganden und wird deswegen als Ligandenbindungsregion bezeichnet.
Der intrazelluldre Bereich tragt eine Enzymgruppe, die Tyrosinkinase. Durch die

hydrophobe transmembrane Doméne wird der innere und duflere Bereich verbunden.
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Abb.2: Uberlagerung der vier Abb.3: Die HER-Rezeptoren

HER-Rezeptoren6

In der Regel werden zwei gleichartige oder unterschiedliche HER-Rezeptoren von
einem Ligand gleichzeitig gebunden und somit an der Zelloberfliche aneinander
gekoppelt. Dies wird als Rezeptordimerisierung bezeichnet, bei der die
dreidimensionale Molekiilstruktur der vorher monomeren Rezeptoren verdndert wird.
Trotz der strukturellen Ahnlichkeit wird HER2 bei der Heterodimerisation mit anderen
HER-Rezeptoren bevorzugt. Bei der Rezeptordimerisierung wird Tyrosinkinase

aktiviert, welche die Phosphorylierung von Tyrosinresten ermdglicht und somit

% vgl. Bossmaier, Dr. B. , Prisentation Roche ( Abb.2 und Abb.3)



intrazelluldre Signalwege in Richtung Zellkern in Gang gesetzt werden. Die
ankommenden Signale regen zur Proliferation, Migration, Zellanlagerung (Adhésion),
Gefidlneubildung (Angioginese) an oder hemmen den Zelltod. ,,Welcher signalgebende
Prozess dabei aktiviert wird, hdngt u.a. vom Liganden, vom Dimerisierungspartner und
der Aktivierung anderer Rezeptoren ab.*” Fiir HER2 existiert kein natiirlicher Ligand,
der ausschlieBBlich an HER2 bindet. Bei HER3 ist der intrazelluldre Bereich inaktiv, was
zur Folge hat, dass keine Tyrosinaktivitit vorhanden ist und daher auch keine
Signaliibertragung in der homodimeren Form von HER3 in Gang gesetzt wird.® Bindet
an HER3 jedoch der Ligand Heregulin sucht er sich ein HER2-Molekiil als
Dimerisierungspartner. Diese Kombination setzt sowohl eine Wachstumssignal- als
auch eine Uberlebenssignalkaskade in Gang, welche der Abbildung 4 entnommen
werden konnen. Das Signal zur Proliferation wird von HER2 {iber die MAP-Kinase
gegeben. HER3 dient dabei als Aktivator und Effektor der PI3-Kinase, welche liber Akt

die Hemmung der Apoptose antreibt.
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Abb.4: HER-Signaltransduktion’

Auch HER1 geht nach der Bindung von EGF oder TGF-alpha eine Dimerisation mit

HER2 ein. In der wachstumsaktivierenden Wirkung sind die Heterodimere den

D . , 10
jeweiligen Homodimeren tiberlegen.

7 Zitiert von http://www.roche.com/, S.43
¥ vgl. http://www.roche.com/, S. 38-40 und S.43
? vgl. Dissertation, Edward Htun van der Horst



4.2. HER-Rezeptoren und Krebstherapie

In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass die Fehlregulierung der HER-Familie eine
Rolle bei der Entwicklung und dem Fortschreiten vieler Krebsarten spielt. Da viele
Tumoren eine Uberexpression von HER-Rezeptoren aufweisen, sind sie interessante
Zielmolekiile in der Krebsforschung. Bei Brustkrebspatientinnen ist meist HER2
tiberexprimiert. Ziel ist es, die Rezeptoren zu blockieren und somit den Signalweg zu
unterbrechen. Hierflir gibt es unterschiedliche Entwicklungsansitze fiir Antikrebsmittel.
Dazu zdhlt die Entwicklung von so genannten monoklonalen Antikdrpern, welche die
extrazellulire Ligandenbindungsregion des Rezeptors besetzen sollen. Herceptin®
(Trastuzumab) von Roche ist ein Beispiel fiir ein Brustkrebsmedikament, das bereits
etabliert ist und an den HER2-Rezeptor bindet. Der humanisierte monoklonale
Antikdrper unterbindet bei 25% der auf der Brustzelle vorkommenden HER2-
Rezeptoren die Tyrosinkinaseaktivitit und verhindert somit Wachstum und Ausbreitung
des Tumors."" Omnitarg™ (Pertuzumab) bindet ebenso an den HER2-Rezeptor und
verhindert die Signaltransduktion, welche unter anderem bei der Dimerisierung von

HER2 mit HER3 in Gang gesetzt werden (Abb.5)."

Umninitarg
® ® -
3 9 3

oy

®vv-¢
She
Pk G 3
Sos
| i
(Fr A A
Werhinderug ' e MARKK
der Apoptose
MAPEE.
@- MAFK, G2
Froliferation -—— keine

Signaltransduldion
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"% gl. http://www.journalonko.de/
" vgl. http://www.roche.com/, S. 42-44
12 ygl. http://www.journalonko.de/
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Auch niedermolekulare Substanzen werden entwickelt, welche auf intrazelluldrer Ebene
wirken sollen. Sie verhindern die Phosphorylierung der Tyrosinkinase, indem sie an der
»~HER-Achse* ansetzen. Ein Beispiel hierfiir ist Tarceva™, das spezifisch die HER1-
gesteuerten Kinasen hemmt.> Des Weiteren gibt es Entwicklungsansitze fiir
Antikorper, die Liganden binden und fiir Antikdrper bzw. Liganden die zusdtzlich an
zelluldre Toxine gekoppelt sind. Fiir die Krebstherapie ist es notwendig neue und

wirksamere Medikamente zu finden, die moglichst wenige Nebenwirkungen aufweisen.

4. Antikorper

4.1. Definition und Struktur **

Antikorper sind Glykoproteine und werden den Immunglobulinen (Ig) zugeordnet. Sie
entstehen in unserem Immunsystem als Antwort auf ein fremdes Molekiil. Bestimmte
weille Blutkorperchen, die B-Lymphozyten oder B-Plasmazellen, stellen Antikorper her
und tragen auf ihrer Oberfliche ein bestimmtes membrangebundenes
Antikorpermolekiil, welches als Rezeptor fiir die Erkennung eines bestimmten Antigens
dient. Durch die Bindung von Antikorpern an ein Antigen wird die Vernichtung des
Fremdeiweill von Makrophagen und anderen Zellen des Immunsystems induziert.
Dieses Schliissel-Schloss-Prinzip bedeutet, dass eine falsche Aminosédure das Protein als
Wirkstoff inaktiv machen kann. Antikorper besitzen eine Binderegion fiir ein Antigen.
Diese Bindungsstelle wird als variable Region bezeichnet, da sie von der
Aminosduresequenz sehr unterschiedlich sein kann. Innerhalb dieser Region sitzen
bestimmte Abschnitte (hypervariable Regionen), welche das so genannte Paratop
enthalten. Diese eigentliche Antigenbindungsstelle bindet reversibel das so genannte
Epitop des Antigens.

Die Bindung erfolgt {iber Ionenbindungen, Wasserstoffbriickenbindungen oder Van-
der-Waals-Krifte (Abb.6). Alle Antikorper bilden ein Y-fomiges Molekiil mit zwei
identischen Bindungsstellen fiir das Epitop eines Antigens (Abb.7).

1 vgl. http://www.roche.com/, S.45
14 vgl. Raem, Arnold M., Rauch, P., Immunoassays, S. 5-7
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Antikdrpermolekiill eine konstante Region,

Effektormechanismen zustidndig ist.

Die Grundstruktur besteht aus vier

Polypeptidketten,  zwei  identisch
schweren Ketten oder H-Ketten (heavy
chain) und zwei identisch leichten
Ketten oder L-Ketten (light chain).
Durch Disulfidbriicken, welche sich
zwischen zwei Cystein-Resten
ausbilden, werden die vier
Polypeptidketten zusammengehalten.
Neben der variablen Region besitzt das
fiir die und
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Abb. 7: Struktur eines Antikorpermolekiils'®

4.2. Antikorperklassen und Subklassen

Antikorper werden in verschiedene Klassen

(Isotypen) und Subklassen unterteilt,

welche sich in ihrer Struktur, ihrer Verteilung im Organismus und in ihren

Effektorfunktionen unterscheiden. Dabei gibt es zwei Isotypen, kappa (x) und lamda

"% ygl. Raem, Arnold M., Rauch, P., Immunoassays, S. 30

' ygl. Alberts, B. (et al), Lehrbuch der Molekularen Zellbiologie, S.154
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(M), fiir die leichten Ketten und fiinf Isotypen fiir die schweren Ketten, welche als v, a,
1, 0 und € bezeichnet werden.

Die Immunglobulinklassen sind durch die konstanten Abschnitte der schweren Ketten
charakterisiert und man unterscheidet deshalb ebenfalls fiinf Immunglobuline: 1gG, IgD,
IgE, IgA und IgM (Abb.8). Einige Immunglobulin-Isotypen bilden weitere komplexe
Strukturen und Untergruppen. So kommen bei IgA sowohl Monomere (klassische
Antikdrperstruktur) als auch Dimire, das bedeutet zwei [gA-Molekiile, die iiber eine so

genannte Joining (J-) Kette verbunden sind, vor.

IgG gD IgE lgA lgM

Abb 8: Struktureller Aufbau der Immunglobulinklassen

IgA ist auf den &uBeren Oberflichen des Organismus lokalisiert. Die wichtigste
Funktion des IgA ist die Neutralisation, d.h. die Verhinderung der Invasion von
Mikroorganismen in den Organismus.

IgM tritt 16slich als Pentameter auf, dabei sind jeweils fiinf IgM-Molekiile iiber eine J-
Kette miteinander verbunden. Jedes IgM-Molekiil hat zehn identische Bindungsstellen
fiir ein Antigen und kann Strukturen mit gleichartigen Epitopen, wie zum Beispiel
Polysaccharide, mit hoher Aviditit (Bindungsstirke bei  multivalenten
Molekiilinteraktionen) binden.

IgD kommt auf der Oberflache von B-Zellen vor. Seine Funktion ist unbekannt.

IgE spielt eine wichtige Rolle bei der Abwehr multizelluldrer Parasiten, z.B. Wiirmer.
AuBlerdem ist IgE fiir allergische Reaktionen verantwortlich (Heuschnupfen,
allergisches Asthma, Lebensmittelallergien).

IgG stellt etwa 75% des Gesamt-Immunglobulins im Serum dar, wovon wiederum IgG;

60-70 % und IgG, 15-20% ausmachen, IgG3 und IgG, hingegen nur etwa 5 %."’

17 vgl. Schiitt, C., Broker, B., Grundwissen Immunologie, S. 10-12
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Die Subklassenunterschiede beim menschlichen IgG sind in Abbildung 9 dargestellt.
Die Unterschiede sind besonders in der Hinge-Region ausgeprigt, wo die

antikorperspaltenden Proteasen bevorzugt angreifen.

Abb.9: Spezies- und Subklassenunterschiede von IgG

Bei IgG; sind die H-Ketten iiber zwei Disulfide und bei IgG; iiber fiinfzehn Disulfide
verbriickt. Daraus ergeben sich deutliche Unterschiede im Fragmentierungsverhalten,
besonders hinsichtlich Geschwindigkeit und Vollstindigkeit der Spaltung.

Die meisten monoklonalen Antikorper sind vom IgGy, IgG,, oder IgGy, Typ (Maus).
IgG ist der am haufigsten verwendete und unproblematischste Antikorper fiir /n vitro

Testsysteme. 18

4.3. Herstellung monoklonaler Antikérper

Ein monoklonaler Antikorper ist gegen ein einziges Epitop gerichtet und besitzt damit
eine einmalige Spezifitit und eine fiir das Epitop hohe Selektivitdt. Die Spezifitdt eines
Antikorpers bezeichnet die Fahigkeit desselben, zwischen dhnlichen aber
unterschiedlichen Antigenen zu unterscheiden und selektiv nur an ein bestimmtes
Epitop eines Antigens zu binden. Monoklonale Antikdrper wurden erstmals 1975 von
Georges Kohler und Cesar Milstein hergestellt. Sie fanden heraus, dass
antikorperproduzierende Zellen (Plasmazellen) immortalisiert werden konnen, wenn
man sie mit Myelomzellen (B-Lymbhozyten, die zu Krebszellen entartet sind)
fusioniert. Das Ergebnis sind Hybridomazellen. Bei der Herstellung monoklonaler
Antikorper (Abb.10) gegen ein bestimmtes Antigen wird eine Maus zundchst mit

diesem Antigen immunisiert.

'® vgl. Kiirzinger, Dr. Konrad, Antikorper und Immunoassay, Prisentation Roche
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Auf diese Weise erhilt man eine grofle Menge an Milzzellen, die spezifische Antikdrper

sezernieren, aber normalerweise
nach wenigen Tagen in der
Kultur absterben. Damit man
eine kontinuierliche Quelle von
Antikorpern erhélt, fusioniert
man die Zellen in Anwesenheit

von Polyethylenglycol (PEG) mit

unsterblichen Myelomzellen.
Myelomzellen sind neoplas-
tische, antikdrperproduzierende

Zellen, die unbegrenzt wachsen

konnen. Diese hat man so
selektiert, dass sie selbst keine
Antikérper  produzieren und
gegeniiber einem Hypoxanthin—
Aminopterin-Thymidin-Medium
(HAT-Medium) (Abb.11)

empfindlich sind. Nur aus

Immunisierung
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Abb.10: Herstellung monoklonaler Antikérper'”

Myelomzellen bestehende Produkte der Fusion konnen in diesem Fall nicht wachsen, da

thnen das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) fehlt.
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Abb.11: Struktur von Hypoxanthin®, Aminopterin*' und Thymidin®

19 vgl. Liddell, E., Weeks, 1., Antikdrper-Techniken, S. 41
2% vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Hypoxanthin

1 vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Aminopterin

2 vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Thymidin
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Nukleinsduren werden auf zwei verschiedene Wege synthetisiert. Zum einem iiber den
de novo-Weg, welchen alle normalen Zellen benutzen, und zum anderen iiber den
salvage pathway, welchen die Zellen nehmen, falls der andere Weg blockiert ist. Sind
beide Wege blockiert sterben die Zellen ab. Der salvage pathway-Mechanismus
verwendet fiir die Purinbiosynthese die Substrate Hypoxanthin und Guanin, aus denen
Inosinat und Guanylat mit Hilfe von HGPRT entstehen. Des Weiteren benotigt dieser
Mechanismus, um bei der Pyrimidinsynthese mit Hilfe der Thymidinkinase (TK)
Thymidylat zu gewinnen, das Substrat Thymidin. Das im HAT-Medium enthaltene
Aminopterin blockiert den de novo-Weg und zwingt somit die Zellen den salvage
pathway zu benutzen. Das HGPRT-Gen wird jedoch von den Milzzellen beigesteuert
und ermoglicht es den gewiinschten Hybridzellen im HAT-Medium zu iiberleben. Reine
Myelomzellen und nichtfusionierte Milzzellen sterben ab. Diese Methode ist unter
HAT-Selektion bekannt.”> AnschlieBend wird getestet, ob die Hybridomazellen
Antikorper produzieren. Durch Vereinzelung kloniert man die Zellen mit der
gewiinschten Spezifitit. Die klonierten Hybridomazellen ldsst man wachsen und erhélt
so grofle Mengen an Antikdrper. Da jedes Hybridom von einer einzigen Zelle
abstammt, erzeugen alle Zellen einer Linie dieselben Antikoérpermolekiile (so genannte
monoklonale Antikorper).

In der Krebsforschung spielen therapeutische monoklonale Antikérper eine immer
groBBere Rolle. Jedoch sind die Antikdrper, die wie oben beschrieben hergestellt wurden,
im menschlichen Organismus selbst ein Antigen und kdnnen somit eine Immunantwort
auslosen. Dies liegt an den Mausbestandteilen der monoklonalen Antikdrper, die mit
Hilfe von molekularbiologischen Verfahren entfernt und durch baugleiche konstante
Teile menschlicher Antikorper ersetzt werden konnen.

Da die konstanten Teile keine Rolle fiir die Wirkung des Antikorpers spielen, konnen
sie problemlos ausgetauscht werden. Der monoklonale Antikérper wird nun als
,humanisierter monoklonaler Antikorper” bezeichnet und ruft keine Immunantwort
mehr hervor. Je nach Ahnlichkeit zu dem menschlichen Antikdrper unterscheidet man

N .. o 24
chimére, humanisierte oder humane Antikdrper.

z vgl. Liddell, E., Weeks, ., Antikdrper- Techniken, S.39-47
4 vel. http://www.medizininfo.de/
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5. Material und Methoden

5.1. Material

ABTS-Tabletten:

Kontrollantikoérper:

Substrat fiir den Farbstoffumsatz (Roche Diagnostics GmbH)
(ABTS= 2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsédure))
Anti-c-ErbB2/c IgG (Mouse Monoclonal IgG), Konz.: 0,1mg/ml
(Calbiochem);

Anti-erbB-3/HER-3 (Mouse monoclonal IgG1); bei -20°C
gelagert; Konz.: 1 mg/ml (Upstate);

EGFR-Rezeptor IgG, Konz.: 200 pg/ml; (Invitrogen);
IGF-1R-IgG, Konz.: 5,71 mg/ml; (Roche Diagnostics GmbH)

Blocking-Reagenz fiir ELISA: 1:10 in H,O verdiinnt (Roche Diagnostics GmbH)

ABTS-Puffer:
Dulbecco’s PBS:

Messgerit:

125ml (Roche Diagnostics GmbH)

ohne Ca; Mg; 0,01 M KH,POy; 0,01 M Na,HPOy; 0,137 M
NacCl; 0,0027 M KCL; pH = 7.0 (PAA Laboratories GmbH)
TECAN Spectra ELISA Reader; Messfilter: 405 nm;
Referenzfilter: 492 nm

Mikrotiterplatten (MTP): 384 Well Polypropylenmikrotiterplatten;

384 Well Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatten (Roche
Diagnostics GmbH)

Mikrotiterplattenschiittler: IKA-VIBRAX-VXR
Mikrotiterplattenwascher: EMBLA; Waschgang mit 90 ul/Well PBS-T

Pipetierroboter:

Pipetten:

Pipettenspitzen:

CyBi-Well Pipettor; 384 Well Format;
Multi-Dispenser (Matrix)

Ein- und Mehrkanalpipetten (Eppendorf) (Matrix);
Pipetboy (IBS Integra Biosciences)

(Eppendorf)

Quantifizierungssoftware: Activity Base

Rezeptoren:

HERXI1-ECD (HER3 extrazelluldire Domine),
Assayverdiinnung: 1:36;

HERX2-ECD, Assayverdiinnung: 1:6;
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HERX3-ECD, Assayverdiinnung: 1:10,
IgF-1R-ECD, Assayverdiinnung: 1:6 (Roche Diagnostics
GmbH )
Sekundérer Antikorper: Anti-Maus POD Konjugat (Bio-Rad)
Subklassen Nachweis-System: IsoStrip™ (Roche Diagnostics GmbH)
Verdiinnungspuffer: OSE-Puffer (PBS + 0,5% BSA (Bovine Serum Albumin
Fraktion V )+ 0,05% Tween 20) (Roche Diagnostics GmbH )
Waschpuffer: PBS-T mit 0,2% Tween 20 (PAA Laboratories GmbH)
Zellkulturiiberstinde: Hybridomaiiberstinde der Maus 02
Zellkulturmedium:  RPMI 1640 mit 10% FCS (Fetales Kélberserum) (Invitrogen)

5.2. Versuchsdurchftihrung

Aus patentrechtlichen Griinden muss auf eine Darstellung der Strukturen der
targetspezifischen Rezeptoren und Antikorper im Rahmen dieser Arbeit verzichtet
werden. Der untersuchte HER-Rezeptor wird als HERX1-Rezeptor bezeichnet und die
anderen als HERX2 sowie HERX3.

5.2.1. HERX1-ELISA?®

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet ein immunologisches
Nachweisverfahren (Assay), das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Im
HERX1-ELISA System (Abb.12) wird die HERX1-ECD (Extrazellulire Domine) an
der mit der Streptavidin beschichteten Platte gekoppelt.

Abb.12: HERX1-ELISA System

 vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked_Immunosorbent Assay
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Daran bindet der Antikorper (Analyt) aus der Probe. Der selektive Antikorper sollte sich
durch hohe Spezifitit und Affinitit auszeichnen und keine Kreuzreaktionen mit
dhnlichen Epitopen zeigen. Wird die Konformation geéndert, kann die
Bindungsfahigkeit des Antikorpers verloren gehen. Der enzymmarkierte Anti-
Antikorper (sekundérer Antikorper) bindet an den Analyten. Das Enzym als Marker
sollte eine hohe Enzymaktivitit aufweisen und mdoglichst einfach an den Antikorper
binden. Dafiir wird die Meerrettichperoxidase (POD) verwendet. Der Farbumsatz des
dazugegebenen Substrates (ABTS) korreliert mit den aus den Hybridomaiiberstinden
gewonnenen Antikorpermengen. Die Farbentwicklung, optische Dichte (Extinktion),
wird mittels Photometer gemessen. Die Quantifizierung der Antikdrperkonzentrationen

in den Uberstinden wird mit der Activity Base Software durchgefiihrt.
5.2.2. Primarscreening der Hybridomauberstande

Hybridzellen werden aus der Fusion der B-Zellen (aus der Milz isoliert) mit den
Myelomzellen gewonnen. Die Zellmischung wird auf den 96 Well Mikrotiterplatten
verteilt und bei 37 °C in 5 % CO; inkubiert. Nach flinf Tagen Wachstum im HAT-
Medium sind die einzig iiberlebenden Zellen Hybride aus Milz- und Myelomzellen.
Ungefidhr zwei Wochen nach der Fusion wird getestet, welche der vielen hundert
Minikulturen die gewiinschten Antikorper produzieren. Fiir den Nachweis werden
biochemische oder zelluldire ELISA entwickelt. Wird beispielsweise ein Antikorper
gegen einen Zellrezeptor gesucht, kann im Assay der isolierte ldsliche Rezeptor
verwendet werden.

Die spezifische Antikorperkonzentration der Hybridomaiiberstdinde in HERX1-ELISA
wurde gemill dem nachfolgend beschriebenen Primédrscreening bestimmit.

Erster Schritt der HERX1-ELISA Durchfiihrung ist die Assayplattenbeschichtung mit
16slichen HERX1-Rezeptoren. Dazu wurde die bei -20°C gelagerte extrazellulire
Rezeptordomidne von HERX1 (Abb.13) im Wasserbad (37 °C) aufgetaut und 1:36 in
OSE-Puffer verdiinnt.

~_— Aufreinigung
hHER extracellular domain = AAA GT Malallalzs® SG~ SEF- Tag
— ELISA

Abb.13: HERX1 Extrazelluldire Doméine mit SBP-Tag
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Danach wurden 25 pl/Well des verdiinnten HERX1-ECD zu zwei 384 Well mit
Streptavidin beschichteten Assayplatten mit Hilfe einer elektronischen 16-Kanal-Pipette
dazugegeben. Durch das Streptavidinbindungsprotein wurde die extrazellulire Doméne
des HERX1-Rezeptors an das Streptavidin gekoppelt. Beschichtet wurde {iber Nacht bei
4 °C im Kiihlschrank. AnschlieBend erfolgte die Probenverdiinnung. Die Fusion der aus
Maus 02 gewonnenen B-Zellen mit Myelomzellen und die Ausplattierung der
Zellmischung wurden in einer anderen Arbeitsgrupe durchgefiihrt. Die frisch geernteten
Hybridomatiiberstinde wurden in 8 96 Well-Platte geliefert und mittels CyBi-Well
Pipettierroboter gemill vorgegebener Probenlogistik auf zwei 384 Well
Polypropylenverdiinnungsplatten iibertragen und dabei mit Verdiinnungspuffer 1:10
verdiinnt (72 pl OSE-Puffer und 8 ul Probe). Um die Antikdrperkonzentration der
Hybridomatiiberstide zu bestimmen, ist die Herstellung der Verdiinnungsreihe mit
bekannten Analytkonzentrationen (Standard) erforderlich. Da die dufleren Bedingungen
bei der Durchfiihrung eines ELISAs nie vollkommen identisch sind, wird auf jeder
Platte eine Standardverdiinnungsreihe mitgefithrt. Bei dieser wurden in
Micronicrohrchen zwdlf Verdiinnungen vorbereitet. Da die Stammldsungskonzentration
Img/ml betrdgt und der Kontrollantikorper 1:1000 verdiinnt werden soll, wurden in

400 pnl OSE-Puffer 0,4 pupl Antikorper verdinnt. Darauf folgte eine 1:2
Verdiinnungsreihe nach dem folgenden Pipettierschema (Abb.14).

Mg WP WAl Al 0l MO Mdg M0pl Mgl Ap a0p

CRUCAICAUCDICAUCVDEDIC LD BT D

oyl
hGin 0y aagl a0yl aayl gl oy a0yl a0yl gl Ayl a0yl
05E-P. 05EP. N5EP NSE-P O5EP, NSEP, 02EP. NSE-P O5E-F O5EP, 05EP, NZE-F.

1000 ngim | 112 14 18 1116 112 184 1128 1:356 1512 1104 1204

Kontrollarti-
hiirper
125pl Ay 125 1251 1250 1251 Ll 125 125p1 1250 125y i
125 i 125 1251 125 125 1y 125 1251 12500 1261 =a
0SE-P. 0SEP, NSEP 0SEP 0OSEF, NSEF, 056, 0SEP OSE-F OSEP, 0SEP, N5EF.

500 ngim | i 11 1:16 11 1:64 1138 1:356 1:512 11024 13048 1:40 86

Kontrollarti-
hirper

Abb.14: Prinzip der Standardverdiinnung und Ubertragung auf den Assay
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Nach der Standardverdiinnung wurden die zwei iiber Nacht bei 4 °C beschichteten
Platten mittels EMBLA Mikrotiterplattenwascher dreimal mit 90 ul/Well Waschpuffer
(PBS-T) gewaschen. Anschlieend wurden mittels Multi-Dispenser in je Well 12,5 ul
OSE-Puffer dosiert. Danach wurden die verdiinnten Hybridomaiiberstdnde mit Hilfe des
CyBi-Well Pipettierroboter auf die ELISA-Platte iibertragen. Gleichzeitig wurde in die
1. und 2. Spalte der Mikrotiterplatte 12,5 nul/Well Kontrollantikdrper (Standard) in 12
Verdiinnungen dazugegeben. Um spiter Messwerte fiir die Negativkontrolle zu
erhalten, wurden in den leeren Wells der Mikrotiterplatten (Positionen M1 bis P2)
Puffer ohne Antikorper pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h bei
Raumtemperatur (RT) auf dem Mikrotiterplattenschiittler wurden die Platten dreimal
mit PBS-T gewaschen und anschlieBend 25 pl/Well des Sekundér-Antikorpers, der an
Anti-HERX1 Antikorper bindet, mit Multi-Dispenser dazugegeben. Dieses Anti-Maus
POD Konjugat (1:1500 in ELISA-Blocking Puffer verdiinnt), besitzt das gekoppelte
Enzym Meerrettichperoxidase (POD). Die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient
spiater zum Nachweis der Anti-HERXI1 Antikorper. Die optimale Inkubationszeit
betrdgt eine Stunde bei RT.

Zum Schluss folgte ein viermaliges Waschen mit 90 ul/Well PBS-T und die Zugabe von
40 pul/Well Substrat (ABTS-Losung). Nach 20 Minuten Inkubationszeit bei RT wurde
das vorher farblose ABTS durch freiwerdenden Protonen oxidiert und unter

Wasserabspaltung zu dem farbigen Endprodukt (Abb.15).

RPN s AW R A s s A M
2) H >:N—N I ] -€ | > = < I\ ]
N NN AN h|l r|xr’ Ny
égHs CoHe Cohts G

ABTS AgTS'

Abb.15: Reaktion von ABTS zu ABTS %

%% ygl. http://www.uni-saarland.de/



21

Nach 20 min wurde die optische Dichte (OD) bei 405/492 nm Wellenldnge im TECAN
Spectra ELISA Reader gemessen. Die Messergebnisse wurden in der Datenbank

gespeichert.

5.2.3. Sekundarscreening

Um mehr Anti-HERX1 Antikorper fiir die Sekundérassays zu gewinnen werden die
positiven Hybridomazellen in das frische Zellkulturmedium aufgenommen und im
Brutschrank bei 37 °C und 7% CO; Gehalt kultiviert. Diese Hybridzellen kénnen bei
optimalen Bedingungen in der Kultur unendlich stark expandiert werden und damit
theoretisch auch unendlich grofle Mengen Antikorper produzieren.

Nach dem Primérscreening wurden von den 12 am meisten antikdrperproduzierenden
Hybridomazellen 8 ausgewéhlt, auf eine 24 Well Mikrotiterplatte iibertragen und eine
Woche im Zellkulturmedium inkubiert. Danach wurde jeweils 1 ml Zellkulturiiberstand
fiir das Sekundérscreening entnommen.

Die Proben wurden in vier biochemischen Assays, d.h. in HERX3-, HERX2-, HERX1-
und IgF-1R (Insulin-like growth factor 1 receptor)- ELISA parallel getestet, um den
spezifischen Antikorper zu bestimmen. Die Beschichtung der Assayplatten erfolgte
analog zum Primérscreening. Die extrazellulire Doméne von HERX3-, HERX2-,
HERX1- und IGF-1R- Rezeptoren wurden in OSE-Puffer verdiinnt, mittels 16-Kanal-
Pipette jeweils eine Streptavidin-Assayplate mit 25 pl/Well beschichtet und iiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Die Probenverdiinnung erfolgte bei diesem Experiment etwas anders
als beim Primérscreening. Zuerst wurde in die Verdiinnungsplatte 60 pl/Well OSE-
Puffer pipettiert. Dabei wurde die dritte Spalte fiir die unverdiinnten Proben leer
gelassen. Die 8 Proben, die in je einem Micronicrohrchen gelagert sind, wurden jeweils
mit 90 pl/Well in die dritte Spalte in je zwei Wells - zwecks Doppelbestimmung-
unverdiinnt libertragen. Anschliefend erfolgte mit einer 16-Kanal-Pipette eine 1:3
Verdiinnungsreihe (60 ul OSE-Puffer + 30 pl Probe) mit 10 Verdiinnungen.

Die wvier iiber Nacht bei 4 °C beschichteten Platten wurden mittels
Mikrotiterplattenwascher dreimal mit 90 ul/Well Waschpuffer gewaschen.

Fir die Standardverdiinnung wurde eine Verdiinnungsreihe der jeweiligen

Kontrollantikorper vorbereitet. Die mit den extrazelluliren Domédnen beschichteten
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Platten wurden dreimal gewaschen und danach mit 12,5 ul/Well OSE-Puffer versehen.
Mit dem CyBi-Well Pipettierroboter wurden 12,5 ul/Well der Proben von den
Polypropylenverdiinnungsplatten auf je eine Assayplatte von dem HERX3, HERX2,
HERX1 und IGF-1R System nach angegebener Logistik der Probenverteilung
pipettiert, d.h. die identische Probenmenge wurde auf vier verschiedenen ELISA-
Platten verteilt. Auf jeder Platte wurden jeweils die Standardverdiinnungen mitgefiihrt.
In die Wells fiir die Negativkontrolle wurden 12,5 ul/Well OSE-Puffer pipettiert. Nach
1,5 h Inkubation bei Raumtemperatur auf dem Mikrotiterplattenschiittler wurden die
Assayplatten wiederum mit PBS-T gewaschen und 25 pl/Well des sekundiren
Antikorpers (Anti-Maus POD Konjugat) dazugegeben. Nach der -einstlindigen
Inkubationszeit wurden die Platten viermal mit PBS-T gewaschen und anschlie3end 40
ul/Well ABTS dazugegeben. Der Substratumsatz wurde nach 20 Minuten bei 405/492

nm Wellenldnge gemessen.

5.2.4. Subklassenbestimmung®’

Um die Subklassen der monoklonalen Antikdrper bestimmen zu kdnnen verwendet man
das Nachweis-System I[soStrip™ , mit dessen Hilfe IgGy, IgGza, 1gGob, 1gGae, IgA und
IgM identifiziert werden konnen. Die Entwicklungsrohrchen im Kit enthalten Latex-
Beads, die anit-Maus-kappa und anti-Maus-/lamda Antikorper tragen. Diese reagieren
mit jedem Antikdrper aus der Maus, unabhingig von seinem Isotyp. Die
Isotypisierungsstreifen tragen immobilisierte Banden von anti-Maus-Antikorpern von
der Ziege, welche mit jeweils einem der bekannten Isotypen der Maus-Antikorper
(IgGi, 1gGaa, IgGop, 1gGac, IgA und IgM) bzw. mit den leichten Ketten kappa und
lamda reagieren. Beide Seiten des Streifens tragen eine Bande fiir die Positivkontrolle,
die anzeigt, dass die Antikorper-beschichteten Beads den Streifen hinaufgewandert sind.
Unter Verwendung dieser zwei Komponenten kann ein monoklonaler Antikdrper aus
der Maus leicht auf seinen Isotyp getestet werden. Bei 8 Test-Proben des HER-
Sekundirscreeningsystems wurden diese 1:20 verdiinnt. Dabei wurden 142,5 pl von
PBS mit 1% BSA und 7,5 pl Probe in das Entwicklungsrohrchen pipettiert und nach 10
Sekunden der Streifen eingefiihrt (Abb.16). Wahrend der Inkubationszeit von 10

" vgl. https://www.roche-applied-science.com/
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Minuten bilden die Antikorper und die Antikdrper-beschichteten Latex-Beads einen
Komplex (Abb.17).

i I i I
] 1]

(lg-class-, Ig-subclass-, mouse-Ig coated

or light-chain-specific) colored latex bead

Step 3 coated strip

Step1

Abb.16: Testprinzip Abb.17: Antikorper und Latex-Beads Komplex

Dieser Komplex wandert durch Kapillarkrdfte den Streifen hinauf, bis er von dem
immobilisierten Anti-Maus-Antikorper aus der Ziege gebunden wird, der fiir seinen

Isotyp und fiir seine leichte Kette spezifisch ist.

6. Auswertungen und Ergebnisse

6.1. Auswertung der Primarscreening-Ergebnisse

Mit einem quantitativen Assay wird die Konzentration eines Analyten in einer
unbekannten Probe bestimmt. Dazu wird eine Standardkurve erstellt, anhand deren dann
die Konzentration der zu untersuchenden Proben ermittelt werden kann.

Die Messergebnisse des Primirscreenings wurden in die Datenbank {ibertragen. 704
Hybridomaiiberstinde (352 Proben/Mikrotiterplatte) wurden dabei ausgewertet, um zu
sehen, welche Zellen Antikorper gegen HERX1 produzieren. Abbildung 18 zeigt den
Farbumsatz des ABTS Substrates beim Standard und den Hybridomaiiberstdnden. Die
positiven Proben (Hits) sind stark griin geférbt.
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Abb.18: Die Verteilung der Hits nach der Farbentwicklung in der 384 Well
Mikrotiterplatte

Zur Quantifizierung der Antikorperkonzentration der Proben wurde auf jeder Platte
jeweils eine Standardkurve mitgefiihrt. Die Messergebnisse sind in Abbildung 19
dargestellt.

Messergebnisse Messergebnisse
MTP 1 MTP 2

oD (mE)
0D (mE)

Abb.19: Primirscreening Messergebnisse

Fiir die Interpolation der Messwerte wird eine Kalibrationskurve je Mikrotiterplatte
erstellt. Die Auswertung bzw. die Quantifizierung der Antikdrpermenge in den
Uberstinden erfolgt mit Hilfe der Activity Base Software. Dabei ist die
Kalibrationskurve in einem halb-logarithmischen Diagramm dargestellt. Auf der X-

Achse wird der natiirliche Logarithmus der Konzentration aufgetragen und auf der Y-



25

Achse die Extinktion (OD=Absorption). Um eine lineare Regression berechnen zu

kénnen, muss man die Kurve vorher linearisieren (Abb.20).”®

Area  Platel  (1:20) Calculated . Model: 100 Y= ((A*x)+B)
X-Values Y-Values #0Ok Plate 1(120) Parameter:
iven [ T ope) A= 17,
Gi #0k 2200 Slope) A= 17,87124
Conc. [ng/ml]  Absorbance Conc. [ng/ml] (Offset) B= 84,16667
Std1 0,24 42,000 2,36 1800-
Std2 0,49 50,000 -1,91 L A R2 0987034
Std3 0,98 57,500 -1,49 2 1400
Std4 1,95 94,500 0,58 b= L Limits for linear range Conc. [ug/ml]
Std5 3,91 135,500 2,87 < 1000~ Y Abs. Min 100,0 0,018
Std6 7,81 204,500 6,73 a | Abs. Max | 1800,0 1,92
Std7 15,63 382,500 16,69 = 600k ¥
Std8 31,25 730,000 36,14 L. SINRatio. 25,379
Std9 62,50  1157,000 60,03 200- 1 -
Std1( 12500  1664,500 88,43 ﬁ ‘ ‘
1 1 1 1 1
Std1! 250,00  2161,000 116,21 0 200 00
Std1% 500,00  2225,000 119,79 Conc. [ng/mi]

Abb.20: Kalkulation der Kalibrationskurve in Activity Base

Die Interpolation von Messwerten der Proben erfolgt mit einer speziell vorgefertigten
Excel-Vorlage. Die Antikorperkonzentrationen der 704 Hybridomaiiberstinde werden
in einer Excel-Tabelle zusammengefasst und nach Antikorpergehalt sortiert. In 627
Zellkulturiiberstinden (89 %) waren keine Antikorper nachweisbar. In Tabelle 1 sind
die 12 Hybridomazellen (Hits) aufgelistet, die am meisten Anti-HERX1 IgG produziert
haben.

Anti- HERX1 AK
Hybridoma in HERX1-ECD-
Uberstand ELISA
c (pg/ml)
HER M02.8G4:1 1,83
HER M02.7B7:1 1,78
HER MO02.3E3:1 1,75
HER M02.7G3:1 1,68
HER M02.5D11:1 1,64
HER MO02.3E2:1 1,62
HER MO02.3H6:1 1,58
HER M02.2C10:1 1,57
HER M02.2A11:1 1,30
HER MO02.3E4:1 0,99
HER M02.1D12:1 0,81
HER MO02.8F11:1 0,70

Tab.1: Diel2 im Primérscreening ausgewéhlten Hybridomazellen

* vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Enzyme-linked_Immunosorbent Assay
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Jene 8 Hybridomazellen, die mehr als 1 pg/ml Anti-HERX1 Antikorper produzierten,

wurden im Sekundirscreening analysiert.
6.2. Auswertung der Sekundarscreening-Ergebnisse

Der spezifische Anti-HERX1 Antikorper erkennt den HERXI1-Rezeptor auf der
Oberfldache von Krebszellen, sollte aber weder an die anderen HER-Rezeptoren noch an
die nicht verwandten Rezeptoren, wie beispielsweise an IgF-1R binden.

Die im Primérscreening ausgewidhlten 8 Hybridomazellen wurden im
Sekundéarscreening in vier verschiedenen biochemischen Assays (in HERX3-, HERX2-,
HERX1- und IgF-1R-ELISA) parallel getestet, um den Antikorper zu finden, der
spezifisch an den HERX1-Rezeptor bindet. Die ausgewihlten 8 Proben wurden jeweils
mit Doppelbestimmung in 10 Konzentrationen getestet. Der Farbstoffumsatz der
Proben im ELISA ist in Abbildung 24 (Anhang) dargestellt. Die Messergebnisse sind
plattenweise in einer Excel-Tabelle zusammengefasst (Tab.4 Anhang) und daraus die
jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet (Tab.2). Die Berechnung

der Messergebnisse erfolgt nach den folgenden mathematischen Formeln:

Der Mittelwert (MW) ist die Summe aller Messwerte (x;) geteilt deren Anzahl n: 29

n
_ 1 T+ 1o+ 41y
Iarit]:.m:_E I, =
e n
i

Die Standarabweichung (STABW) gibt die Streuung der Werte einer Zufallsvariable um

ihren Mittelwert an.>°

Sx Standardabweichung der Grundgesamtheit

N der Stichprobenumfang (Anzahl der Werte bzw. Anzahl der Freiheitsgrade)

¥ vgl. http://de.wikipedia.org/wiki/Mittelwert
% vel. http://de.wikipedia.org/wiki/Standardabweichung
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Xi die Merkmalsauspragungen am i-ten Element der Stichprobe

X der Mittelwert der Stichprobe

Hybridoma- OD (mE)
Nr (iberstand 1:10 1:30 1:.90 1:270 1:810 1:2430 1:7290 1:21870
Mittelw [sTaBw | Mittelw [sTaBw | Mittelw [sTaBw | Mittelw [sTAaw | Mittelw [sTABw | Mittelw [sTABW | Mittelw [STABW | Mittelw |STABW
1 | HER M02.8G4 2493 | 742 | 2560 | 2,8 | 2712 | 41,0 | 2425 | 46,0 | 1830 | 100,4| 1022 | 40,3 | 499 | 240 | 316 | 587
2 | HER M02.3E3 1812 | 453 | 2133 | 96,9 | 2193 | 68,6 | 1696 [ 80,6 | 882 | 96,9 [ 414 | 672 | 226 | 148 | 165 | 35
3 | HER M02.7B7 1551 | 21,9 [ 2011 | 214,3] 2097 |1315] 1864 [ 21,2 | 990 | 742 | 469 | 148 | 250 | 0,7 | 184 [ 134
4 | HER M02.7G3 2696 | 255 | 2511 | 80,6 | 2356 | 157,0| 862 | 396 | 327 [ 71 | 189 | 07 [ 149 | 71 | 132 | 42
5 | HER M02.3E2 1608 | 20,5 [ 2037 | 156 | 2038 | 34,6 | 1482 [ 17,7 | 806 | 41,7 | 366 | 92 | 216 | 14 | 161 | 35
6 | HER M02.5D11 | 1229 |1549{ 1132 | 1209 702 | 792 | 370 | 64 | 222 | 148 | 163 | 64 [ 143 | 49 | 143 | 00
7 | HER M02.3H6 1829 | 96,2 [ 1998 | 1442 2172 | 453 | 1551 [1082| 793 | 912 | 377 | 92 | 233 | 14 | 167 | 49
8 | HER M02.2C10 | 1660 | 11,3 [ 2138 | 188,8| 2079 | 81,3 | 1219 | 488 | 624 | 184 | 339 | 375 | 216 | 29,7 | 193 | 39,6

Tab.2: Kalkulation der HERX1-ELISA Messergebnisse

Die Abbildung 21 stellt die Sekundirscreening-Ergebnisse dar. Die Y-Achse zeigt die
OD-Werte in Milliextinktion an und die X-Achse die Probenverdiinnung. Beim
Vergleich der verschiedenen Assays (Abb.22) kann man feststellen, dass alle Antikorper
der 8 Uberstinde an den HERX1-Rezeptor binden. Die sezernierten Antikdrper der
Zelllinie HER_M02.7G3 sind kreuzreaktiv, d.h. sie binden an alle vier Rezeptoren.
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Abb.21: HER-ELISA Ergebnisse
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Die Quantifizierung der Antikdrpermenge in den Uberstinden erfolgt mit Hilfe der

Activity Base Software. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.

Nr. |Hybridomaiberstand Antikérper Konzentration (ug/ml)
HERX1 ELISA | HERX2 ELISA | HERX3 ELISA | IGF-1R ELISA

1 HER M02.8G4 22,99 0,38 <0.04 <0.007

2 HER_MO02.3E3 12,78 <0.02 <0.04 <0.007

3 HER MO02.7B7 14,91 <0.02 <0.04 <0.007

4 HER MO02.7G3 4,36 4,78 6,01 3,58

5 HER MO02.3E2 11,41 <0.02 <0.04 <0.007

6 HER MO02.5D11 1,20 0,50 1,17 <0.007

7 HER MO02.3H6 10,97 <0.02 <0.04 <0.007

8 HER_M02.2C10 9,90 <0.02 <0.04 <0.007

Tab.3.: Kalkulierte Antikorperkonzentration im Sekundarscreening

Die Balken zeigen die Antikdrperkonzentrationen der Uberstinde. Die produzierten
Antikorper der Hybridzellen HER M02.5D11 erkennen drei HER-Rezeptoren, sie sind
kreuzreaktiv oder Mischklone. Sechs Hybridomazellen produzieren spezifische
Antikorper. Die Zelllinien HER M02.7B7 und HER _MO02.3E3 sezernieren die hochste
spezifische Antikorpermenge (Abb.22).

25+

20+

15+

10

Antikorperkonzentration
(pg/ml)

O HERX1 ELISA
B HERX2 ELISA
B HERX3 ELISA
O IGF-1R ELISA

HER_M02.8G4

HER_MO02.3E3
HER_M02.7B7
HER_M02.7G3
HER_MO02.3E2
HER_MO02.5D11
HER_M02.3H6
HER_MO02.2C10

Abb.22: Antikorperkonzentrationen der Hybridomaiiberstinde

Die Messergebnisse des jeweiligen Assays, sowie die Auswertung von Activity Base

und Bilder befinden sich im Anhang.
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6.3. Auswertung der Subklassenbestimmung

Mit dem Nachweis-System Iso-Strip™ werden die Subklassen und Isotypen der
Antikdrper von den 8 Proben aus dem Sekundirscreening bestimmt (Abb.23). Dabei
ergab sich, dass die Proben 1-3, sowie die Proben 5,6 und 8 vom IgG; Typ sind. Die
Probe 7 wurde als IgGyy,, Probe 4 als IgM identifiziert. Alle Proben besitzen die leichte
Kette kappa als Isotyp. Es ldsst sich erkennen, dass die am hdufigsten produzierten
Antikorper der Hybridomazellen vom IgG; Typ sind. Es kam weder IgA noch die

leichte Kette lamda vor.
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Abb.23: Ergebnis der Subklassenbestimmung

Die Probe 4 als IgM Typ ist fiir die Krebsforschung uninteressant, da die Stabilitdt und
die Reproduzierbarkeit der IgM Testsysteme problematisch sind. Die anderen hingegen

sind unproblematisch fiir /n vitro Testsysteme.

Mit den durchgefiihrten Testverfahren ist es gelungen mehrere spezifische
antikorperproduzierende Hybridomazellen zu isolieren. Die Testergebnisse beweisen,
dass die Hybridomazelllinie mit der Bezeichnung HER M02.7B7 am meisten (14.91
ug/ml) spezifische Anti-HERX1 IgG; Antikorper produziert hat. Deshalb wurde diese

Zelllinie fiir die weitere Entwicklung therapeutischer Krebsmedikamente ausgewahlt.
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7. Diskussion

Zielgerichtete, hochspezifische monoklonale Antikdper werden hiufig zur
Krebstherapie, Unterdriickung unerwiinschter Immunreaktionen und Verhinderung von
AusstoBungsreaktionen bei Organtransplantationen eingesetzt. Bedeutung haben sie
auch im diagnostischen Bereich, da sie sehr genau bestimmte Antigene sowohl im
menschlichen Korper, als auch in Laborproben erkennen kdnnen.

Mit dem Einsatz monoklonaler Antikorper besteht die Moglichkeit die
Signaltransduktion der HERX1-Rezeptoren in der Tumorzelle zu hemmen.

Bevor ein Antikorper jedoch als monoklonal bezeichnet wird, muss er bei der
Herstellung mit verschiedenen Testverfahren isoliert und identifiziert werden. Die
durch Fusion von Immunzellen der Maus mit Myelomzellen gewonnenen
Hybridomazellen sezernieren unterschiedliche Antikorperstrukturen. Im
Primérscreening der Hybridomaiiberstinde wurden die acht produktivsten Proben von
704 Maus-Zelllinien mit Hilfe eines quantitativen HERXI-ELISAs ausgewdhlt. Im
Sekundérscreening wurde die sezernierte Antikorpermenge der Hybridomaiiberstéinde
und die Selektivitit der Bindung an HER-Rezeptoren bestimmt. Dabei zeigte sich, dass
zwar alle Antikorper an die extrazellulire Doméane von HERX1 binden, jedoch zwei
Proben auch an die anderen getesteten Rezeptoren. Diese Antikdper sind kreuzreaktiv
und nicht HERX1 spezifisch. Die Subklassen- und Isotypbestimmung der Antikdrper
aus den ausgewihlten acht Proben bestétigte die Aussage, dass die meisten von
Hybridomazellen produzierten Antikorper der Subklassen des IgG Typs angehoren.
Besonders hiufig kam IgG; vor und alle wiesen die leichte Kette kappa vor. Die
Resultate der Experimente zeigen, dass eine Maus-Hybridomazelllinie fiir die weitere
Entwicklung monoklonaler Antikoper besonders gut geeignet ist. Diese Zelllinie mit
der Bezeichnung HER MO02.7B7 hat 14.91 pg/ml spezifische Anti-HERX1 IgG,
produziert. Das in dieser Facharbeit vorliegende Praktikum zeigt lediglich einen kleinen
Ausschnitt auf der Suche nach einem Antikrebsmittel. Bevor der ausgewéhlte
Antikorper ein wirksames Arzneimittel wird, muss er noch mit unzihligen
biotechnologischen Verfahren wie u.a. Klonierung, Aufreinigung, Strukturoptimierung
und Chimerisierung weiterentwickelt werden. Mit geringen Nebenwirkungen ist jedoch

die Antikorpertherapie ein viel versprechender Ansatz bei der Krebsbekdmpfung.
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11. Anhang

11.1. ELISA-Ergebnisse

1MTP Primarscreening OD (mE)
T T
A[Zoa] 140 1aa] 143 ibp] 135] 147] 131 137 TA0] 125| 132 112| 126] 150 46| 141l 215 143' 15 140- 1a7]_212|
Bl 147] 122[ 107] o7 101 5] o7 105 92[ 1 9 8 o7] 1oo] 109 105] 105[ o 117 _168|
c[ 151 13 4] o1 o4 85 o B 571 1 o1 o[ o0 92[ 10 10 93] 141
p[_182[ 17 7| 108[ 195 9 95| o o4 5[ o4 s 102[ 127
E 101 %I 7 o5 B 9 87 118
F 5 T 106 o5 92 oo o1 1 7] o4 1 100[ _130)
G o 87 SEl 88[ 85| 85 93 95| o3[ 87 00) 207
H 0 165] 108 104] 9 4] 1 93] 4] 6 01] 105 132
I 0 48 6 o 04 o4 o5 03 134]
. 9 100 8] 108 157] 101 93 109] 101[ 114 00 104[ 147
K 2 98] 3 o o o3[ 97 100 91 90 oo o1 1a9|
L 6 93] 105] 688] 99] 111 102| 478| 105 93] 113| 101] 103] 98] 140
M o e8] o4 85 175 o o o[ _o1] oo| 6| 89 96 o9 o8| 13
N 8] 92| 05| 97| o7 164 10 103 _94] 152] 90| 95| 103[ 109] 13
o[ 75| _102[ 103 16] 02| 92| o1 99| 131 96| 100[ 94 9 o1 159 317[ 104 107]_110[ 15
P[90[ 102[ 155 153 47| 343[ 123[ 130 125 13o|JGHl| 144] 139] 142 139 149| 129] 135 155 153 152 176] 174] 14
R
2MTP Primarscreening OD (mE)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 4 15 16 7. 18 19 20 21 92 93 24
520| 173] 142| 152| 144] 273] 151 157 161f 159| 167] 160] 165] 161] 154] 190 174] 166 17l| T77]_175] 138]

109 110f 110{ 113 106 111 99| 110 91 97] 103] 102 94] 104] 102] 109] 104] 103] 105} 113] 109| 139
100 94] 327 88| 84 94 97 93 99| 107 87| 92| 86 94 93| 95| 94| 136 Eﬁl 527] 107| 159
108 106| 790 94 95| 117] 107 99 93] 94 108| 403 92 87| 99 93] 107] 295 116{ 100 150
96| 97] 100 88| 85| 94 90 95| 86 98| 87 88| 86 89 86 96 94 94 91| 100 91| 143
109 101 132 94| 104 94 106| 105 94| 100 100] 110] 118] 110 97| 104 96| 93| 94f 109] 110 lq
9. 00| 9, 89 87| 8 8 92| 0| 94 8| 8| 96 4] 91 97, 7] 135
3 1. 9 100 100{ 10: 0. 105 9. 8| 4 7| 92 92| 91] 103] 1 447
0Of 0! 10: 9. 0. 5| 10: 0] 1. 95| 97| 100 98| 40
6 3. 1. 120[ 1 10 1. 1. 7] 1. 27 105 10! 108 2 100 94| 100] 10 4
[ 0. 89 9. )4 0. 5| 8 91 10: 8! 90 0] 534 91 97| 8 34
1 21| 2 533 125] 100 104 _[b- 114] 100] 105] 9 99| 106] 106] 104] 114] 107 738 104 14
214 86] 117 95 83 87| 38 91 89 91 36 2| 87 9| 85 92| 87| 93| 92 99| 92| 132
119] 125] 123| m_gh 110[ 114 114 101 136 1 96 4] 151 98| 102| 109| 298 99| 111] 137 x <320
133 104 97 102 297 91 194 95| 100 93] 101 )4 88| 262 90| 98| 100] 105 97| 112] 105| 120 320 < x < 800
192] 186] | 173] 167] 218] 160 175] 186] 174] 173| 156 174 178] 256] 179 177] 181] 185] 211 158] 800 < x < 1300
x > 1300
Tab.3: Primédrscreening-Messergebnisse
1 ITE: HERXI ELIS& 3 ITP: HERES ELIS&
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2. MTP: HERXZ ELISA 3. MTE: IGF IRELISP-;

Abb.24: Farbentwicklung in der 384 Well Mikrotiterplatte des Sekundérscreening
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LMTP: HERX1 ELISA oD (mE)
T 7 3 & 5 &8 789w nmpmowm oW i g % s
A[212 ] 166 1050 408 | 307 | 223 | 223 | 104 | 210 | 203 | 100 | 207 | 186 | 210 | 212 | 213 | 225 | 229 | 200
B| 176 | 136 998 | 350 | 220 | 152 | 129 | 139 | 129 | 123 | 120 | 119 | 129 | 125 | 142 | 158 | 144 | 141 | 217
c| 212 [ 170 950 | 461 | 236 | 167 | 136 | 137 | 137 | 137 | 134 | 126 | 126 | 131 | 137 | 132 | 144 | 145 | 150 | 222
D[ 247 [ 232 813 | 366 | 215 | 162 | 132 | 125 | 126 | 122 | 127 | 139 | 127 | 141 | 137 | 139 | 144 | 136 | 126 | 202
E| 375 | 333 1042 479 [ 249 | 174 | 144 | 130 | 132 | 142 | 136 | 131 | 140 | 133 | 138 | 140 | 137 | 137 | 126 | 214
F| 531 | 520 937 | 458 | 250 | 193 | 143 | 134 | 132 | 134 | 128 | 126 | 137 | 130 | 125 | 126 | 148 | 128 | 136 | 204
G| 919 | 876 890 | 322 | 189 | 144 | 120 | 126 | 132 | 128 | 144 | 131 | 130 | 142 | 140 | 142 | 151 | 142 | 151 | 127 | 188
H[ 1267 [ 1299 834 | 332 | 188 | 154 | 135 | 126 | 131 | 120 | 131 | 129 | 130 | 136 | 148 | 133 | 142 | 144 | 146 | 124 | 181
I 1494|7835 372 | 215 | 158 | 142 | 142 | 132 | 128 | 130 | 120 | 142 | 136 | 144 | 142 | 148 | 147 | 123 | 201
J 1469 776 | 359 | 217 | 163 | 145 | 143 | 131 | 141 | 133 | 142 | 134 | 148 | 141 | 130 | 142 | 154 | 138 | 184
K 13381217 758 | 374 | 232 | 158 | 139 | 143 | 128 | 132 | 136 | 132 | 133 | 145 | 136 | 139 | 143 | 150 | 143 | 145 | 137 | 208
L 1119 | 1046 | 646 | 365 | 211 | 167 | 146 | 143 | 143 | 142 | 149 | 140 | 134 | 133 | 143 | 144 | 141 | 153 | 145 | 154 | 150 | 184
m|_130 | 102 857 | 383 | 234 | 163 | 156 | 152 | 130 | 149 | 142 | 146 | 143 | 142 | 140 | 147 | 136 | 171 | 133 | 218
N| 135 105 1474 728 | 370 | 232 | 170 | 149 | 144 | 150 | 147 | 133 | 138 | 142 | 147 | 144 | 142 | 147 | 149 | 125 | 226
o| 162 | 108 1253 637 | 312 | 195 | 165 | 161 | 151 | 134 | 150 | 141 | 149 | 147 | 149 | 143 | 153 | 158 | 153 | 150 | 223
P 189 | 137 1184 611 | 365 | 237 | 221 | 216 | 203 | 201 | 197 | 201 | 207 | 208 | 102 | 221 | 225 | 193 | 230 | 190 | 180
K
2.MTP: HERX2 ELISA oD (mE)
sy s
A["205 ] 208 Ji9496] 751 | 425 | 276 | 248 | 215 | 208 | 210 | 205 | 101 | 103 | 185 | 180 | 168 | 193 | 179 | 175 | 185 | 200 | 185 | 201 | 216
B| 292 | 257 | 11887 686 | 313 | 255 | 205 | 195 | 178 | 177 | 193 | 187 | 188 | 196 | 197 | 204 | 195 | 200 | 219 | 225 | 222 | 227 | 241 | 220
[ 349 [ 300 | 168 | 164 | 162 | 160 | 150 | 160 | 164 | 160 | 168 | 166 | 179 | 157 | 186 | 180 | 170 | 101 | 185 | 205 | 186 | 105 | 215 | 205
D| 407 | 370 | 157 | 156 | 157 | 147 | 153 | 157 | 160 | 167 | 152 | 165 | 167 | 176 | 167 | 174 | 170 | 174 | 188 | 194 | 186 | 201 | 206 | 220
E| 561 | 508 | 148 | 149 | 150 | 152 | 153 | 153 | 181 | 154 | 162 | 156 | 160 | 176 | 179 | 176 | 160 | 164 | 201 | 202 | 183 | 209 | 211 | 217
F| 760 | 745 | 158 | 176 | 156 | 155 | 162 | 151 | 163 | 166 | 151 | 170 | 150 | 164 | 165 | 173 | 174 | 165 | 173 | 160 | 180 | 188 | 206 | 217
G| 11951032 19501 476 | 248 | 186 | 167 | 172 | 162 | 154 | 161 | 160 | 174 | 150 | 177 | 189 | 182 | 189 | 211 | 209 | 208
H[ 1245 1085 1209 493 | 262 | 183 | 193 | 160 | 184 | 167 | 161 | 159 | 172 | 168 | 187 | 180 | 185 | 204 | 210 | 218 | 229
I ’1404 1378 160 | 165 | 168 | 171 | 150 | 163 | 179 | 167 | 160 | 154 | 150 | 166 | 162 | 150 | 165 | 178 | 174 | 171 | 104 | 208 | 229 | 218
J 145 | 162 | 177 | 160 | 174 | 175 | 164 | 178 | 166 | 173 | 181 | 175 | 151 | 176 | 109 | 187 | 176 | 191 | 232 | 101 | 220 | 223
K 938 [ 1812 570 | 342 | 252 | 105 | 172 | 177 | 169 | 157 | 165 | 166 | 101 | 163 | 183 | 184 | 189 | 181 | 188 | 217 | 218 | 209
L 861 | 798 | 556 | 380 | 244 | 210 | 184 | 175 | 163 | 179 | 176 | 187 | 180 | 168 | 208 | 183 | 194 | 189 | 196 | 231 | 236 | 215
M[204 | 186 | 184 [ 173 | 171 | 164 | 160 | 173 | 184 | 166 | 185 | 180 | 168 | 103 | 179 | 175 | 185 | 177 | 170 | 198 | 104 | 208 | 223 | 208
N| 175 [ 216 | 170 | 188 | 101 | 168 | 190 | 171 | 177 | 173 | 177 | 174 | 176 | 183 | 175 | 199 | 168 | 177 | 200 | 185 | 201 | 216 | 235 | 210
o| 184 | 132 [ 212 | 203 | 201 | 200 | 108 | 210 | 104 | 109 | 200 | 215 | 208 | 210 | 205 | 101 | 103 | 220 | 225 | 220 | 217 | 245 | 237 | 181
P| 170 | 162 | 269 | 208 | 210 | 205 | 191 | 201 | 202 | 183 | 209 | 105 | 200 | 210 | 225 | 222 | 227 | 189 | 182 | 189 | 211 | 209 | 220 | 217
K
3.MTP: HERX3 ELISA oD (mE)
e e e e e e e e
A[200 ] 160 [ 210 [ 215 | 104 | 189 | 198 | 107 | 202 | 198 | 107 | 212 | 109 | 210 | 210 | 195 | 213 | 202 | 229 | 210 | 238 | 223 | 217 | 213
B| 206 | 170 | 151 | 157 | 152 | 140 | 165 | 145 | 146 | 148 | 140 | 136 | 155 | 142 | 153 | 152 | 147 | 160 | 151 | 176 | 180 | 168 | 170 | 219
C[ 217 | 187 | 143 | 133 | 142 | 133 | 127 | 151 | 132 | 214 | 132 | 137 | 154 | 148 | 150 | 137 | 131 | 139 | 138 | 150 | 162 | 161 | 163 | 226
D| 230 [ 214 | 141 | 130 | 131 | 136 | 137 | 125 | 140 | 138 | 118 | 133 | 143 | 142 | 132 | 151 | 154 | 134 | 150 | 163 | 144 | 161 | 154 | 201
E| 311 | 270 | 136 | 132 | 139 | 140 | 125 | 140 | 128 | 130 | 142 | 132 | 134 | 130 | 137 | 143 | 152 | 148 | 174 | 164 | 158 | 161 | 152 | 226
F| 381 | 370 | 149 | 136 | 149 | 136 | 132 | 133 | 129 | 151 | 125 | 143 | 137 | 146 | 143 | 131 | 146 | 146 | 144 | 171 | 170 | 166 | 156 | 206
G| 649 | 612 952 | 375 | 213 | 153 | 134 | 130 | 133 | 138 | 151 | 129 | 152 | 146 | 147 | 156 | 160 | 161 | 173 | 150 | 198
H[ 951 [ 1090 920 | 381 | 221 | 181 | 130 | 144 | 149 | 154 | 150 | 158 | 143 | 162 | 150 | 154 | 141 | 157 | 160 | 162 | 208
I 152 | 140 | 145 | 134 | 140 | 140 | 135 | 132 | 136 | 143 | 141 | 160 | 143 | 144 | 140 | 136 | 149 | 152 | 166 | 164 | 144 | 210
J 139 | 142 | 135 | 144 | 131 | 141 | 145 | 141 | 140 | 140 | 166 | 130 | 142 | 150 | 145 | 146 | 147 | 150 | 145 | 178 | 151 | 217
K 1224 577 | 281 | 196 | 146 | 140 | 142 | 143 | 148 | 147 | 137 | 141 | 142 | 130 | 155 | 171 | 150 | 168 | 170 | 163 | 237
1 1085| 531 | 290 | 182 | 164 | 156 | 172 | 141 | 148 | 159 | 150 | 149 | 146 | 155 | 152 | 163 | 167 | 160 | 181 | 161 | 206
M[ 172 ] 147 | 150 | 139 | 136 | 156 | 148 | 150 | 143 | 151 | 165 | 142 | 150 | 162 | 156 | 144 | 147 | 155 | 154 | 152 | 162 | 202 | 156 | 223
N| 170 | 145 | 157 | 158 | 144 | 147 | 148 | 161 | 148 | 154 | 148 | 155 | 147 | 149 | 149 | 153 | 156 | 163 | 162 | 187 | 160 | 167 | 168 | 215
0| 193 | 156 | 179 | 165 | 150 | 166 | 160 | 156 | 167 | 161 | 148 | 162 | 167 | 154 | 160 | 166 | 163 | 163 | 162 | 160 | 170 | 171 | 186 | 229
P| 117 | 179 | 184 | 186 | 174 | 189 | 205 | 215 | 185 | 207 | 198 | 215 | 109 | 203 | 216 | 221 | 227 | 209 | 233 | 221 | 230 | 256 | 236 | 252
K
4MTP: IGF-1R ELISA oD (mE)
T e e e T e s s e e g oo o oo o o
A[210 [ 120 [ 161 | 157 | 158 | 175 ] 173 | 180 | 174 | 183 | 168 | 180 | 182 | 167 | 160 | 177 | 160 | 153 | 158 | 167 | 153 | 202 | 200 | 182
B| 190 | 214 | 143 | 154 | 153 | 136 | 131 | 151 | 144 | 136 | 135 | 185 | 162 | 142 | 138 | 134 | 139 | 143 | 154 | 155 | 167 | 160 | 177 | 203
C[440 [ 380 | 127 | 125 | 130 | 127 | 124 | 134 | 142 | 142 | 130 | 137 | 137 | 146 | 153 | 137 | 136 | 132 | 149 | 134 | 150 | 165 | 156 | 206
D| 738 [ 694 | 135 | 131 | 128 | 130 | 120 | 123 | 138 | 130 | 128 | 134 | 147 | 137 | 136 | 140 | 151 | 148 | 152 | 155 | 151 | 154 | 166 | 234
E| /0027955 | 133 | 130 | 130 | 133 | 130 | 131 | 147 | 138 | 136 | 128 | 137 | 130 | 145 | 134 | 139 | 135 | 156 | 155 | 160 | 163 | 162 | 204
F| 1226 1263 139 | 135 | 147 | 130 | 134 | 155 | 130 | 140 | 131 | 133 | 133 | 134 | 140 | 138 | 148 | 140 | 165 | 163 | 165 | 162 | 169 | 216
G 990 | 395 | 296 | 158 | 139 | 132 | 141 | 140 | 133 | 142 | 148 | 147 | 135 | 149 | 142 | 148 | 157 | 147 | 222
H 1006 405 | 225 | 168 | 146 | 141 | 134 | 141 | 144 | 143 | 140 | 142 | 150 | 155 | 158 | 147 | 158 | 168 | 227
I 145 | 135 | 153 | 136 | 136 | 138 | 136 | 141 | 137 | 140 | 143 | 137 | 137 | 133 | 138 | 143 | 140 | 147 | 165 | 158 | 150 | 232
J 128 | 143 | 135 | 133 | 137 | 152 | 151 | 130 | 133 | 152 | 145 | 145 | 150 | 143 | 140 | 166 | 149 | 157 | 150 | 178 | 165 | 233
K 137 | 138 | 142 | 147 | 146 | 147 | 149 | 145 | 144 | 141 | 150 | 149 | 154 | 146 | 163 | 152 | 156 | 158 | 150 | 169 | 162 | 205
Y 143 | 170 | 147 | 160 | 151 | 152 | 142 | 154 | 149 | 146 | 151 | 153 | 155 | 153 | 156 | 143 | 150 | 172 | 168 | 164 | 165 | 223
M["206 | 146 | 146 | 138 | 152 | 145 | 136 | 145 | 146 | 149 | 155 | 144 | 142 | 171 | 130 | 137 | 140 | 155 | 145 | 152 | 170 | 162 | 150 | 200
N| 207 | 154 | 150 | 154 | 155 | 163 | 152 | 158 | 151 | 156 | 147 | 151 | 150 | 152 | 145 | 155 | 168 | 150 | 150 | 153 | 168 | 180 | 182 | 250
O| 153 | 157 | 155 | 149 | 156 | 157 | 158 | 157 | 156 | 154 | 160 | 153 | 158 | 167 | 153 | 161 | 157 | 158 | 175 | 173 | 180 | 174 | 183 | 207
P| 139 | 179 | 203 | 209 | 202 | 209 | 206 | 159 | 165 | 156 | 150 | 178 | 165 | 165 | 162 | 169 | 201 | 202 | 210 | 215 | 213 | 207 | 209 | 211
K
X <215 mE
215< x < 800 mE
800< x < 1500 ME
[ x > 1500 mE

Tab.4: Sekundérscreening-Messergebnisse
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11.2. Bilder

T,

Abb.25: Mikrotiterplattenwascher (EMBLA) Abb.26: Mehrkanal-Pipetten (Matrix)

Abb.27: Multi-Dispenser (Matrix) Abb.28: Micronics (Matrix)

Abb.30: ELISA-Reader (TECAN)



11.3. CD mit Internetseiten
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