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Einleitung

1 EINLEITUNG

Mit der vollstindigen Entschliisselung des humanen Genoms stellte sich heraus, dass die
Gene der Proteasen einen Anteil von tber 2% an den fir Proteine codierenden Genen
haben. Damit bilden die proteolytischen Enzyme eine der grofiten Proteingruppen. Sie
sind essentiell an den meisten Lebensprozessen der Organismen beteiligt (Barrett ef al,
2001). Die Bedeutung der Proteasen und ihrer Inhibitoren wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass 18% der Sequenzen der SwissProt-Datenbank Sequenzen
proteolyischer Enzyme oder ihrer Inhibitoren darstellen (Rawlings e a/, 2006). Das
zunehmende Interesse an den Proteasen reflektiert ihre Funktionen bzw. ihre Beteiligung
an zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen. Daraus resultiert
auch ihre wachsende Bedeutung fiir die Medizin und die Biotechnologie.

Die Arbeiten, die dieser Dissertation zu Grunde liegen, konzentrieren sich auf den
endogenen Cysteinprotease-Inhibitor Cystatin B (CSTB). Zur Veranschaulichung der
Bedeutung der endogen Inhibitoren sollen zunichst die Cystein-Proteinasen niher
betrachtet werden.

Die Proteasen (auch als Peptidasen, Peptidhydrolasen oder Proteinasen bezeichnet)
spalten Peptidbindungen durch Hydrolyse. Sie werden nach wesentlichen Merkmalen der
Struktur ihrer katalytischen Zentren in vier Klassen: 1. Serin-, 2. Cystein-, 3. Aspartat-, 4.
Metalloproteasen eingeteilt.

Barrett fithrte 1979 eine formale Unterteilung der Proteasen nach ihrem evolutioniren
Ursprung ein. Proteasefamilien wurden in Klans eingruppiert, welche einen gemeinsamen
Vorfahren haben (Barrett ez a/, 2001). Die aus den Klans entstehenden Familien haben
gemeinsame strukturelle Eigenschaften und eine relativ. hohe Homologie der

Aminosauresequenzen (Rawling and Barret 1990).

1.1 CYSTEINPROTEINASEN DER PAPAINFAMILIE
Proteasen, bei denen bei der Katalyse die Thiolgruppe eines Cysteins als Nukleophil dient,

bezeichnet man als Cysteinproteasen. Der  katalytische = Mechanismus  der
Cysteinproteinasen basiert auf der Interaktion einer Aminosaure-Triade, die aus Cystein,

Histidin und Asparagin/Asparaginsiure oder Glutamin/Glutaminsiure besteht mit dem
1
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zu hydrolysierenden Protein. Der Klan CA ist die grofite Untergruppe der
Cysteinproteasen und umfasst alle Proteine, die eine strukturelle Homologie zu Papain
aufweisen. Die papainiahnlichen Cysteinproteinasen sind weiter in die Familien CO1

(Cathepsine) und  C02  (Calpaine) unterteilt  (Rawlings ez al,  2000),

http://www.merops.ac.uk).

1.1.1 CATHEPSINE
Der Begrift Cathepsine leitet sich vom Griechischem katnenco (verdauen) ab. Bisher

wurden folgende Cathepsine identifiziert: B, C, D, E, F, H, L, K, N, O, S, T, V, W und X.
Strukturell bestehen alle Cystein-Cathepsine unter ithnen aus einem 10-20 Aminosauren
umfassenden Signalpeptid, einem Propeptid und einer katalytischen Domaine. Sie besitzen
eine Molmasse von 22-28 kDa. Cathepsine sind hauptsichlich in den endosomalen bzw.
lysosomalen Kompartimenten der Zelle lokalisiert. Sie werden als Priproenzym an den
membrangebundenen  Ribosomen des rauhen endoplasmatischen  Retikulums
synthetisiert. Die N-terminale Glykosylierung, die im endoplasmatischen Retikulum
beginnt, wird im Golgi-Apparat fortgesetzt. Die Enzyme enthalten Mannose-6-phosphat-
Gruppen, die fur die Aufnahme in die Endosomen iiber einen Mannose-6-phosphat-
Rezeptor bendtigt werden. Die Bindung an den Rezeptor ist Voraussetzung fiir die
Aufnahme in die Endosomen, die sich zu Lysosomen differenzieren. Wahrend dieses
Prozesses werden die Cathepsine vom Rezeptor getrennt. Dieser wird dann zum Golgi-
Apparat zuriick transportiert (Kornfeld, 1992). In einigen Geweben kénnen die
Cathepsine durch einen Mannose-6-phosphat-Rezeptor-unabhingigen Transportweg in

die Lysosomen gelangen (Glickman and Kornfeld, 1993).

1.1.1.1 PHYSIOLOGISCHE FUNKTIONEN DER CYSTEIN-CATHEPSINE
Sieben dieser Proteasen, die Cathepsine B, C, F, H, L, O und Z werden ubiquitir

exprimiert, die Cathepsine W und S in Zellen des lymphatischen Systems, Cathepsin K in
Osteoklasten und Cathepsin V in Thymus, Testes und Cornealepithel (Rawlings and
Barrett, 2000; Turk er al, 2000). Die klassischen Funktionen der lysosomalen
Cysteinproteasen sind: Die terminale Degradation von Proteinen ("Bulk"-Proteolyse) im
Lysosom, die Prozessierung und die Aktivierung von Proteinen (Barrett et /., 1992). In

den vergangenen Jahren sind weitere Funktionen der Cathepsine in physiologischen und
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pathophysiologischen Prozessen bekannt geworden. Cathepsin S wird zum Beispiel nur
von Zellen exprimiert, welche mononukleiren Ursprungs sind. Es ist beteiligt an der
Antigenprozessierung fir die MHC II-Prisentation (Shi ez a/, 1999). Cathepsin K ist ein
weiteres Beispiel fiir eine gewebespezifisch exprimierte Cysteinpeptidase. Es wird
hauptsdchlich in Osteoklasten exprimiert und ist essentiell fir den Knochenumbau
(Troen et al, 20006). Cathepsine spiclen aullerdem eine Rolle bei der Apoptose -
spezifische Funktionen bzw. Substrate konnten bisher aber noch nicht nachgewiesen
werden. Die postulierte Beteiligung der Cathepsine an Caspase-abhingigen und Caspase-
unabhingigen apoptotischen Pathways (Abb. 1.1.1.1-1) erfordert ihre Freisetzung in das

Zytosol (Leist und Jaitteld 2001, Stoka ez al, 2005).

Death
receptor

! Strahlung !
chemische Noxen

ol

J

Cathepsine
B a
¢ @i

Lipid Mediatoren

(GD3, AA, Ceramide) \w

Apoptosis-like PCD Apoptosis-like PCD

Abb. 1.1.1.1-1: Caspase-unabhingige Signalwege der Apoptose
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Im Zytosol wird die Aktivitit der Cathepsine unteranderem durch ihre endogenen
Inhibitoren reguliert, die so mit in die Apoptose eingreifen. Die Arbeitsgruppe um Felbor
et al. 2002 generierte und charakterisierte Cathepsin B/L Doppel-£nockont Miuse, welche
zwischen dem 10. und 14. Tagen nach der Geburt starben. Diese Miuse wiesen ein
massives Neuron-Sterben im zentralen Nervensystem auf. Es war gekennzeichnet durch
einen frihen Beginn mit rapider Progression der neuro-degenerativen Prozesse und
massiver Akkumulationen lysosomaler Strukturen, mit anschlieBender Apoptose und
reaktiver Astrozytose. Diese Degeneration fiithrte zu einer ausgepriagten Atrophie von
Gross- und Kleinhirn. Zusitzlich spielen verschiedene Cathepsine bei entziindlichen
Prozessen eine Rolle, wie der rheumatoiden Arthritis, den degenerativen
Gefillerkrankungen, der Pankreatitis und der Gastritis (Skoumal ez a/., 2005).

Einige Cathepsine sind in der Lage, Bestandteile der extrazelluliren Matrix (EZM)
abzubauen (Andreasen ez al, 2000; Kos ez al, 1998). Diese Eigenschaft der Cathepsine
erklirt unter anderem ihre Bedeutung fir die Entwicklung, Ausbreitung und
Metastasierung maligner Tumoren (Joyce and Hanahan, 2004; Sloane ¢f a/., 2005; Weber ez
al., 1994). Eine Verschiebung des physiologischen Gleichgewichtes zwischen Cathepsinen
und ihren endogenen Inhibitoren soll zur Tumorprogression beitragen (Kos ez al., 1995;
Lah et al., 1997).

Wegen dieser Vielzahl unterschiedlicher, biologisch relevanter Funktionen wird den
Cystein-Cathepsinen unter anderem auch ein diagnostisches und therapeutisches
Potenzial bei Krebserkrankungen zugesprochen (Turk e al, 2000).

Es wird deutlich, dass die in diesem Abschnitt beispielhaft genannten Funktionen der
Cathepsine zeigen, welche Bedeutung die Modulation ihrer Aktivitit durch ihre

naturlichen Inhibitoren haben kann.

1.1.1.2 REGULATION DER AKTIVITAT DER CATHEPSINE
Abgesehen von den Determinanten der Genexpression wird die Aktivitit der lysosomalen

Proteasen von weiteren Faktoren bestimmt, die im Folgenden zusammengefasst werden:

1. pH-Wert. Ihre optimale Aktivitit haben die Cathepsine im pH-Bereich von pH

3,8-5,0 -wie er in den Lysosomen vorherrscht. Ein gro3er Teil der Cathepsine, z.B.
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L, H, K, V und F, zeigt bei neutralem pH-Wert deshalb nur eine reduzierte
Aktivitat.

2. Redoxpotential: Unter reduzierenden Bedingungen wird das Cystein des aktiven
Zentrums reduziert und die Cathepsine zeigen ihre hochste enzymatische
Aktivitit. Endosomen koénnen spezifisch Cystein akkumulieren, um solche

Umgebungsbedingungen zu schaffen (Pisont ez al., 1990)

3. Synthese als inaktive Pro-Form: Die Cathepsine benétigen eine proteolytische
Aktivierung durch die Abspaltung des Pro-Peptids. Voraussetzung fir diesen
Schritt ist unter anderem ein saures Milieu oder eine Interaktion mit der

extrazellularen Matrix.

4. Inhibitoren der lysosomalen Cathepsine: Die Aktivititsmodulation der
lysosomalen Cysteinproteinasen im Zytoplasma und im extrazelluliren Raum
erfolgt auch durch die endogenen Inhibitoren - die Cystatine und die Thyropsine.
Sie scheinen auflerdem die Funktion zu haben, als Chaperone fir die Cathepsine
zu dienen, um in neutralem Milieu die Denaturierung dieser Enzyme zu

verhindern.

1.2 CYSTEINPROTEASE-INHIBITOREN

Die ersten Befunde zu spezifischen Inhibitoren von zelluliren Proteinasen stammen von
Finkelstaedt (1957), der einen hitzestabilen Inhibitor des Cathepsin B aus Rattenleber
isolieren konnte. 1981 wurde von Barrett ein Protein aus Hithnereiweil3 isoliert, welches
ebenfalls Cathepsin B hemmt. Dieses Protein wurde Cystatin genannt, da es spezifisch
Cysteinproteinasen hemmt (Barrett 1981). Aus verschiedenen Geweben wurden weitere
Inhibitoren isoliert, die in ihren physiko-chemischen Eigenschaften und ihren Molmassen
von ca. 12 kDa dem Cystatin dhneln. Diese Inhibitoren wurden aufgrund ihrer
strukturellen Homologie in der Cystatin-Superfamilie zusammengefasst (Barrett ez a/,
1986). Alle Mitglieder der Cystatin-Superfamilie blockieren Cysteinproteinasen der
Papainfamilie durch eine reversible und feste Bindung.

Bei hoheren Eukaryoten wird die Cystatin-Superfamilie in drei unterschiedliche

Subfamilien unterteilt: Familie 1: Stefine, Familie 2: Cystatine und Familie 3: Kininogene
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(Barrett ez al, 1986) - fir die seit 1990 auch die Klassifizierung in Typ 1, 2 und 3
verwendet wurde.

Spiter wurde das Klassifizierungssystem der Proteinase-Inhibitoren neu geordnet.
Grundlage fiir diese Neuordnung waren die Aminosdure-Homologien und ihre 3D-
Struktur.

Auf dieser Basis entstanden 31 Familien, die aus 26 Klans hervorgingen. Die Klans
umfassen eine oder mehrere Familien mit einer dhnliche Proteinfaltung (Rawlings e af,
2004; http://merops.sanger.ac.uk). In dieser Arbeit erfolgt die Klassifizierung der

Cystatine nach Typen, wie sie auch in den meisten Publikationen verwendet wird.

Typ 1-Cystatine (Stefine)

Die Stefine bestehen aus einer ca. 100 Aminosduren langen Polypeptidkette ohne
Glykosylierungen und intramolekulare Disulfidbindungen. Es sind intrazellulire Proteine,
die aber auch in extrazelluliren Flussigkeiten vorkommen koénnen (Abrahamson ez al,
1986). Von diesem Typ werden nur die Cystatine A und B im humanen System
exprimiert. Thre TFunktion im Organismus ist die Blockade von verschiedenen
lysosomalen Cysteinproteinasen durch nicht-kovalente, reversible und feste Bindung.
Dartiberhinaus gibt es immer mehr Hinweise fur eine Beteiligung von Cystatin A und B
am ,,Lysosomal Death Pathway“ (Jones et al., 1998; Houseweart ez al, 2003). Charakteristisch
fir die Stefine ist eine extreme Stabilitit gegentiber alkalischen pH-Werten und hohen
Temperaturen.

Das humane Cystatin A kommt in hohen Konzentrationen in verschiedenen epithelialen
Zellen und in Leukozyten vor. Die Gruppe um Jones hat in einer Genexpressionsstudie
mit Hilfe der Microarray-Technik ermittelt, dass Cystatin A unter den 50 Proteinen ist,
welche als Marker fiir myoepitheliale Zellen identifiziert wurden (Jones ez al., 2004).

Das humane CSTB hat dagegen ein breiteres Expressionsmuster. Weitere Funktionen
und Eigenschaften von CSTB werden in den nichsten Abschnitten behandelt, da dieses
Protein im Mittelpunkt dieser Arbeit steht. Typ 1-Cystatine gehoren zur Subfamilie I25A
(Rawlings ez al., 2004).
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Typ 2-Cystatine (Cystatine)

Diese Cystatine bestehen aus 115-120 Aminosduren und sind somit gréBer als die Stefine.
In ihrer Tertirstruktur kommen zwei Disulfidbriicken nahe dem C-Terminus vor.

Einige Cystatine weisen am N-Terminus Glykosylierungen auf und im Unterschied zu
den Stefinen haben die Typ 2-Cystatine eine Signalsequenz fiir den Transport durch die
Zellmembran in den extrazelludren Raum.

In hohen Konzentrationen sind diese Cystatine in verschiedenen Korperflussigkeiten zu
finden (Abrahamson e al, 1986; Kopitar-Jerala, 2006). Der bekannteste Vertreter dieser
Unterfamilie ist das humane Cystatin C (CSTC), dass in vielen Organen und Geweben
vorkommt - in besonders hohen Konzentrationen in der Samenflissigkeit, im Liquor
cerebrospinalis und in der Muttermilch. Die Funktion von Cystatin C in diesen
Fliussigkeiten ist nicht geklirt. Im Gegensatz dazu wird das Vorkommen von CSTC in
Trinenflussigkeit, Speichel und Plasma mit der Regulation und der Hemmung von
Cysteinproteinasen erklart.

Die humanen Typ 2-Cystatine gehéren zur Subfamilie 125B der Cystatin-Superfamilie
(Rawlings ez al., 2004).

Typ 3-Cystatine (Kininogene)

Kininogene sind grofle, multifunktionale Glykoproteine des Blutplasmas. Sie werden in
der Leber synthetisiert und ins Blut abgegeben. Man unterscheidet verschiedene Formen:
die hochmolekularen (88-120 kDa) und die niedermolekularen (50-68 kDa) Form.

Hohe Konzentrationen finden sich auflerdem in der Gelenkfliissigkeit. Die Domanen der
Kininogene werden der Subfamilie 125B der Cystatin-Superfamilie zugeordnet (Rawlings
¢t al., 2004).

1.3 CYSTATIN B (CSTB)
Erstmalig wurde CSTB aus lymphatischem Gewebe isoliert und als Inhibitor der

Cysteinproteinasen charakterisiert (Rinne e# a/., 1981; Jarvinen and Rinne, 1982). Spater
gelang die Isolierung aus weiteren Geweben, wie z.B. der Leber (Ritonja et al., 1985).

CSTB ist auch unter den Synonymen NCPI (Neutral Cysteine Protease Inhibitor) und
Stefin B bekannt. Es besteht aus einer 98 AS umfassenden Polypeptidkette ohne

intramolekulare Disulfidbindungen. Das ubiquitir vorkommende Protein hat zu dem

7
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C

Familienmitglied Cystatin A eine 54 %-ige AS-Sequenzen-Identitit und eine 80%-ige AS-

Sequenzen-Homologie (Abb. 1.3-1).

10 20 30 40 50
Cystatin A MIPGGLSEAK PATPEIQEIV DKVKPQLEEK TNETYGKLEA VQYKTQVVAG
Cystatin B MMCGAPSATQ PATAETQHIA DQVRSQLEEK ENKKFPVFKA VSFKSQVVAG

60 70 80 90
Cystatin A TNYYIKVRAG DNKYMHLKVF KSLPGQONEDL VLTGYQVDKN KDDELTGF
Cystatin B TNYFIKVHVG DEDFVHLRVF QSLPHENKPL TLSNYQTNKA KHDELTYF

Abb. 1.3-1: AS-Sequenzen von Cystatin A und B. Identisch besetzte Positionen in
den Sequenzen beider Proteine sind rot markiert.

In vitro hemmt CSTB verschiedene Cysteinproteinasen der Papainfamilie durch nicht-
kovalente, reversible Bindung. Mit hoher Affinitit bindet es an die Cathepsine H, L und
S, weniger affin an Cathepsin B (Green 7 al., 1984; Abrahamson e¢f al., 1986; Bromme ez
al.,1991; Machleidt ez al., 1991; Lenaric ez al., 1990).

1.3.1 CSTB-TERTIARSTRUKTUR

Durch die Aufklirung der 3D-Struktur des Komplexes aus humanem rekombinanten
CSTB mit Papain, konnte gezeigt werden, dass CSTB ein o/B-Protein ist (Abb. 1.3.1-1).
Die CSTB-Tertirstruktur bildet sich aus einem [-Faltblatt bestehend aus 4 antiparallelen

Stringen, welche eine aus 5 Windungen bestehende a-Helix umgeben (,,hot dog®-

Faltung). Der C-Terminus befindet sich an der konvexen Seite der Faltblitter.

Abb. 1.3.1-1: CSTB-Tertarstruktur (hot dog-Faltung)
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Die Interaktion mit Papain erfolgt Uber drei Bereiche und beruht hauptsichlich auf
hydrophoben = Wechselwitkungen — zwischen den  beiden  Proteinen.  Die
Interaktionsbereiche im CSTB sind der N-terminale ,,trunk®, die QVVAG-Schleife und
die zweite Haarnadelschleife. Der au3erhalb liegende C-Terminus soll, im Vergleich zum
Hithner-Cystatin, eine zusitzliche Bindungsmdoglichkeit schaffen (Stubbs e# @/, 1990). Im
N-terminalen Bereich von CSTB, welcher einen Teil der Proteinasebindungsstelle
darstellt, wurde die Bedeutung der Aminosdure Cystein fir die Inhibitoraffinitit in einer
Mutationsstudie untersucht. Cystein wurde gegen Serin ausgetauscht und die
Bindungsaffinitit des Wildtyps von CSTB im Vergleich zu Cys/3/Set-CSTB, zu den
Proteinasen Cathepsin B, H, L. und Papain bestimmt. Cys/3/Set-CSTB zeigt aufgrund
seiner Mutation eine Verringerung der Affinitit zu den genannten Proteasen (Pol e 4/,
2001). Dieser Austausch der SH-Gruppe des Cysteins, fithrt ebenfalls zu einer deutlichen
Verringerung der Affinitit von CSTB zu den Proteinasen (Pol ez 4/, 2001). CSTB kann
unter oxidativen Bedingungen extrazellulir Dimere durch Ausbildung von
intermolekularen Disulfidbriicken zwischen zwei CSTB-Monomeren bilden. Diese CSTB-

Dimere werden zusitzlich durch nicht-kovalente Wechselwirkungen stabilisiert.

1.3.2 MUTATIONEN IM CSTB-GEN
ine Mutation im CSTB-Gen auf Chromosom 21q22.3 wurde als molekularer Hintergrund

tir die progressive myoklonische Epilepsie 1991 von Lehesjoki et 4/ identifiziert. In
diesem Zusammenhang wurde CSTB erstmals mit einer Erkrankung in Verbindung
gebracht. Es sind inzwischen 10 Mutationen im CSTB B-Gen (Abb.1.3.2-1) bekannt
(Joensuu et al. 2008; Pennacchio e# al, 1996; Lafreniere ef al., 1997; Lalioti ef al., 1997a, b;
Virtaneva et al., 1997: Kagitani-Shimno ez a/., 2002). Die hdufigste Mutation (ca. 90%) ist
die Expansion (n>30) eines Dodecamers (12 bp) in der Promotorregion des Gens
(Lafreniere et al., 1997; Lalioti et al, 1997a; Virtaneva et al, 1997). Normale Allele
enthalten in diesem Genbereich maximal 2-3 Repeats. Diese Expansion ist die Ursache
tir eine signifikante Abnahme der CSTB-mRNA-Synthese, welche zu einer verringerten
Proteinexpression von CSTB fihrt (Pennacchio ez al, 1996; Allakurtti ez /., 2000; Joensuu
et al., 2007). Verkirzende Mutationen innerhalb der translatierten Genregion fihren

entweder zu instabilen Genprodukten oder ebenso wie bei den zwei bekannten Missense-
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Mutationen zu diffus im Zytoplasma verteilten Produkten, die nicht mit lysosomalen
Markern co-lokalisieren. Bei den Missense-Mutationen wurde gezeigt, dass die Bindung an

Zielproteasen eingeschrinkt ist (Alakurtti ef a/., 2005; Lehesjoki, 2003).

o @ C2388T (Argb8X)
= = A2398C
6426C (Gly4Arg) lwemomc
CCCCGECCCECE g0 61925¢ G2027A  A23536 Splicing dlterations

(skipping of exon2)

Abb. 1.3.2-1: Genstruktur von CSTB mit den fur die EPM1 verantwortlichen

Mutationen.

Die progressive myoklonische Epilepsie wurde vor mehr als 100 Jahren erstmals von
Unverricht in Estland und von Lundborg in Schweden beschrieben. Merkmale dieser
Erkrankung sind unter anderem: der autosomal-rezessive Erbgang, die Manifestation im
Alter von 6-15 Jahren, ein progressiver Verlauf mit tonisch-klonischen Krampfanfallen,
stimulus-sensitivem Myoklonus, abnormem EEG, Ataxie und Dysarthrie und
progredientem  Verlust intellektueller Leistungsfihigkeit (10 1Q-Punkte/Dekade).
Zusitzlich zeigen sich histophatologische Verinderungen, welche sich durch einen
signifikanten Verlust an Purkinje-Zellen oder durch degenerative Verinderungen im
Cerebellum manifestieren.

Bei CSTB-Knockout-Miusen treten die charakteristischen Symptome der EPM1 auf. Der
Phenotyp der Maiuse zeigt einen progredienten Verlust an cerebellaren Granula-
Neuronen. Die diesen Zellen finden sich typische Verinderungen, wie
Chromatinkondensation und apoptotische Zellkérper (Pennachio ez a/, 1998). Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die neuronale Degeneration bei den EPM1-
Symptomen eine kritische Rolle spielt. Es wird ein protektiver Mechanismus von CSTB
diskutiert, welcher die Apoptose der Neurone limitieren soll, da im chronisch
epileptischen Tier (Ratte) wihrend eines Anfalls eine erhéhte Expression der CSTB-
mRNA und des CSTB-Proteins in den Neuronen des Vorderhirns induziert wird

(D"Amato et al., 2000).
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In lymphoblastoiden Zellen von EPMI1-Patienten, in denen eine verringerte CSTB-
Aktivitit nachweisbar ist, wurde eine erhohte Aktivitit der Cathepsine B, L und S
gemessen. In diesem Zusammenhang wurde die Regulation dieser Cathepsine durch
CSTB in wivo diskutiert. Trotz des bisherigen Kenntnisstandes sind funktionale
Zusammenhinge zwischen CSTB-Mangel und der Symptomatik der EPM1 bis heute

nicht geklart.

1.3.3 CSTB ALS MODELLPROTEIN FUR AMYLOIDE FIBRILLENBILDUNG
Einige Proteine konnen unter bestimmten Bedingungen amyloide Fibrillen bilden. Der

Begriff ,,amyloid* (=stirkedhnlich) wurde erstmals von Virchow 1854 zur Beschreibung
von Ablagerungen in Geweben oder Organen verwendet.

Eine amyloide Fibrille ist ein geordnetes Polypeptidaggregat mit einer Cross-3-Struktur.
Die Grundstruktur aller Fibrillen besteht aus B-Faltblittern, welche sich um ihre
senkrechte Fibrillenachse lagern (Blake ez @/, 1996). Die Ursache fir die Bildung von
Fibrillen ist noch weitgehend unbekannt. Diese Strukturveranderung fihrt zu einem
Funktionsverlust der Proteine. Die Fibrillen werden wahrscheinlich nicht abgebaut und es
kommt in und aullerhalb der Zellen zu amyloiden Ablagerungen, welche charakteristisch
tir degenerative Erkrankungen des ZNS sind, wie Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson,
Chorea Huntington. Zerovnik e al, 2002 konnten zeigen, dass rekombinantes CSTB 7z
vitro spontan amyloide Fibrillen bilden kann. Voraussetzung fiir die amyloide
Strukturverinderung von CSTB ist seine Sekundirstruktur (B1, a, B2, B3, Ba, B5). Es ist
damit ein geeignetes Modellprotein fur Untersuchungen amyloider Strukturen. Die 7 vitro
Bedingungen (pH 4,8), unter denen CSTB amyloide Fibrillen bildet, sind bekannt
(Zerovnik ez al. 2002). Die Reaktion beginnt mit einer extensiven Keimbildung (lag phase),
bei der sich granulire Aggregate (micellenartig) zu Oligomeren zusammenlagern. Dieser
prifibrillire Status wird durch pH-Werte zwischen 3,3 und 4,8 induziert. CSTB nimmt
dabei eine dem nativen Zustand dhnliche oder eine molten globule-Konformation an.

Die notwendige Grundeinheit dazu kénnen domain-swapping-Dimere oder Endlos-Ketten
(run away domain swapping) sein (Guo et al., 20006). Das domain-swapping findet in der Schleife

zwischen den zweiten und den dritten B-Stringen statt.
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Abb. 1.3.3-1: CSTB-Dimer. 3D-Struktur

Diese Dimere (Abb. 1.3.3.-1) sind Voraussetzung fiir das Entstehen von CSTB-
Tetrameren. Die Tetramer-Bildung findet statt, wenn Prolin-74 von trans zu cis
isomerisiert. AnschlieBend bilden sich héhere CSTB-Oligomere in einer exponentiellen
Wachstumsphase durch die Zusammenlagerung von Dimeren und Tetrameren (Kokalj ez
al., 2007). In weiteren Untersuchungen konnte 77 vitro gezeigt werden, dass die prifibrillire

Form von CSTB zytotoxisch ist und mit sauren Phospholipiden interagieren kann

(Anderluh ez al., 2005).

Es kann gesagt werden, dass CSTB-Fibrillen charakteristische Gemeinsamkeiten mit
anderen Proteinfibrillen zeigen. Dazu gehéren die Bindung von Chromogenen, eine
dhnliche 3-dimensionale Struktur und die Kinetik des Fibrillenwachstums. Auflerdem
haben CSTB-Fibrillen keine Inhibitoraktivitit mehr (Ekiel ez a/, 1996). In amyloiden
Plaques von Alzheimer- und Parkinson-Patienten wurde neben CSTB auch CSTA
nachgewiesen was aufgrund seiner dhnlichen Struktur erklirt werden kann (Ii ez a/, 1993;
Suzuki et al, 2000). Ein GrofB3teil dieser Untersuchungen erfolgte in 7 wvitro-
Modellsystemen mit rekombinantem CSTB bzw. mit CSTB-Mutanten, die im Rahmen
von Untersuchungen die zur EPM1-Pathologie gemacht wurden. Polymere Strukturen
von CSTB wurden bisher 7z wvivo nur von der Gruppe um Cipollini e a/, 2008

nachgewiesen.
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1.3.4 CSTB - ROLLE BEI DER MALIGNEN TRANSFORMATION
Cystein-Cathepsine und ihre endogenen Inhibitoren - die Cystatine - sind an den

unterschiedlichsten Phasen der Entwicklung maligner Tumoren beteiligt. So wird die
Konzentration von CSTB z.B. in Probenmaterial fiir die Diagnostik, die Beurteilung des
Verlaufs einer Therapie oder als Anhaltspunkt fir das Auftreten eines Rezidivs bestimmt.
Cystatine und Cystein-Cathepsine spielen sowohl bei der Tumorprogression als auch bei
der Suppression von Tumoren eine Rolle. Fir CSTB gibt es unterschiedliche Hinweise
fir seine Bedeutung in der Tumorbiologie (Keppler e a/, 2006). Tumorinvasion und -
metastasierung sind unter anderem abhingic von dem proteolytischen Abbau der
extrazelluliren Matrix. Daran beteiligt sind unter anderem die Cathepsine B und L und
Inhibitoren der Cystatin-Superfamilie. So soll eine hohe Konzentration von CSTB bzw.
Cystatin A (CSTA) im Tumorgewebe auf eine giinstigere Prognose fur den Patienten
hindeuten (Werle ez 4/, 20006). Beim Bronchialkarzinom korreliert eine erh6hte Expression
von CSTB im Tumorgewebe mit einer giinstigen Prognose fir den Patienten. Hier wird
diskutiert, dass die erhohte Expression der Cystatine A und B die Aktivitit der Cathepsine
unterdriickt und sie so als Tumorsupressoren die Uberlebenschancen der Patienten
verbessern (Wetle ez al., 2000).

Im Gegensatz dazu gibt es auch Hinweise dafiir, dass eine hohe Konzentration von
CSTA bzw. CSTB (Kos ¢z al., 2000) in Korperflissigkeiten fiir einen ungunstigen Verlauf
einer Krebserkrankung spricht.

Auf mRNA-Ebene wurde gezeigt, dass beim Oesophaguskarzinom im Vergleich zum
gesunden Gewebe die CSTB-mRNAExpression deutlich niedriger ist. Mit Hilfe eines
polyklonalen Antikérpers konnte dieser Befund auf immunhistochemischer Ebene
bestatigt werden. Die niedrige CSTB-Expression wird bei diesem Karzinom als Marker
tir das aggressive Verhalten des Tumors verwendet (Shiraisshi ef a/, 1998).

Ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der CSTB-Expression wurden beim Adenokarzinom der
Prostata erhalten. Hier beschrinkt sich die verringerte Expression auf den
zytoplasmatischen Raum von Karzinomzellen (Mirtti e a/, 2003). In unterschiedlichen
Melanomzelllinien wurde die CSTB-Expression untersucht und gezeigt, dass die Zelllinie

mit dem invasivsten Verhalten die niedrigste CSTB-Expression aufweist. In einer hoch-
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invasiven Zelllinie wurde eine erhohte Konzentration von Cathepsin B intra- und
extrazellulir nachgewiesen, gleichzeitig aber eine verringert CSTB-Konzentration, was
zum invasivem Verhalten dieser Zellen beitragen soll (Klose ¢ a/, 20006). Die Gruppe von
Piazza et al., 2007 untersuchte in humanen Gliomzellen die Induktion des Zelltodes durch
das Parvovirus H-1 (H-PV-1). Von Gliomen ist bekannt, dass sie resistent gegentiber der
Zelltod-Induktion durch TRAIL oder Cisplatin sind, wenn das Oncogen Blc-2
Uberexprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Infektion der
Glioblastomzellen mit dem Parvovirus ein nicht-apoptotischer Zelltod ausgelost wird.
Dabei kommt es im Zytosol der infizierten Zelle zur Akkumulation der Cathepsine L und
B und zu einer Reduzierung des CSTB-Gehaltes. Zellen welche CSTB tiberexprimieren
sind weniger sensitiv gegentber dem H-PV-1 induzierten Zelltod als normale
Kontrollzellen. In Untersuchungen zu potentiellen Markern fir das benigne Meningeom
wurde gezeigt, dass die mRNA-Expression von CSTB in atypischen Meningeomen
deutlich erhoht ist im Vergleich zum benignen Meningeom (Trinkhaus ez a/, 2005).

Bei der Suche nach Biomarkern fir maligne Tumoren wurde CSTB fir das
Leberzellkarzinom (HCC) und fiir das Blasenkarzinom als potentieller Marker identifiziert
(Lee et al., 2008; Feldman ez al., 2009).

Die meisten Untersuchungen zu CSTB und seiner Rolle als diagnostisch verwendbarer
Marker erfolgten auf Gen-Expressionsebene mit einer limitierten Anzahl von Krebsarten,
so dass weitere Untersuchungen an unterschiedlichen Krebsarten fur eine umfassendere

Aussage zur Rolle von CSTB in der Tumorbiologie erforderlich erscheinen.

1.3.5 ROLLE VON CSTB IM IMMUNSYSTEM
Eine Stérung der Homoostase zwischen Cathepsinen und Cystatinen kann zu

pathologischen Verinderungen fithren, wie sie in den vorangestellten Abschnitten
beschrieben wurden. Den Protease-Inhibitoren kommt aber nicht nur eine wichtige Rolle
in der Kontrolle der Aktivitit endogener Proteasen zu, sondern ebenfalls in der Kontrolle
der durch Pathogene, wie z.B. Viren, Bakterien oder Parasiten, freigesetzten Proteasen,
welche die Verteidigungsmechanismen des Zielorganismus angreifen sollen. Die

genannten Pathogene sezernieren Cysteinproteaseinhibitoren, die sowohl ihre eigenen
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Proteasen als auch die Proteasen des Wirtes kontrollieren. Die Inhibitoren kénnen so die
Immunantwort des Wirtes modifizieren.

Hashimoto ef al, 1999, zeigten, dass die CSTB-Expression auf Genebene nach der
Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen signifikant erhéht ist. In den
Makrophagen konnte keine Co-Lokalisation von CSTB mit den Cathepsinen L, S und B
gezeigt werden (Kopitar-Jerala 2006). Untersuchungen von Monozyten, welche mit
Lipopolysacchariden (Bestandteile der dulleren Membran gramnegativer Bakterien)
behandelt wurden, zeigten eine erhchte CSTB-Expression. Die Expressionsrate von
Cystatin C zeigte im Vergleich zu CSTB keine Verinderungen. Diese Befunde, weisen auf
eine mogliche Rolle von CSTB bei der angeborenen Immunabwehr nach einer
bakteriellen Infektion hin (Suzuki ez a/., 2000)

Durch Proteom-Analyse wurde gezeigt, dass CSTB eine Rolle bei der eingeschrinkten
HIV-1-Replikation in Plazenta-Makrophagen spielt. Untersuchungen mit synthetischen
Cysteinproteinase-Inhibitoren zeigten, dass diese in Kombination mit einer anti-
retroviralen Behandlung eine deutliche Repression der HIV-Replikation bewirken. In den
Makrophagen wird so die primire HIV-Infektion blockiert und die Virus- Ausbreitung
limitiert (C. Luciano-Montavo ez al, 2008). In weiteren Versuchen wurde durch Co-
Immunprizipitation gezeigt, dass CSTB mit STAT-1 (Signal Transducers and Activator of
Transcription) in aus Monozyten differenzierten Plazenta-Makrophagen interagiert (C.

Luciano-Montavo e¢f al., 2009).

1.4 HYBRIDISIERUNG - THEORETISCHE GRUNDLAGEN DER HERSTELLUNG
VON MONOKLONALEN ANTIKORPERN
Die von einem Hybridomklon synthetisierten Antikérper besitzen eine identische Struktur

mit einer definierter Selektivitit und Affinitit zu einem Antigen. Kohler und Milstein
entwickelten 1975 eine Methode zur Herstellung von monoklonalen Antikérper. Sie
zeigten, dass sich mittels somatischer Zellhybridisierung Antikérper-produzierende Zellen
durch die Fusion von aktivierten B-Lymphozyten der Milz immunisierter Mause mit
Maus-Myelomzellen generieren lassen. Die B-Zellen liefern die Fahigkeit zur Synthese der
Antikérper, die Myelomzellen die Eigenschaft immortalisierter Zellen zur unbegrenzten

Proliferation. Die entstehenden Hybridome gewinnen damit u.a. die Eigenschaft der
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kontinuierlichen Antikorperprodukton. Die Zellen fusionieren in Gegenwart von
Polyethylenglykol (PEG 1500). Die Selektion der Antikérper-produzierenden Zellklone
erfolgt durch mehrfache Vereinzelung der Hybridomzellen nach dem Prinzip der Limiting
Dilution-Klonierung. Als Fusionspartner wurde die HAT-sensitive Myoelomzelllinie
P3X063Ag8/653 (,,Ag8*) gewihlt. Diese Zelllinie weist einen Defekt im Salvage-Pathway der
Nukleinsduresynthese auf. Es fehlt das Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
Transferase (HGPRT). HGPRT katalysiert die Synthese Vorstufe von IMP und GMP aus
Hypoxanthin. Fur die Selektion der Hybridomzellen wird der Hauptstoffwechselweg der
Purin- und Pyrimidin-Synthese durch Verwendung von Aminopterin in HAT-Medium
(HAT: Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin) blockiert. Eine Zelle, die Nukleotide aus
Hypoxanthin Gber den Sa/vage-Pathway synthetisiert, kann die HAT-Behandlung tiberleben.
Fusionierte Hybridomzellen konnen diese Fahigkeit durch die B-Lymphozyten erwerben.

Myelomzellen sterben dagegen ab, da beide Stoffwechselwege blockiert sind.

1.5 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)
Immunochemische Methoden nutzen die spezifischen Wechselwirkung eines Antikorper

mit einem Analyten. Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde zum
ersten Mal 1971 von Engvall und Perlmann als Methode zur Bestimmung von Antigenen
beschrieben. Es ist ein Testverfahren, das Immunkomplexe aus einem Antigen und einem
Antik6rper mittels eines zweiten, Enzym-markierten Antikérpers (Konjugat) und eine
durch das gekoppelte Enzym katalysierte Farbreaktion nachweist.

Grundlage fir den ELISA ist die Festphasenkopplung eines der primir beteiligten
Reaktionspartner — Antigen oder Antikérper, was die Trennung von gebundenen und
nicht gebundenen Reagenzien erheblich erleichtert. In dieser Arbeit wurden verschiedene
ELISA-Formate (indirekter und Sandwich ELISA) angewandst.

Bei dem indirekten ELISA wird das Antigen an die feste Phase adsorbiert (Immuno-sorbens).
Nach dem Blockierungsschritt bindet der in der Probe enthaltene Antikérper in einem Zeitraum
von einer Stunde an das Antigen. Ungebundene Proteine werden durch Waschen entfernt. Der
Nachweis des Antigen-Antikérper-Komplexes erfolgt mit einem  enzymgekoppelten
Sekundirantikérper. Durch die Reaktion des Enzyms mit einem loslichen Chromogen zu

einem 16slichen Farbstoff ldsst sich die Bildung des Komplexes quantifizieren
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Den Sandwich-ELISA zeichnet im Vergleich mit dem indirekten indirekten ELISA eine
hoéhere Sensitivitit aus. Es sind fiir diesen ELISA zwei Antikérper notwendig, welche
spezifisch an das Antigen binden. Voraussetzung ist, dass beide Antikérper verschiedene
Epitope im Antigen erkennen und sich bei der Bindung nicht behindern. Das Antigen
bindet an einen immobilisierten Antikérper (Capture-AK) und wird dann durch einen
zweiten, markierten Detektionsantikérper nachgewiesen.

In dieser Arbeit wurde das Streptavidin-Biotin-System eingesetzt. Mit thm ist es moglich,
einen Sandwich-ELISA mit zwei Maus-Antikérpern aufzubauen. Das Biotin des
markierten Detektions-Antikérpers ist Voraussetzung fur die Bindung von HRP-
Streptavidin an diesen Antikorper und den anschlieBenden enzymologischen Nachweis

des gebildeten Sandwiches.
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2 AUFGABENSTELLUNG

Wie in den vorangegangenen Kapiteln dargestellt wurde, gibt es viele Hinweise und
Befunde, die belegen, dass CSTB an sehr unterschiedlichen Prozessen intra- und
extrazelluldr beteiligt zu sein scheint. Aber obwohl CSTB als Protein gut charakterisiert
ist, sind seine physiologischen Funktionen innerhalb dieser Prozesse weitestgehend
unbekannt (Joensuu ez al., 2008).

Ein Problem bei der Aufklirung seiner Funktionen war auf Proteinebene in der
Vergangenheit das Fehlen hochspezifischer Antikérper gegen das humane CSTB. Viele
der publizierten Befunde wurden mit polyklonalen Antikorpern erhoben, deren Spezifitit
nicht gezeigt werden konnte. Auf Grund der hohen Sequenz-Identitit, bzw. -Homologie
zwischen Cystatin A und B, sind polyklonale Antikorper aber fiir solche Untersuchungen
ungeeignet, da es mit Thnen nicht méglich ist, zwischen beiden Inhibitoren sicher zu
differenzieren.

Um dieses generelle Problem zu lI6sen, sollten als primires Ziel dieser Arbeit
monoklonale Antikorper gegen CSTB entwickelt werden. Diese Antikérper sollten
spezifisch, kreuzreaktivititsfrei und gut charakterisiert sein, um sie dann fur
weiterfiilhrende ~ Versuche  zur  Aufklirung  seiner  physiologischen  und
pathophysiologischen Funktionen einsetzen zu koénnen. Die Bindungskonstanten fiir
diese Antikérper waren mit der Quarzmikrowaage zu bestimmen und ihre Epitope im
CSTB sollten identifiziert werden.

Mit den so charakterisierten Antikérpern sollte ein ELISA zur quantitativen Bestimmung
von CSTB im Serum entwickelt werden. Als Grundvoraussetzung dafir sollten Paare von
Antikorpern determiniert werden, die einen sensitiven Sandwich-ELISA ermoglichen. Mit
ihm sollte an einem Kollektiv von 77 Probanden in einer Pilotstudie geprift werden, ob
die CSTB-Bestimmung im Serum geeignet sein konnte, das Leberzellkarzinom in einem
frihen, noch therapierbaren Stadium sicher zu diagnostizieren - Befunde aus anderen
Arbeitsgruppen hatten nachgewiesen, dass CSTB-Gen zu den 20 Genen zihlt, die beim
Hepatozellulires Karzinom (HCC) am starksten tiberexprimiert werden.

Auch die Fihigkeit dieser Antikérper war zu priifen, CSTB-Strukturen héherer Ordnung
in Zellen nachzuweisen. Diese Untersuchungen sollten mit Hilfe der Zytochemie und der
Gelpermeationschromatographie erfolgen, um Interaktionspartner des CSTB aus

biologischem Material zu isolieren und zu identifizieren.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

3.1.1 CHEMIKALIEN

Amidoschwarz (0,8%) Losung

ABTS

Acrylamid-Bisacryamidlésung 37, 5:1
Ammoniumpersulfat
2,2"-Azino-bis|3-ethylbenzthiazolinsulfonsaure (6)]
-diammonium-Salz

Blockierungreagenz fir ELISA
Bromphenolblau

Citronensaure Monohydrat

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
Coomassie®Stain Solution R-250
Digitonin

Essigsaure 100%

2-Mercaptoethanol
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Ethanol 99,8%

Folin-Ciocalteu Lésung

Formalinl6sung 35%

Glutaraldehyd 25% Losung

Glutathion, oxidiert (GSSG)

Glutathion, reduziert (GSH)

Glycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogentartrat

Lumi-Light Western Blotting Substrate

Methanol

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

SERVA GmbH, Heidelberg

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Feinchemie Sebnitz
Chemapol, Prag

Roche Diagnostics, Mannheim
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
SERVA GmbH, Heidelberg
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Karlsruhe
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MOPS

NADH:

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumperborat-Tetrahydrat

Natriumthiosulfat-Pentahydrat

4-Nitrobluetetrazoliumchloride (NBT)
N-[N-(L-3-trans-carboxyoxirane-2-carbonyl)-

L-leucyl]-agmatine (E-64)

Phenol

Protease Inhibitor Cocktazl -Tabletten
Polyethylenglykol

Poly-L-Lysin

Salzsiure, konzentriert 37%
Schwefelsaure 5 N

Silbernitrat

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

SuperSignal®West Dura Extended Duration Substrate

Steptavidin-HRP

TEMED

1-Step™Ultra TMB-ELISA
Thimerosal
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100
Tris-Glycine-Running Buffer
Tween® 20

Wasserstoffperoxid 30%

Western Blocking Reagent
EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin
Nutridoma-CS (50 x)
Streptavidin-HRP

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Schwalbach

Roche Diagnostic, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Fluka, Schwalbach

SERVA, Heidelberg

Pierce, Rockford, USA
Amersham, Freiburg

Roth, Karlsruhe

Pierce, Rockford, USA

Fluka, Schwalbach

Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Penzberg
Pierce, Rockford, USA

Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham, Heidelberg
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Kits
Maus-Hybridoma-Subtyping Screening Kit
Protein Assay

SilverQuest Staining Kit

Chromatographiematerialien
HiTRap Protein G HP, ImL
Superdex 75, prep grade
Dextranblau

Cytochrom c

Sonstige Materialien

rec. CSTB

rec. CSTA

Ultrafiltration Membrane Regenerated
Cellulose YM10

Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Devices
Mikrotiterplatte Costar high binding, flat buttom
Nitrocellulose Membrane Hybond™-c extra
Tracker Taps RPN 2050 (10 x 15 c¢m)
Hyperfilm™ ECL

NuPAGE® Novex®Bis-Tris Gel
NuPAGE®PLDS Sample Buffer

Novex® Tris-Glycine

Native Tris-Glycine Sample Buffer

PageRuler™

LysoTracker, green

Roche, Mannheim
Bio-Rad, Munchen

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham, Heidelberg
Amersham, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt

R&D Systems Wiesbaden-
Nordenstadt

Millipore, Bedford, England

Millipore, Bedford, England
Bioscience, San Diego, USA
Amersham, Heidelberg
Amersham, Heidelberg
Amersham, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

Invitrogen, Karlsruhe

21



Material und Methoden

3.1.2 ZELLLINIEN
P3X63Ag8/653 - HAT-sensitive, murine Myelomzelllinie (Kurzname ,,Ag8%). Die

Zelllinie weist einen Defekt im Salvage pathway der Nukleinsiuresynthese auf. Es fehlt das
Enzym Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HGPRT) (Kearny e# /., 1979)

HeLa — humane, epitheliale Cervix-Karzinom-Zelllinie (Gey, ¢# al., 1952)

UTC 8505C — humane Zelllinie aus einem undifferenzierten Schilddrisenkarzinom mit

papillaren Strukturen (Ito, ez al., 1994).

FTC 133 — humane Zelllinie aus einem metastasierten follikuldren Schilddrisenkarzinom,
Zellen bilden noch Thyreoglobulin und besitzen intakte EGF- und TSH-Rezeptoren
(Goretzki et al., 1990).

B-CPAP — humane Zelllinie aus einem papilliren Schilddriisenkarzinom (Fabien ez 4/,

1994)

BHK-Zellen Baby Hamster  Kidney-Zellen, immortalisierte  Fibroblastenzelllinie
(MacPherson, I. and Stoker, M. 1962)

Zellkulturmaterial und -zusitze wurden von den Firmen Roche, Invitrogen und Sigma-
Aldrich bezogen. Fur die Immunisierung der Mause wurde Freund’s-Adjuvans (komplett

und nicht-komplett) von der Firma Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, verwendet.

3.1.3 HEFESTAMME
Fir das Yeast two-Hybrid System wurden folgende Hefestimme verwendet.

Stamm Genotyp

PJ69-4A Mata, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2: GAL1,g-GALLy1A-HIS3, MEL1 GAL2,,s-GAL2 1 o-ADE2,
URA3: MEL1 (,e-MEL1 [y ra-lacZ

Y187 Mato, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gald-A, met
2al80A , URA3:GALL,s-GALLypp-lacZ , MEL1

Die Anzucht von . cerevisiae vor der Transformation erfolgte in YPD-Medium:

YPD: 2% BactoPepton (w/v); 1% Hefeextrakt (w/v); 2% Glucose (w/v); pH 6.5

22



Material und Methoden

Die Anzucht von . cerevisiae erfolgte in SD-Medium:

SD: 0,67% Hefe-Stickstoff-Base ohne Aminosiuren (w/v); 2% Glucose (w/v)

1x synthetisches Aminosiure Drop-Out-Supplement; pH 5,8
Fir YPD- bzw. SD-Agar wurde 1,5% Agar(w/v) hinzugegeben.

3.1.4 ANTIKORPER

Antikoérper Spezies Hersteller Verdiinnung
Anti-human Cathepsin L Maus AG-Dr.Weber 1:800

mAK 33/1

Anti-human Cathepsin L Kaninchen AG-Dr.Weber  1:200 - 1:600
pAK

Anti-human CSTA Maus AG-Dr.Weber 1: 500

mAK WR 23/3/3

Anti-human Cathepsin B Maus AG-Dr.Weber 1:200 - 1:1000
mAK 4B11

Sekundirantikorper Spezies Hersteller Verdiinnung
Anti-Maus IgG+M, Kaninchen Dianova 1:5000 - 1:10000
HRP-markiert, pAK

Anti-Maus IgG, Fc,, Kaninchen Dianova 1:5000 — 1:10000
HRP-markiert, pAK

Anti-Maus-IgG (H+L)-Cy3,

pAK Ziege Invitrogen 1:400 - 1:600
Anti-Kan. IgG + IgM Alexa

Fluor 568, pAK Ziege Invitrogen 1:400 - 1:600
Anti-Kan. IgG + IgM Alexa Ziege Invitrogen 1:400 - 1:600

Fluor 488, pAK

3.2 IMMUNOLOGISCHE METHODEN

3.2.1 GENERIERUNG MURINER MONOKLONALER ANTIKORPER GEGEN
HUMANES CYSTATIN B

3.2.1.1 ANTIGEN
Natives Cystatin B, welches fiir die Immunisierung der Mause verwendet wurde, wurde

aus humanen Milzzellen isoliert und im Rahmen einer Kooperation freundlicherweise von
Herrn Prof. A. Rinne (Tromsoe, Norwegen) zur Verfiigung gestellt (Rinne ez a/, 1981).

Das rekombinante CSTB wurde von der Firma R&D Systems erworben.

23



Material und Methoden

3.2.1.2 IMMUNISIERUNG
Fir die Immunisierung (Abb. 3.2.1.2-1) wurden drei 3 Monate alte Balb/c-Miuse

eingesetzt und 25 pg natives CSTB pro Maus fur die Erstimmunisierung verwendet. Das
Protein wurde mit 300 pl. komplettem Freundschen-Adjuvans (CFA) und 200 pL
isotonischer NaCl-Losung versetzt und so lange gemischt, bis eine Emulsion entstand,
welche in den Peritonealraum der Maus injiziert wurde. Nach einem Zeitraum von 6
Wochen erfolgte die erste Auffrischung der Immunantwort. Pro Maus wurden 25 ug
natives CSTB, 300 uL inkomplettes Freundsches-Adjuvans (IFA) und 200 uL. NaCl
(0,154 M) appliziert. Die zweite Auffrischung der Immunantwort erfolgte nach weiteren
14 Tagen. Pro Maus wurden 20 ug CSTB intraperitoneal injiziert. Dieser Schritt wurde
nach 3 Tagen wiederholt und am 4. Tag erfolgte die Isolierung der Milzzellen. Die fiir die

Immunisierung eingesetzten Mause wurden identisch behandelt.

Erstimmunisierung 1. Auffrischung 2. Auffrischung 3.+ 4. Auffrischung
25 ug CSTB +CFA | |25 ug CSTB + 20 ug CSTB je 20 ug CSTB
0. Tag 1.Tag 6. Woche 8. Woche 1. u. 4. Tag vor der Fusion

—  Ef— m—

Pri-Immunserum Serumgewinnung Blutabnahme

1.Titerbestimmung vor Fusion

Abb. 3.2.1.2-1: Immunisierung. Schema

3.2.1.3 VORBEREITUNG DER FUSION
Um die Anzahl der Erythrozyten in der zu isolierenden Milz zu reduzieren, wurde der

Maus aus der Schwanzvene Blut entnommen. Die Milzentnahme erfolgte ca. 30 Minuten
nach der Blutentnahme (ca. 0,5 mL).

Die Myelomzellen befanden sich zum Zeitpunkt der Fusion in der exponentiellen
Wachstumsphase. Als Vorbereitung fur die Fusion wurden sie 4-mal mit FKS-freiem

Medium gewaschen.
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3.2.1.4 ISOLIERUNG DER B-LYMPHOBLASTEN AUS DER MILZ
Die Milz wurde prapariert und in eine 6 cm-Petrischale Gberfithrt. Alle Arbeitsschritte

wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Fur die Isolierung der Lymphoblasten
wurde die Milzkapsel zweimal mit 10 mL Serum-freiem Medium ausgespilt, die Zellen

wurden isoliert und die Zellzahl bestimmt. Im Anschluss erfolgte die Fusion.

3.2.1.5 FUSION VON MAUS-B-LYMPHOBLASTEN MIT MAUS-MYELOMZELLEN
(P3X63 AG8/653)
Serumfreies Medium und Polyethylenglykol (PEG 1500) wurden im Wasserbad auf 37°C

erwirmt. Die Zellen der Myoelomzelllinie Ag8 und die Milzzellen wurden im Verhiltnis
von 1 zu 1 gemischt, in ein Glaszentrifugenrohrchen Uberfithrt, mit 25 mL serumfreiem
Medium versetzt und bei 300 x g fur 10 min zentrifugiert (Abb. 3.2.1.5-1). AnschlieSend
wurde der Uberstand vollstindig entfernt. Das Zellsediment wurde im Wasserbad auf
37°C erwirmt. Alle folgenden Schritte wurden unter Drehen des Zentrifugenréhrchens
bei 37°C durchgefiihrt. Die Zugabe von 1,5 mL vorgewirmtem PEG 1500 zum
Zellsediment erfolgte in einem Zeitraum von 1 min. Fir eine vollstindige
Durchmischung der Zellen mit PEG 1500 wurde das Zentrifugenréhrchen fur eine
weitere Minute bei 37°C gedreht. AnschlieBend wurde vorgewirmtes, serumfreies

Medium in folgenden Schritten zugegeben:

1. 1mLin60s,
2. 3ml in 60 s,
3. 18 mlL. in 60 s.

Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert und 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Ehe der
Uberstand ~ abgesaugt und die Zellen (Sediment) in 8 ml. HAT-Medium
(Endkonzentration im Ansatz: Hypoxanthin 100 puM, Aminopterin 0,4 uM, Thymidin
16 puM) resuspendiert wurden, erfolgte eine 5 miniitige Inkubation bei 37°C im
Wasserbad.1 mL dieser Zellsuspension wurde in 40 mIL HAT-Medium gegeben und in 4
Zellkultur-platten  (96-Flachboden) ausplattiert. Die Zellkulturplatten waren mit
Makrophagen und HAT-Medium vorbeschichtet. Die nicht in die Kultur @iberfihrten

Zellen wurden kryokonserviert.
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Milzzellen aus Myelomzellen aus

immunisierter Maus in vitro-Kultur

(Lymphoblasten) P3X63-Ag8.653
HGPRT ©

g 108
Fusion

‘ -———— |- PEG 1500, 4000
- Viren
- Elektrofusion

—» ca. 100 - 1000 Hybride
davon ca. 10 %, die AK produzieren,
davon 10 %, die gewlunschte Spezifitat
haben

Hypoxanthin = 1,0 x 104 M
Aminopterin = 1,0 x 107’ M
Thymidin = 1,6 x10™°M

Aussaat in MTP <€ HAT-Selektion

ca. 200 - 300 pl pro

Einzelkultur [_\ ’_\
[ \_E_/‘ ‘ MZ 10 -14d LZ
.. ° I \ ° e ° I . .: \. ® I \. ® Myelomzellen,
L eliminiert durch HAT-Selektion

= =] =] === EemermE] ===
= = = = Makrophagen als4
Feederzellen (10 " - 10 5/weII)

M M M M
=l J_JL=]

e
sl J =]
-

Massenkultur

in vitro in vivo
» o% o i.p.

Abb. 3.2.1.5-1: Generierung monoklonale Antikérper-produzierender Hybridome. Schema

3.2.1.6 KULTIVIERUNG DER FUSIONSPRODUKTE IN SELEKTIONSMEDIUM UND
KLONIERUNG POSITIVER HYBRIDOME
Das Verfahren der Zellfusionierung erfasst nicht alle Zellen. Nach der Fusion verbleiben

zunichst nicht-fusionierte Zellen in der Kultur. Auf Grund der HAT-Selektion kann nur
ein Teil der fusionierten Zellen (Klone) tberleben, die nach einem Zeitraum von 2-3
Wochen HAT-Kultivierung identifiziert wurden. Der Zellkulturiiberstand der einzelnen
Kavititen wurde in einem indirekten ELISA auf das Vorhandensein von spezifischen

anti-CSTBAntikorpern untersucht. Positive Klone wurden selektiert und kloniert. Fir die
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Isolierung dieser Klone wurde aus der entsprechenden Kavitit der Mutterplatte das
Zellgemisch so verdiinnt, dass pro Kavitit statistisch nur eine einzige Antikérper-
produzierende Zelle kultiviert wurde. Dazu wurden die Zellen aus den positiven
Kavitdten mit einer sterilen Pipette entnommen und in ein R6hrchen tiberfihrt. Nach der
Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension auf 10* Zellen/mL eingestellt. Von dieser
Verdinnung wurden 200 pL in die erste Kavitit gegeben, welche Medium mit
Nutridoma-CS enthielt. Aus dieser Kavitit wurden 100 pl. entnommen und in die nichste
Kavitit uberpipettiert. Dieser Schritt wurde bis zur Kavitdt 12 wiederholt. Wihrend der
Klonierungen wurden die Zellen in HAT- bzw. HT-Medium kultiviert, nach 10 Tagen
wurden die Klone im indirekten ELISA erneut beztglich ihrer spezifischen
Antikorperproduktion iberprift. Positive Klone wurden rekloniert, anschlieend

propagiert und kryokonserviert.

3.2.1.7 PRAPARATION VON MAUS-PERITONEAL-MAKROPHAGEN ALS
FEEDERZELLEN
Peritoneal-Makrophagen sollen in der Co-Kultur mit den Hybridomzellen tote Zellen

durch Phagozytose beseitigen und Wachstumsfaktoren freisetzen. Die Feederzellen
wurden vor der Fusion aus der immunisierten Maus gewonnen. Die Priparation fand
unter sterilen Bedingungen statt. Fir eine effektive Makrophagengewinnung wurde der
Bauchraum der Maus massiert. Der Peritonealraum wurde er6ffnet und 4-mal mit 1 mlL
HAT-Medium gespult. Das wiedergewonnene Medium enthielt die Makrophagen und
wurde in einem eisgekihlten Zentrifugenrohrchen gesammelt. Es folgte die
Zellzahlbestimmung. Die Zellzahl wurde auf 1 x 106 Zellen/5 mL RPMI 1640 eingestellt
und 100 pl. der Feederzellsuspension wurden in jede Kavitit der 96-Well-
Zellkulturplatten gegeben.

3.2.2 CHARAKTERISIERUNG DER ANTI-CSTB-ANTIKORPER

3.2.2.1 ISOTYPBESTIMMUNG
Die Ermittlung der Immunglobulin-Isotypen dient unter anderem der Kontrolle der

Monoklonalitit der Klone und ist fir einige Verfahren, wie zum Beispiel die Reinigung
der Antikorper, unerlisslich. So sind zum Beispiel die Bindungsaffinititen an Protein G
bzw. Protein A je nach Immunglobulin-Isotyp unterschiedlich. Eingesetzt wurde der

Maus-Hybridoma-Subtyping Kit, ein ELISA der Firma Roche, welcher nach Anleitung
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des Herstellers nach dem Antigen-unabhingigen Testprinzip angewandt wurde. Auf
Grund der Eigenschaften des eingesetzten ,,Wandantikérpers® (Anti-Maus-Ig) storen
Fremd-Ig, wie z. B. Rinder-Ig aus dem Zellkulturmedium, durch unspezifische Bindung
nicht. Der Wandantikérper erkennt alle Ig-Klassen und Subklassen der Maus unabhingig

vom Typ der leichten Ketten.

3.2.2.2 KREUZREAKTIONEN
Die generierten monoklonalen anti-CSTB-AK wurden beziiglich ihrer Kreuzreaktion mit

Cystatin A im Immunoblot und im indirekten ELISA untersucht. Die einzelnen

Methoden werden unter 3.2.4.1/3.4.1 beschrieben.

3.2.2.3 EPITOPE MAPPING
Alle folgenden Arbeitsschritte der Epitopkartierung wurden auf einem Rotationsschiittler

bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die genutzten Puffer und ihre Zusammensetzung sind
in Tabelle 3.2.2.3-1 genannt. Begonnen wurde mit einer Inkubation der
Cellulosemembran mit Methanol fir 10 min, dass durch Waschen mit TBST (3 x 8 min)
vollstindig wieder entfernt wurde. Unspezifische Proteinbindungsstellen auf der
Cellulosemembran konnten durch Blockierung (Roche Western Blocking solution)
beseitigt werden. Die Membran wurde nach dem Waschen mit TBST (10 min) mit dem
Antikérper (1-10 pg/mlL), dessen Bindungsepitop bestimmt werden soll, in Blockpuffer
fir 90 min inkubiert. Der Primiarantikorper kann aber auch gleichzeitig mit dem
Sekundarantikbrper auf der Membran inkubiert werden (Co-Inkubation). Erfolgte keine
Co-Inkubation, wurde durch Waschen mit TBST fur funf Minuten nicht gebundener
Antikorper von der Cellulosemembran entfernt und im nédchsten Schritt mit dem
Konjugat Anti-Maus-IgG Fc, HRP (1:10000) fir 90 min inkubiert. Nach einem
Waschschritt (3 x 10 min) erfolgte die Detektion des Antikérperkomplexes unter
Verwendung des ECL Lumi-Light Immunoblotting Substrate entsprechend den
Herstellerangaben. Das entstandene Chemilumineszenz-Licht wurde auf einem ECL-Film
dokumentiert.

Tab. 3.2.2.3-1: Epitope Mapping. Puffer

Puffer Zusammensetzung
TBST TBS, 0,05% (v/v) Tween® 20
Blocklésung WB-Reagent, TBST, 146 mM Saccharose
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3.2.2.4 BESTIMMUNG DER BINDUNGSKONSTANTEN FUR DIE MONOKLONALEN
ANTI- CSTB-ANTIKORPER MIT HILFE DER QCM-TECHNIK
Fir die Charakterisierung der Antikérper wurden unter anderem die Bindungskonstanten

zwischen den Antikérpern und Cystatin B mit der Quarzmikrowaage bestimmt.
Piezoimmunosensoren werden u.a. zur Konzentrationsbestimmung von Antigenen und
Antikérpern genutzt. Dabei erfasst die Quarzmikrowaage kleinste Masseanlagerungen an
der Goldelektrode einer diinnen Quarzscheibe. Das Prinzip beruht auf der Eigenschaft
von Schwingquarzen (Sensoren), bei Massenbeladung linear mit einer Frequenzidnderung
zu reagieren (Sauerbrey 1959). In den Versuchen wurden 10 MHz-Quarze verwendet,
welche eine Frequenzabnahme von einem Hz bei einer Massenbeladung von 1,2 ng/cm?
zeigen. Zunachst musste die Goldelektrode des Quarzsensors in einem self-assembling-
Prozess tber Nacht bei RT aktiviert werden. Dies erfolgte mit einer 1 mM 16-
Mercaptohexadekansiure/Ethanol-Losung in einem geschlossenen Gefil3. Anschliefend
mussten die Quarze mit Ethanol (96%) gespilt und im Stickstoffstrom getrocknet
werden. Die auf der Oberfliche entstandenen Carboxylgruppen wurden fir 10 min mit
einet EDC-Loésung (1 mg/ml., pH 3,5) aktiviert. Im Stickstoffstrom erfolgte die erneute
Trocknung der Goldelektrode. AnschlieBend konnte die Kopplung des Antigens an den
Sensor erfolgen. Dazu wurden die Antigenlésungen iber Nacht bei 4°C mit der
aktivierten Goldelektrode inkubiert. Das Antigen Cystatin B wurde in der nativen Form
(0,06 mg/ml. PBS) und in der rekombinanten Form (0,1 mg/mlL PBS) verwendet. Pro
Sensoroberfliche wurde ein Volumen von 100 uL. der oben definierten Antigenlésungen
benétigt. Nach Beschichtung tber Nacht bei 4°C wurden die Sensoren mit Wasser
gesptlt und in die Quarzmikrowaage eingebaut. AnschlieBend erfolgte die Spulung mit
PBS bis eine konstante Ausgangsfrequenz des Schwingquarzes erreicht wurde. Die
Antikorperlosung wurde dann in einem konstanten Pufferstrom tiber den Sensor gespiilt.
Es kommt zur Bindung des Antikérpers und damit zur Bildung eines Antigen-
Antik6rper-Komplexes, welche tber eine Frequenzabnahme (Massenzunahme an der
Oberfliche des Sensors) detektiert wurde. Danach wurde mit PBS-Puffer gespiilt, was zu
einer teilweisen Dissoziation des Antikérpers vom Antigen fiithrte, welche durch eine
leichte Frequenzzunahme (Massenabnahme an der Oberfliche des Sensors) erkennbar

war.
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3.2.2.5 IMMUNZYTOCHEMISCHE FARBUNG
Immunfluoreszenzuntersuchungen wurden an drei etablierten Zelllinien durchgefiihrt,

welche aus Schilddriisenkarzinomen unterschiedlicher Malignitit entwickelt wurden. Die
Zellen wurden auf Poly-L-Lysin Hydrobromid (0,5 mg/ml) beschichteten 12 mm-
Deckglisern ausgesit und wuchsen dort bis zur 60-80%-igen Konfluenz. AnschlieBend
wurden die Deckgliser 3-mal mit PBS gewaschen, um die Eigenfluoreszenz des Mediums
zu minimieren. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit 4% Paraformaldehyd fir 10 min bei
Raumtemperatur. Um die Reaktion zu stoppen, wurde einmal mit 50 mM Glycinlésung
gespult. Fir die Permeabilisierung der zelluliren Membranen wurden die Zellen mit
0,5% Triton X-100 in PBS fir 20 min inkubiert. Im nichsten Schritt erfolgte die
Blockierung unspezifischer Proteinbindungsstellen durch 1% (v/v) Magermilch in PBS
fir 30 min. Nach dem Blocken wurden die Priparate mit 20 uL. Primirantikorper-Losung
fir 1 h in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Ungebundene
Antik6rper wurden durch Waschen mit 1% Magermilch in PBS entfernt und die
Priparate wurden mit den entsprechenden Sekundirantikérpern, an welche
Fluorochrome (Alexa Fluor 568, Cy3) gekoppelt und die in 1% Milchpulver verdiinnt
worden waren, fur 1 h unter Lichtausschluss inkubiert. Die Zellkerne wurden mit
Hoechst 33258 angefarbt, ehe die Zellen in 96%-igem Ethanol entwissert und die
Priparate auf dem Objekttriger durch die hydrophile Einbettung mit Mowiol (5%
Mowiol [w/v] 30% Glycerol [v/v] 0,25% DABCO [w/v]) fixiert wurden. Aushirtung
und Lagerung erfolgten im Dunkeln bei 4°C. Die Fluoreszenzbilder wurden an einem
Nikon Eclipse E600 Mikroskop mit Hilfe einer Vosskthler CCD-1300-QLN-Kamera
dokumentiert. Verwendet wurde ein Apo TIRF-Obijektiv (60 x/1,49 in Ol). Die
Auswertung und Bearbeitung der Bilder erfolgte mittels der Software NIS-Elements AR

2.30 MuTech MV1500, Lucia G/F Version 4.71.

3.2.3 MASSENPRODUKTION MONOKLONALER ANTIKORPER
Zur Herstellung groBlerer Mengen der anti-CSTB-AK  wurden die Antikérper

produzierenden Hybridomzellen (1 x 108 Zellen pro Klon) in einem TECNOMOUSE
Hollow Fiber Fermenter (Integra Bioscience, Fernwald, Germany) kultiviert. Dieser
Fermenter gliedert sich in ein Produktionsmodul, in dem die Zellen in 10% FCS in RPMI
1640 kultiviert werden und in ein Versorgungsmodul, aus dem die Hybridomzellen iiber

eine semipermeable Membran (Ausschlussgréfe von 10 kDa) mit RPMI 1640 versorgt
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werden. Die Membran hilt Zellen und hochmolekulare Produkte im Produktionsmodul
zurtck, wihrend Nihrstoffe, physikalisch geloste Gase und kleinere Metabolite passieren
konnen. Das Produktionsmodul wird auflerdem noch tber eine gasdurchlissige Membran
mit 5% COz versorgt. Diese Anordnung ermdéglicht eine starke Anreicherung von Zellen
und Zellprodukten. Zu Beginn werden 10 mL Zellsuspension (10% FKS in RPMI 1640)
in das Produktionsmodul tberfthrt. Das angeschlossene Versorgungsmodul garantiert die
permanente Mediumzufuhr. 20 mIL der Kultur wurden pro Woche geerntet und durch
frisches RPMI 1640 mit FKS ersetzt. Die Zellsuspension wurde bei 550 x g zentrifugiert

und der Uberstand bis zur spiteren Reinigung der Antikorper bei -20°C aufbewahrt.

3.2.3.1 REINIGUNG DER ANTIKORPER MIT HILFE DER
AFFINITATSCHROMATOGRAPHIE
Die von den Hybridomzellen produzierten monoklonalen Antikérper werden in das

Kulturmedium abgegeben. Zur Konzentrierung der Antikorper wurde eine Aufreinigung
mit Hilfe der Affinititschromatographie an Protein G-Sepharose durchgefithrt. Protein G
ist ein Zelloberflichenprotein der Streptokokken der Gruppe G und bindet tber einen
Typ III Fc-Rezeptor an die Fc-Region der Maus-IgG. Die Matrix besteht aus Protein G,
das an Sepharose-Beads gekoppelt ist (Nilson ez a/, 1986). Die Bindungskapazitit der
cingesetzten Protein G-Sepharose betrigt ca. 7 mg murine IgG/ml Matrix. Die
Affinititsreinigung der murinen AK wurde mit einem Low Pressure Liquid Chromatography-
Systemr durchgefithrt. Die Matrix wurde durch Spiilen mit 10 Sdulenvolumen (= 10 mL)
Bindungspuffer (Tab. 3.2.3.1-1) dquilibriert. Die Zellkulturiiberstinde wurden bei 3500 x
g (10 min) zentrifugiert und 1:5 mit Bindungspuffer verdinnt. Nach der Applikation der
Probe wurde die Sdule mit dem 20-fachen Sdulenvolumen (= 20 mL) Bindungspuffer
gewaschen. Das FElutionsprofil wurde bei 278 nm aufgezeichnet. Das FEluat wurde
fraktioniert gesammelt. Proteinhaltige Fraktionen wurden durch Zugabe von 50 pl. 1 M
Tris-Puffer, pH 9,0 (Tab. 3.2.3.1-1) neutralisiert. Die Siulenmatrix wurde sofort nach
Beendigung der FElution mit 10 Sidulenvolumina Bindungspuffer (Tab. 3.2.3.1-1)
aquilibriert. Die Reinheitskontrolle der eluierten Proben erfolgte mit der SDS-PAGE und
der Coomassie G250-Firbung. Die Umpufferung des Eluates erfolgte mittels Dialyse
gegen PBS. Zur Standardisierung der AntikGperlosungen wurden die Proben mit Hilfe
von Amicon®Ultra-15 50000 NMWL-Zentrifugenréhrchen auf 1 mg/ml. konzentriert.

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford.
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Tab. 3.2.3.1-1: Affinititsreinigung. Puffer

Puffer Zusammensetzung

Bindungspuffer 20 mM Na,HPO, /20 mM NaH,PO4 (pH
Elutionspuffer 7,0) 0,1 M Glycin-HCI (pH 2,7)
Neutralisationspuffer 1 M Tris-HCL, 0,01% Thimerosal (pH 9,0)

3.2.3.2 BIOTINYLIERUNG DER MONOKLONALEN ANTI-CSTB-ANTIKORPER
Biotin (Vitamin H) ist eine gut wasserlosliche Verbindung, die mit hoher Affinitit

(Kp =10-1> M) nicht-kovalent an Avidin, ein Glykoprotein aus dem Hihnereiweil3, und an
Streptavidin, ein nicht-glykosyliertes Protein aus Streptokokken, bindet (Updyke et al.,
1986). Nach der kovalenten Bindung von Biotin an den Antikérper kann HRP-markiertes
Streptavidin zur Detektion des Antikérpers verwendet werden.

Fir die Biotin-Kopplung wurden affinititsgereinigte Antikorper mit einer Konzentration
von 1 mg/ml eingesetzt. Die Kopplungsreaktion findet zwischen den priméren
Aminogruppen (-NHz) des Lysins (K), dem N-Terminus des Antikorpers und dem NHS-
aktivierten-Biotin-Molekdl unter der Ausbildung einer kovalenten Amidbindung statt. Der
Biotinester wurde nach Herstellervorschrift eingesetzt 2 mg/ml. EZ-Link® Sulfo-
succinimidyl-6-(biotin-amido)hexanoat (Abb. 3.2.3.2-1) wurden in aqua bidest. gel6st und
im 20-fachen molaren Uberschuss zur Antikérperlésung gegeben. Die entsprechenden
Ansiatze wurden unter langsamem Ruhren 1 h inkubiert. Um die Kopplungsreaktion zu
beenden und um tberschiissiges Biotin zu entfernen, wurde dann 3 mal gegen 1 L. PBS
(270 mM NaCl, 16 mM NaHPOy4, 2,9 mM KH>POy4, 5,4 mM KCI pH 7,4) dialysiert. Die
Proteinkonzentration der biotinmarkierten Antikérper wurde nach Bradford bestimmt.
Die Antikérper wurden mit 0,01% Thimerosal konserviert. Zur Funktionskontrolle der
markierten Antikorper wurde im indirekten ELISA (Kap. 3.2.4.1) ihre Reaktivitat mit der
der entsprechenden nicht-markierten Antikérper verglichen. Ergaben sich bei diesem
Vergleich Hinweise darauf, dass bei der Biotin-Kopplung Aktivitit und Loslichkeit der
Antik6rper negativ beeinflusst worden waren, wurden weitere Kopplungen mit

verinderten Konzentrationen des Biotin-NHS-LC-LC-Esters durchgefiihrt.

- 1]
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Abb. 3.2.3.2-1: EZ-Link® Sulfosuccinimidyl-6-(biotin-amido)hexanoat.
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3.2.4 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)
In dieser Arbeit wurden verschiedene ELISA-Formate angewandt.

3.2.4.1 INDIREKTER ELISA
Der indirekte ELISA diente in dieser Arbeit zum Nachweis spezifischer Antikérper in

Mausseren oder in Hybridoma-Zellkulturiiberstinden. Die verwendeten Puffer und Ihre
Zusammensetzung sind in Tabelle 3.2.4.1-1 genannt. Nachfolgend sind die einzelnen

Arbeitsschritte fiir den indirekten ELISA genannt:

e Adsorption: 50 pL Cystatin B-Losung/Kavitit (3 ug/mL natives Cystatin B in
TBS oder 5 pg/mL rec. Cystatin B in TBS) tiber Nacht bei 4°C

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Blockierung: 200 uL Blocklésung/Kavitit, 30 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

¢ 1. Immunreaktion: 20 uL. ELISA-Puffer/Kavitit votlegen + 30 pL. Hybridoma-
Kulturtiiberstand /Kavitit, 90 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e 2. Immuntreaktion: 50 uL./Kavitit anti-Maus-IgG-Fcy-HRP (1:5000), 60 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Nachweis des IK: 50 uL./Kavitit ABTS-Chromogenl6sung, 45 min, RT,

e Quantifizierung. Wellenlange: 405 nm, Referenzwellenlinge: 492 nm

Die am Immunkomplex (IK) beteiligte Peroxidase katalysiert in dieser Reaktion die
Oxidation von ABTS (2,2"-Azino-bis-|3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure]) in Gegenwart
von HoOs2 (Abb. 3.2.4.1-1). Es entsteht zunachst ein metastabiles Radikalkation, das sehr
langsam in ABTS und ein Azodikation disproportioniert. Das Absorptionsmaximum des
Radikalkations liegt bei 414 nm. Die OD-Werte positiver Proben sollten im Bereich
zwischen 0,5 — 2,0 und die des Kontroll-ELISA sollten < 0,1 sein.
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Abb. 3.2.4.1-1: Oxidation von ABTS durch HRP
Tab. 3.2.4.1-1: Indirekter ELISA. Puffer
Puffer Zusammensetzung
TBS (Bindungspuffer) 20 mM Tris-HCl; 155 mM NaCl (pH 7,5)
NaCl-Tween (Waschpuffer) 155 mM NaCl; 2% (v/v) Tween® 20
ELISA-Puffer TBS; 0,05% (v/v) Tween® 20 (pH 7,5)
Substratpuffer 3,25 mM Natriumperborat
39,8 mM 2-Hydroxypropan-1,2,3-tricarbonsdure
60 mM Na,HPOy, (pH 4,4)

3.2.4.2 QUANTITATIVER IMMUNOASSAY - SANDWICH ELISA
In dieser Arbeit wurde das Streptavidin-Biotin-System eingesetzt. Mit ihm ist es mdglich,

einen Sandwich-ELISA mit zwei Maus-Antikérpern aufzubauen (Abb. 3.2.4.2-2) Das
Biotin des markierten Detektions-Antikorpers ist Voraussetzung fiir die Bindung von
HRP-Streptavidin an diesen Antikérper und den anschlieBenden enzymologischen
Nachweis des gebildeten Sandwiches.

e Adsorption: Capture-Antikérper tiber Nacht bei 4°C

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Blockierung: 200 pLL Blocklésung/Kavitit, 30 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Immunreaktion: 50 nl./Kavitit Cystatin B-haltige Probe, 90 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Immunreaktion: 50 plL/Kavitit biotinmarkierter Detektionsantikérper, 60 min, RT

e Waschen: 3 x NaCl-Tween® 20

e Nachweis des Immunkomplexes: 50 pl/Kavitit TMB-Chromogenlésung, maximal 5

min, RT (Abb. 3.2.4.2-1)
e Stoppen: 50 ul. 1N H2SO4/Kavitit

e Quantifizierung: Wellenlinge: 450 nm,
Referenzwellenlinge: 620 nm (Abb. 3.2.4.2-1)
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Abb. 3.2.4.2-1: Oxidation von TMB durch HRP
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Abb. 3.2.4.2-2: CSTB-Sandwich-ELISA. Prinzip
Die Etablierung eines CSTB-Sandwich-ELISA fir die quantitative CSTB-Bestimmung im unter
standardisierten Bedingungen setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:
e Sclektion von geeigneten Antikérperpaaren
e Ausschluss von unspezifischen Reaktionen im ELISA

e Erstellung einer CSTB-Standardkurve

3.2.4.2.1 Selektion von geeigneten Antikérperpaaren
In den Versuchen sollten ein Capture-AK und ein Detektions-AK ermittelt werden,

welche in Kombination im Sandwich-ELISA die hochste Sensitivitit zur Bestimmung

von CSTB zeigen. Alle 6 generierten anti-CSTB-mAK wurden als Capture-Antikorper
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eingesetzt. Als Detektor-Antikorper standen nur die Antikérper zur Verfigung, welche
erfolgreich biotinyliert werden konnten. Voraussetzung fir den Einsatz von zwei
Antikérpern als Antikérperpaar ist eine affine Bindung an CSTB, ohne dass sie sich dabei
sterisch behindern. Die Konzentrationen der eingesetzten Antikérper lagen zwischen
5 pg/mL fir den Capture-Antikérper und 10 pg/mL fir den Detektor-Antikérper. Da
Antigen-Antikérper-Reaktionen  Gleichgewichtsreaktionen sind, unterliegen sie dem
Massenwirkungsgesetz. Fur die sensitive Bestimmung von CSTB miissen beide anti-
CSTB-mAK im Uberschuss vorliegen, bzw. eingesetzt werden. Alle potenziellen
AntikOrperpaare wurden beziiglich ihrer Verwendbarkeit fiir die Bestimmung von

Cystatin B (1 ng/mL) im Sandwich-ELISA untersucht.

3.2.4.2.2 Ausschluss von unspezifischen Reaktionen im Sandwich-ELISA
Um eine unspezifische Bindung von Proteinen an die ELISA-Platten auszuschlief3en,

wurden die Antikérper und die Probe in FEinzelschritten durch Blockl6sung ersetzt
(Tab. 3.2.4.2.2-1). Eine mogliche unspezifische Bedingung wurde durch die Zugabe des

Substrats nachgewiesen.

Tab. 3.2.4.2.2-1: Kontrollen im Sandwich-ELISA

1. Kontrolle 2. Kontrolle 3. Kontrolle 4. Kontrolle
(TBS-Kontrolle) (Leerwert)
Capture-mAK — Capture-mAK I —
CSTB CSTB I I —
Detektions-mAK Detektions-mAK Detektions-mAK Detektions-mAK I

Strepavidin-HRP

Substrat (TMB)

Strepavidin-HRP

Substrat

Strepavidin-HRP

Substrat

Strepavidin-HRP

Substrat

Strepavidin-HRP

Substrat

3.2.4.2.3 Erstellung der CSTB-Standardkurve

Fir die quantitative CSTB-Bestimmung im Serum war es notwendig, eine CSTB-
Standardkurve zu erstellen. Im Sandwich-ELISA wurden dazu unterschiedliche
Konzentrationen von Capture- und Detektions-Antikérpern, sowie verschiedene CSTB-
Konzentrationen getestet. Die Ausgangskonzentrationen von CSTB in der ersten Kavitit

waten 1 pg/mlL oder 50 ng/mL. Sie wurden jeweils 1:2 in seriellen Schritten bis zur 12.
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Kavitit verdinnt. Alle Standardkurven wurden als Mehrfach-Bestimmungen mit der

entsprechenden TBS-Kontrolle aufgenommen.

3.2.4.2.4 CSTB-Bestimmung im Plasma gesunder Probanden und im Plasma von
Patienten mit einem hepatozelluliren Karzinom (HCC)
Die Untersuchung der Probandenplasmen erfolgte mit dem unter 3.2.4.2 beschriebenen

Sandwich-ELISA. Der Capture-Antikérper (1 mg/mlL) wurde 1:1000 verdiinnt eingesetzt,
der Detektions-Antikorper (1 mg/mL) ebenfalls 1:1000 verdinnt. Die Plasmen wurden in
Blockpuffer seriell in sechs Schritten verdiinnt, beginnend mit der Verdiinnung von 1:2
bei der Kontrollgruppe und mit einer 1:10 Verdinnung bei der HCC-Patientengruppe.
Die Plasmen der HCC-Patienten wurden im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der
FSU-Jena und der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg zur Verfigung gestellt. Die

Plasmen der Kontrollgruppe stammten von freiwilligen Spendern.

3.2.5 AUSWERTUNG DER ELISA
Zur Erstellung der Standardkurven wurden die Konzentrationen logarithmiert und auf

der Abszisse aufgetragen. Die Ordinate umfasste die Absorptionswerte der verschieden
konzentrierten Proben. Das Ergebnis war immer eine Kurve mit einem sigmoidalen
Verlauf. Die erstellten Kurven enthielten absolute Messwerte. Die statistische Signifikanz
wurde mit den allgemein akzeptierten Signifikanzniveaus von 5% bzw. 0,3%
(hochsignifikant) bertcksichtigt. Dazu eignete sich ein im Statistikprogramm Origin

enthaltener t-Test.

3.3 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

3.3.1 SDS-PAGE UND IMMUNOBLOT-ANALYSE

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mit der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli (1970). Auf Grund der Bindung von SDS an die
Proteine entstehen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit einem annahernd
konstanten Ladungs-Masse-Verhiltnis. Diese Komplexe wandern im elektrischen Feld
zur Anode und werden durch den Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidmatrix nach der
Molmasse getrennt. Die Gele hatten eine Abmessung von 83 x 73 mm und waren 15 mm
dick. Die Trenngele hatten Acrylamidkonzentrationen von 15% oder 7,5% und die
Sammelgele eine Acrylamidkonzentration von 5% (Tabelle 3.4.1-1). Die eingesetzten
Proben hatten Proteinkonzentrationen in einem Bereich von 10 ng Protein/Slot bis zu

100 ug Protein tiber die gesamte Gelbreite. Die Proteinproben wurden im Verhiltnis von
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1:2 mit SDS-Probenpuffer (10 % Glycerol [v/v]; 2,3% SDS [w/v]; 0,5 M Tris-HCI,
pH 06,8) versetzt und anschlieBend fir 5 min auf 95°C erhitzt. Fir die Trennung der
Proteingemische unter reduzierenden Bedingungen wurde Mercaptoethanol (10% [v/v])
in den Probenpuffer gegeben. Nach dem 5-minitigen Erhitzen der Proben auf 95°C
wurden 50 pL der so vorbereiteten Probe in die Sammelgeltaschen oder maximal 700 uL
tber die gesamte Gelbreite aufgetragen. Die Trennung des Gemisches denaturierter
Proteine erfolgte in 25 mM Ttris/200 mM Glycin-Puffer (pH 6,8) tber 90 min, bei einer

konstanten Stromstarke von 20 mA pro Gel.

Tab. 3.3.1-1: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Zusammensetzung der Gele.

7,5%-iges 15,0%-iges Sammelgel
Trenngel Trenngel
30% Actrylamid 7,5 mL 15,5 mLL 1,5 mL
0,8% Bisacrylamid
Trenngelpuffer 7,5 mL 7,5 mL
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)
Sammelgelpuffer 2,5mL
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
Aqua dest. 10 mL 5,0 mL 6,0 mLL
TEMED 20 uL. 20 pL 10 uL.
10% APS 100 pL 100 L 60 pL
NuPAGE-Gel

Fir Trennungen in einem breiten Molmassenbereich wurden NuPAGE Gradientengele
der Firma Invitrogen verwendet. Die Bis/Tris-Gele waren 4-12%ig beziiglich der
Acrylamidkonzentration. Als Puffersystem wurde das MOPS-Puffersystem genutzt und
die Elektrophorese wurde unter konstanten 200 V durchgefithrt. Die Vorbereitung der

Proteinproben erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Novex Tris-Glycin-Gele
Fur native Elektrophoresen wurde das Tris/Glycin-System der Firma Invitrogen benutzt.

Es wurden Tris-Glycin-Gradienten-Gele (4-20%) eingesetzt. Die Durchfithrung der

Elektrophorese und die Probenvorbereitung erfolgten nach Herstellerangaben.

Immunblotting
Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine der Probe wurden durch Blotten
elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran ibertragen. Dazu wurde die von

Towbin beschriebene Methode angewandt (Towbin ef 4/, 1979). Als Blotsystem wurde
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das Tank-Blot-System der Firma Bio-Rad genutzt. Der Transfer der Proteine erfolgte bei
einer konstanten Stromstirke von 350 mA tber einen Zeitraum von 90 min und wurde
im Anschluss mit einer 2% Ponceau-Losung tberprift (Ii ef a/, 1989). AnschlieBend
wurden freie Proteinbindungsstellen durch einstlindiges Blocken mit 3% (w/v)
Magermilchpulver in TBST mit 0,5% Triton-X-100 abgesattigt. Dann wurde die
Nitrocellulose dreimal 10 min mit TBST gewaschen. Primirantikbrper wurden mit TBST
verdiinnt und fir 2 h - oder iiber Nacht - bei Raumtemperatur mit der Membran unter
leichtem Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 min mit
TBST gewaschen und mit HRP-gekoppeltem Sekundirantikérper, der in TBST verdinnt
wurde, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen der Membran mit
TBST erfolgte der Nachweis des Antikérper-Proteinkomplexes durch das Lumi-Light
Immunoblotting Substrate, welches entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt
wurde. Das entstandene Chemilumineszenz-Signal wurde auf einem Film (HyperFilm)
dokumentiert. Fur die Entwicklung mit Nitrobluetetrazolium wurden die Membranen
gespult. Als HRP-Substratlosung wurden 6 mg NBT in 10 mL TBST und 20 mg NADH:
in 10 mL TBST gelost und gemischt. Nach der Zugabe von 10 ulL Phenol (80%) und
10 puL. H202 (30 %) wurde die Substratlosung sofort unter Lichtabschluss fir 7 min mit
der Membran inkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch die Inkubation der Membran in

Leitungswasser beendet.

3.3.2 PROTEINFARBUNG
Silberfirbung der SDS-PAGE
Die Silberfarbung wurde nach Merril ez al., 1984 durchgefiihrt. Alle Losungen wurden mit
aqua tridest. hergestellt.
e Fixierung: 1. Vorfixierlosung (50 % [v/v] Methanol, 10% [v/v] Essigsiure), 30 min,
2. Spiillssung (5% Methanol, 7% [v/v] Essigsiute), 30 min
3. Fixierlosung (2,5% [v/v] Glutaraldehydlsung), 30 min, RT
e Waschschritt: Aqua tridest, 1 h, RT
Fir die Reduzierung der Hintergrund-Firbung im Gel wurde 1 h mit Wasser gesptilt.
Anschlieend erfolgte die Vorbehandlung des Gels fiir die Farbung mit 0,8 mM Natrium-
thiosulfatlosung. Mit diesem Reduktionsschritt wird die Nachweisgrenze fir Proteine
erhoht - Heukeshoven & Dernick (1988). Im anschlieBenden Waschzyklus wurde 3 x fiir

20 s mit Wasser gespult und zur Impriagnierung des Gels mit Ag*-Ionen wurde es 20 min
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in 12 mM Silbernitratlésung inkubiert. Unspezifisch gebundene Silberionen wurden durch
Waschen mit Wasser entfernt. Nun konnten die Proteinbanden mit der Entwicklerl6sung
(566 mM Na2CO3; 150 puL. Formaldehyd; 0,016 mM NazS203) sichtbar gemacht werden.
Dies erfolgte durch Formaldehyd, welches die gebundenen Silberionen zu metallischem
Silber reduziert. Die Entwicklung erfolgte in einem Zeitraum von 3-6 min und wurde
durch die Zugabe der Stoppetlosung (50% [v/v] Methanol, 12% [v/v] Essigsiure)
beendet.

AuBerdem wurde der Silberfirbungskit SilverQuest™ von Invitrogen verwendet. Der
Vorteil dieses Kits besteht darin, dass die gefirbten Proteinbanden fiir die Identifizierung

in der Massenspektrometrie eingesetzt werden kénnen.

Coomassie-Fiarbung

Die irreversible Fixierung und die Firbung von Proteinen im Polyacrylamidgel erfolgten
durch Roti-Blue. Dabei handelt es sich um eine 5-fach konzentrierte, kolloidale
Coomassie Brilliant Blau G-250- Lésung. Die Gele wurden nach der Elektrophorese tiber
Nacht gefirbt. Zur Entfernung unspezifischer Firbungen mit Coomassie-Blau wurden

die Gele fiir mehrere Stunden in Coomassie-Blau-Entfirbel6sung inkubiert.

3.3.3 KONZENTRIERUNG VON PROTEINEN

Proteinlosungen wurden nach Volumen in Amicon®Ultra-15 Zentrifugenrohrchen oder

in Amicon-Zellen unter Verwendung von YM-10-Membranen eingeengt.

3.3.4 KONZENTRATIONSBESTIMMUNG VON PROTEINEN
Eine sensitive Methode zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer Probe ist der

Test nach Bradford (Bradford, M. 1976). Basis des Testes ist ein Shift des
Absorptionsmaximums des Coomassie Brilliant Blau G-250 in Abhingigkeit von seiner
Bindung an Protein - variierend von 465 nm ohne Bindung an Protein bis zu 595 nm
nach erfolgter Proteinbindung. Die Farbstoffbindung verlduft unspezifisch an
hydrophobe, kationische Seitenketten des Proteins. Die Zunahme der Absorption bei
595 nm ist dabei ein Mal} fur die Proteinkonzentration der Loésung. Fur die zu
untersuchenden Proben wurde der Bio-Rad Protein Assay nach Bradford verwendet.
Dazu wurden 10 uL einer Proteinlésung mit 490 ul. 1:5 verdinntem Dye-Reagenz

gemischt. Nach Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 min konnte die Absorption bei
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595 nm bestimmt werden. Eine Standardkurve aus Rindergammaglobulin im Bereich von

0,04 mg/mlL bis 1,34 mg/mL diente der Bestimmung der Proteinkonzentration.

3.3.5 ZELLAUFSCHLUSS-METHODEN
Verschiedene Zellaufschlussmethoden wurden eingesetzt, um Cystatin B und seine

potentiellen Komplexpartner zu identifizieren.

Zellaufschluss mit Lysis-Puffer
Die Zusammensetzung des Lysis-Puffers (1 % Triton X 100 [v/v] 0,4 % SDS [v/w], PIC,

10 mM Tris/HCI pH 8,0) ermoglicht einen nicht-mechanischen Zellaufschluss. Das in
thm enthaltene nicht-ionische Tensid Triton X-100 lysiert die Zellmembran. Das
gewaschene Pellet von z.B. 3,6 x 10¢ Zellen wurde in 4 mL Puffer resuspendiert und bei

4000 x g zentrifugiert, mit dem Uberstand wurde die Immunprizipitation durchgefiihrt.

Extraktionspuffer
Eine Behandlung von Zellen mit Digitonin resultiert in einer Permeabilisierung ihrer

Membranen. Bei Verwendung von 200 pg/mL Digitonin kommt es zur Lyse aller
Membranen und damit zur Freisetzung aller intrazelluliren Proteine. Fir einen
Aufschluss wurden 3,6 x 106 gewaschene Zellen in 5 mL Extraktionspuffer (Tab. 3.4.5-1)
aufgenommen und bei 0°C fir 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die restlichen
Fragmente von Kernen und Mitochondrien fiir 25 min bei 10000 x g pelletiert und der
Uberstand fiir eine Immunoblotanalyse vorbereitet oder fiir die Immunprizipitation
verwendet. Der pH-Wert des Puffers und die Verwendung des Reduktionsmittels wurden
versuchsabhingig variiert.

Tab. 3.3.5.-1: Extraktions-Puffer. Zusammensetzung

Extraktionspuffer Zusammensetzung

250 mM Saccharose

20 mM HEPES, 10 mM KCl
1,5 mM MgCl,, ImM EGTA
1mM EDTA

200 pg/mL Digitonin

3.3.6 IMMUNPRAZIPITATION (IP)
Diese Methode wurde angewandt, um CSTB aus Zelllysaten und Urin zu isolieren. Durch

eine anschlieBende Gelelektrophorese mit Coomassie bzw. MS—kompatibler Silber-
farbung wurden Proben fir die MALDI-TOF-Massenspektrometrie gewonnen.
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In weiteren Versuchen wurde mit Hilfe der Co-Immunprizipitation in Gegenwart der
Redoxmittel GSH und DTT versucht, Cystatin B und mégliche Interaktionspartner zu
isolieren und nachzuweisen. Zur Vorbereitung der Immunprazipitation wurde Protein G-
Sepharose zweimal mit dem eingesetzten Zellaufschlusspuffer gewaschen. Um
unspezifisch bindende Proteine aus der Probe zu entfernen, wurden 100 uL. der Protein
G-Sepharose-Suspension zu den Proteinextrakten hinzugegeben. Die Inkubation erfolgte
im Uberkopfschiittler (1 h, 4°C). Nach der Zentrifugation (2 min bei 600 x g) wurde der
vorgereinigte Zelllysatiiberstand mit dem spezifischen Antikdrper versetzt und weitere 4 h
im Uberkopfschiittler (4°C) inkubiert.

Zur Isolierung der spezifischen Antikorper-Protein-Komplexe (1 h, 4°C, im
Uberkopfschiittler) wurden 200 ul. Protein G-Sepharose verwendet. Die an die Protein
G-Sepharose gebundenen Immunkomplexe wurden durch Zentrifugation gewonnen. Das
erhaltene Pellet wurde zweimal mit PBS gewaschen. Um den Immunkomplex zu
denaturieren und auf diese Weise von der Protein G- Sepharose zu trennen, wurde 1 Teil
NuPAGE-Puffer (2 fach konzentriert) mit 10% Mercaptoethanol versetzt, auf 95 °C
(5 min) erhitzt und abzentrifugiert (3000 x g, 10 min, RT). Der Uberstand wurde als

Immunprizipitat bezeichnet und im Immunoblot analysiert.

3.3.7 MASSENSPEKTROMETRIE
Die Molekulargewichtsbestimmungen mittels Massenspektrometrie wurden

freundlicherweise von Frau Dr. A. Schiethorn (Forschungsgruppe ,,Enzymologie der
Proteinfaltung® der Max-Planck-Gesellschaft, Halle) durchgefihrt. Hierfur wurden
Spektren von den IP-Ansitzen durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie an einem

Esquire-L.C-Ionenfallen-Massenspektrometer aufgenommen.

3.3.8 GROBENAUSSCHLUSSCHROMATOGRAPHIE
Der Nachweis von moglichen CSTB-Komplexen mit Hilfe der ,,Size Exclusion

Chromatography“ (SEC), wurde unter Milieu-Bedingungen durchgefithrt, die dem
intrazelluliren Redoxpotenzial entsprachen, bei dem die Cystein-Cathepsine funktional
sind. Superdex 75-prep, das einen Trennbereich von 3—-80 kDa hat, wurde iiber Nacht in
dem Laufpuffer eingequollen. Alle Trennungen wurden bei 4°C an einem BIO-RAD
Econo System durchgefihrt. Die Trennung erfolgte per hydrostatischem Druck. Zwei
Molmassenstandards (Dextranblau, Cytochrom c¢) dienten der Kalibrierung der Saule

(50 x 2,5 cm). Mit ihnen wurden das Ausschlussvolumen Vo (Dextranblau) und das
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Elutionsvolumen Vg (Cytochrom c¢) bestimmt, um die Molmasse mdglicher CSTB-
Komplexe zu bestimmen.

Vor jeder Trennung wurde die Sdule mit ca. 3 L. Laufpuffer dquilibriert. AnschlieBend
wurden 3 mL Probe aufgetragen und das Eluat in 6 mL-Fraktionen gesammelt. Die
Fraktionen wurden durch Lyophilisation konzentriert und anschlieBend im Immunoblot

beziiglich des Vorkommens von CSTB kontrolliert.

3.3.9 ISOELEKTRISCHE FOKUSSIERUNG IN AGAROSEGELEN
Die isoeclektrische Fokussierung (IEF) dient der Trennung von Proteinen auf der

Grundlage ihrer differenten isoelektrischen  Punkte (IEP). Amphoterische
Puffersubstanzen (Trigerampholyte) erzeugen im elektrischen Feld einen pH-Gradienten
- mit dem niedrigsten pH-Wert an der Anode und dem hochsten an der Kathode. Fur die
Identifizierung moglicher CSTB-Komplexe wurden annihernd native Bedingungen
gewihlt. Die von Altenhofer e al., 2006, beschriebene Methode wurde dafiir in einer
leicht modifizierten Form eingesetzt - die Proben wurden auf das Gel aufgetragen und
nicht in das Gel eingossen. Fir die Herstellung der IEF-Gel wurden 1%ige (w/v)
Agarose, 10% (w/v) Sotbitol, 4% (w/v) Zwittergent SB 3-14 in 100°C heilem Wasser
gelost. Die Zugabe der Servalyte (pH 3-10; 2,5% [v/v]) etfolgte anschlieBend bei 60°C.
Das flussige Agarosegel wurde auf Gelfixfolien (12,5 cm x 25,5 cm x 0,1 cm) gegossen.
Im folgenden Schritt wurde das Agarosegel so auf einer wassergektihlten Plattform fixiert,
dass die Fokussierungstrecke 12,5 cm betrug. Fiur den Aufbau des elektrischen Feldes
wurden als  Kathodenpuffer 0,5 M NaOH und als Anodenpuffer
0,5 M Essigsidure verwendet. Die Fokussierung beginnt mit einer Prielektrophorese fiir
10 min bei konstanten 4 W - vor der Probenauftragung. Zunachst erfolgte an Kathode
und Anode des Agarosegels die Auftragung der Proteinmarker, welche fur die
Visualisierung der Iso-pH-Linien zur Bestimmung der IEP notwendig waren. Von den in
der Size Exclusion Chromatography getrennten und im Immunoblot untersuchten CSTB-
Fraktionen wurden je 20 pL auf das Agarosegel aufgetragen und unter folgenden
Bedingungen fokussiert: 7 W konstant, 1500 Vh (Voltstunden). AnschlieBend wurde das
Gel senkrecht zu den Iso-pH-Linien in Streifen geschnitten. Der Teil, welcher die
Markerproteine enthielt, wurde mit Coomassie G250 gefirbt. Die anderen Streifen
wurden zum Entfernen der Ampholyte 3 mal 20 min in 30% Methanol/10% Essigsaure

gespult. In den nichsten zwei Schritten erfolgte die Aqulibrierung der Streifen fur die
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Trennung in der zweiten Dimension. Dazu wurde 10 min in Aquilibrierungspuffer mit
1% DTT und anschlieBend 10 min mit 260 mM Jodacetamid gewaschen. Die so
behandelten Proben in den Agarosestreifen wurden in der zweiten Dimension in
NuPAGE-Bis-Tris Gelen (4-12%) nach ihrer Molmasse getrennt und per Immunoblot

weiter analysiert.

3.4 ZELLKULTUR

3.4.1 KULTIVIERUNG VON KARZINOMZELLLINIEN

Die kryokonservierten Zellen wurden schnell aufgetaut, um die toxische Wirkung des
Einfriermediums zu minimieren. Die Zellen wurden aus der Ampulle entnommen und in
eine mit Zellkulturmedium gefillte Zellkulturflasche gegeben. Die Kultivierung von
BHK, UTC 8505C, FTC 133, B-CPAP und Hela-Zellen erfolgte in RPMI 1640-Medium
mit 10% (v/v) FKS bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit. Die Zellen wurden in
250 mL Zellkulturflaschen kultiviert. In Abhingigkeit von der Konfluenz wurden die
Zellen nach 2 oder 3 Tagen passagiert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit
Hilfe von Acctuase vom Substrat gelost und anschlieBend in Kulturmedium
resuspendiert. Die Zellzahl wurdemittels einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die

gewtinschte Zellzahl in eine Zellkulturflasche ausgesit.

Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer Zihlkammer

Die Neubauer Zahlkammer besteht aus 9 Quadraten mit einer Fliche von je 1 mm? und
einem Volumen von 0,1 pL bei einer Tiefe von 0,1 mm. Fur die Bestimmung der Zellzahl
wurden 20 uL einer Zellsuspension in die Zdhlkammer gegeben, 4 der Quadrate wurden
ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Berechnung der Zellkonzentration pro mL

erfolgte aus den Mittelwerten der vier Quadrate.

3.5 YEAST TWO-HYBRID SYSTEM 3

Fir die Identifizierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen wurde das Matchmaker
Two-Hybrid System 3 (BD Biosciences) verwendet. Grundlage des Systems ist die selektive
Aktivierung  bestimmter Reporter-Gene, die unter der Kontrolle des GAL4-
Transkriptionsfaktors stehen. Dieser Transkriptionsfaktor ist aufgebaut aus einer DNA-
Bindungsdomine (GAL4 DNA-BD) und einer Transkriptions-Aktivierungsdomine
(GAL4-AD). GAL4 kann die Transkription nur aktivieren, wenn beide Domainen

wechselwirken. Im  Yeast Two-Hybrid System werden die beiden Dominen getrennt
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voneinander, zur Synthese von zwei verschiedenen Hybridproteinen (,Kéder-“ und
,Beuteprotein®) eingesetzt. Die zwei Hybridproteine wurden von zwei kompatiblen
Plasmiden kodiert. Das erste Plasmid pAS2-1, besteht aus seiner GAL-4 DNA-
Bindedomine und der cDNA-Sequenz fiir das Kéderprotein CSTB. Das zweite Plasmid
pACT?2. besteht aus GAL-4-AD und dem cDNA-Fragment einer cDNA-Genbank - hier
der Pre-transformed human brain MATCHMAKER ¢DNA /ibrary. Fir die Ermittlung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden das Fusionsplasmid pAS2-1-CSTB in den
Hefestamm MATa PJ69-4A und das pACT2-Plasmid in den Hefestamm MATa« Y187
transformiert. Verschmolzene, diploide Hefen wurden anschlieBend auf Histidin- und
Adenin-Auxotrophie selektiert. Transformation und Selektion der Hefen wurden nach

dem Yeast Protocols Handbook von Clontech durchgefihrt.
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4 ERGEBNISSE

4.1 GENERIERUNG MONOKLONALER ANTI-CSTB-ANTIKORPER

4.1.1 REINHEITSKONTROLLE DES ANTIGENS

CSTB wurde in der nativen und in der rekombinanten Form in dieser Arbeit genutzt.

Das fir die Immunisierung der Miuse eingesetzte native Antigen wurde unter
reduzierenden Bedingungen in der SDS-PAGE mit anschlieBender Silberfirbung auf
Verunreinigungen hin untersucht (Abb. 4.1-1-A). Die CSTB-Priparationen (Milz, Muskel)
zeigten keine sichtbaren Verunreinigungen durch Fremdproteine. Es wurde
eine Proteinbande im Molmassenbereich von ca. 13 kDa angefarbt.

Das rekombinante CSTB wurde in dieser Arbeit fiir die Charakterisierung  der
monoklonalen Antikérper im ELISA und im Immunoblot benétigt. Im Unterschied zu
dem nativem CSTB ist das rekombinante CSTB am N-Terminus mit einem His-Tag
kovalent verbunden. Die Abbildung 4.1-1-B stellt das rekombinante CSTB unter
reduzieren Bedingungen in der SDS-PAGE dar. Die anschlieBende Silberfirbung zeigt

nur eine Proteinbande im Molmassenbereich von ca. 13 kDa.

: 170 kDa
04 kDa 130 kDa
67 kDa _—
. 95 kDa
43 kD 2 X
a ‘ s 72 kDa
30 kDa - - 55 kDa
43 kDa
20 kDa
- - 34 kDa
‘ ‘ “ 26 kDa
11 kDa - -
15 kDa . -
a b s A 11kDa | a b c_|B)

Abb. 4.1-1: A) Natives CSTB. SDS-PAGE: Reinheitskontrolle unter reduzierenden Bedingungen
Spur a, b, e: 50 ng CSTB; Spur c, d: GréBenstandards. Silberfairbung B) Rekombinantes CSTB.
SDS-PAGE (NuPAGE): Reinheitskontrolle unter reduzierenden Bedingungen. Spur b: 10 ng
CSTB, Spur c: 5 ng CSTB, Spur a: Gréenstandard

4.1.2 IMMUNANTWORT — TITERBESTIMMUNG
Die Titerbestimmung zur Kontrolle der Immunantwort gegen CSTB erfolgte mit dem aus

der Schwanzvene der immunisierten Mause gewonnenen Blut und wurde im Immunoblot
durchgefithrt. Die Miuseseren zeigten bis zu einer Verdinnung von 1:10000 ein

deutliches Signal mit der ca. 13 kDa Cystatin B-Bande im Immunoblot (Abb. 4.1.2-1)
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15 kDa-

11 kDa- R1 R2 R3 KK

Abb. 4.1.2-1: CSTB-Immmunoblot zur Titerbestimmung der Mausseren R1, R2, R3.
Verdinnung der Seren: 1:10000; Konjugatkontrolle (KK): anti-IgG und M, HRP-markiert.

4.1.3 SELEKTION VON ANTI-CSTB-MAK PRODUZIERENDEN HYBRIDOMEN
Die Identifizierung von Hybridomen, welche anti-CSTB-Antikérper sezernieren, erfolgte

mit Hilfe eines indirekten CSTB-ELISA. Fir diese Untersuchung wurden
Kulturtiberstinde aus den so genannten Mutterplatten verwendet, die sich zwischen dem
10. und dem 14. Tag der Kultivierung nach der Fusion befanden. Zum Ausschluss
unspezifischer Reaktionen der Antikoérper mit der Oberfliche der Kavititen wurden mit
TBS-Puffer beschichtete Platten mitgefithrt. Die Durchftihrung des indirekten ELISA ist
in Kapitel 3.2.4.1 beschrieben. Die Identifizierung von Klonen, die anti-CSTB-AK
produzieren, erfolgte 45 min nach Substratzugabe (ABTS-Substrat). Positive Hybridome
wurden kloniert und ihre Antikérper charakterisiert. Mit diesem Screening-Verfahren
wurden insgesamt ca. 4000 Hybridome auf die Produktion spezifischer anti-CSTB-mAK
getestet. 6 anti-CSTB-mAK produzierende Klone wurden selektiert (Tab.: 4.1.3-1), deren

Antikérper im Folgenden ausfithrlich charakterisiert werden.

Tab. 4.1.3-1: Sclektierte Klone, die anti-Cystatin B-monoklonale Antikérper produzieren

Anti-CSTB-mAK-Klone
1-2B
I-4H
1-4G
1I-5A
1I-12D
II-1H
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4.1.4 ISOTYPBESTIMMUNG
Die Bestimmung der Immunglobulin-Subklasse und des Leichtkettentyps der anti-CSTB-

AK erfolgte mit Hilfe des Sandwich-ELISA (Maus-Hybridoma-Subtyping Screening Kit).
Die Kenntnis des Antikérper-Isotyps ist notwendig fiir eine effektive Reinigung der
Antikérper, die Verwendung der Antikérper bei Immunprizipitationen, im ELISA und in
der Zytochemie. Der ELISA wurde wie unter Abschnitt 3.2.2.1 beschrieben,
durchgefiithrt. Die Subklassen werden in Tabelle 4.1.4-1 genannt.

Tab. 4.1.4-1: Ig-Subklassen und Leichtkettentyp der anti-CSTB-mAK

Anti-CSTB-mAK [-2B  I-4H 1-4G II-5A II-12D II-1H

Ig-Subtyp IgGin  IgGox  IgGih  IgAx  IgGix IgGix

4.1.5 BESTIMMUNG DER KREUZREAKTIVITAT GEGEN CYSTATIN A
Die Kreuzreaktivitit der anti-CSTB-Antikérper gegeniiber Cystatin A wurde im

Immunoblot und im indirekten ELISA untersucht. Auf Grund der 55%igen Identitit
bzw. 80%igen Homologie der Sequenzen von Cystatin B und Cystatin A ist die
Wahrscheinlichkeit, dass Antikérper identische Cystatin B- und A-Epitope erkennen, und
damit kreuzreagieren, hoch. Das in Kapitel 3.2.4.1 beschriebene ELISA-Format diente als
Grundlage fir den angewandten Assay. Die Beschichtung der Mikrotiterplatte mit rec.
Cystatin A erfolgte in den Kavititen A1-B12 mit 5 pg/ml. und mit rec. Cystatin B in den
Kavititen C1-D12. Kulturiiberstinde, die Antikérper enthielten, wurden in 1:5
Verdinnungen, gereinigte mAK in 1:50 und der Cystatin A-Kontrollantikorper,
WR23/2/3/3, 1:500 verdinnt -eingesetzt. Die nachfolgenden Schritte wurden
entsprechend den unter 3.2.4.1 genannten Bedingungen durchgefthrt. In der Abbildung
4.1.5-1 sind die nach 30 min erreichten Absorptionswerte fir jeden einzelnen Antikérper

dargestellt.
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Abb. 4.1.5-1: Indirekter ELISA zur Ermittlung mdéglicher Kreuzreaktivititen der anti-CSTB-AK
gegentiber Cystatin A. Absorptionswerte nach 30 min Substratumsatz (ABTS-Substrat)

In einem Vorscreening wurde die Reaktion der Hybridom-Kulturiberstinde mit CSTA
untersucht, da dieser Schritt fir die weitere AntikOrperselektion notwendig war. Alle
sechs anti-CSTB-mAK zeigten im ELISA keine signifikante Reaktion mit rekombinantem
Cystatin A. Die fur Cystatin A-gemessenen Absorptionswerte in den Assays waren =< 0,05
und lagen im Grundrauschen des Assays. Eine Reaktion der Antikérper mit Cystatin A ist
damit unter Immunoassay-Bedingungen auszuschlieBen. Fir den Nachweis moglicher
Kreuzreaktionen im Immunoblot wurden, wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben, je 500 ng
Cystatin A und B elektrophoretisch getrennt und auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Die Blotmembran wurde zunichst mit den zu untersuchenden Antikérpern in
1:20  Verdunnungen inkubiert und anschlieBend mit einem HRP-markierten
Sekundirantikérper. Die Bildung von Antigen-Antikérperkomplexen wurde mit Hilfe der
NBT-Farb-Entwicklung detektiert. Alle 6 anti-Cystatin B-Antikérper zeigen im
Immunoblot keine Reaktion mit Cystatin A. Der Kontrollantikbrper anti-CSTA

WR23/2/3/3 konnte Cystatin A nachweisen.

A) B)

4
L™ B

1 2805} 4. 5. 6. 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Abb. 4.1.5-2: Immunoblot von CSTB und CSTA fir die Ermittlung moglicher Kreuzreaktionen.
A) rec. Cystatin B entwickelt mit anti-CSTB 1. I-4G, 2. I-4H 3.) 1-2B, 4. 11-12D, 5. 1I-1H, 6. 1I-
5A B) rec. Cystatin A entwickelt mit anti-CSTB 1. I-4G, 2. I-4H 3. 1-2B, 4. 1I-12D, 5. 1I-1H, 6.
II-5A und 7. mit anti-CSTA WR23/2/3/3.
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4.1.6 SENSITIVITATSVERGLEICH DER ANTI-CSTB-MAK IM IMMUNOBLOT UND

IM ELISA

Mit Hilfe des Immunoblots sollte ermittelt werden, bis zu welcher Antikorper-

Verdinnung die anti-Cystatin-mAK Cystatin B nachweisen kénnen. Dazu wurden 500 ng

rec. CSTB tiber die gesamte Gelbreite aufgetragen und unter reduzierenden Bedingungen

in der SDS-PAGE getrennt und elektrophoretisch auf eine Nitrocellulosemembran

tbertragen. Die Antikérper wurden in verschiedenen Konzentrationen mit der

Blotmembran inkubiert. Der gebildet Antigen-Antikérper-Komplexs wurde mit Hilfe der

NBT- oder der ECL-Reaktion sichtbar gemacht.

. _
10 kD
0,2 0,1 0,05 0,01 0,2 0,1 0,05 0,02
(ug/mL) a)l__ (ug/ml)
15kDa
ol —
11 kDa. . . !
10 2 1 0,1 10 1 05 0.1
(ng/mL) c) (ng/mL)

0,1 005 0,02
(ug/mL)

0 2 1
e)  (ug/mlL)

b)

d)

f)

Abb. 4.1.6-1: CSTB-Immunoblot. Bestimmung der Sensitivitit der anti-CSTB-mAK im
Immunoblot. Konzentrationen der anti-CSTB-mAK 2) 1-2B: 0,2-0,01 pg/ml., b) I-4G: 0,2-
0,02 pg/mlL ¢) II-1H: 10-0,1 pg/ml d) II-5A: 10-0,1 pg/ml e) I-4H: 0,1-0,01 pg/mL

f) 11-12D: 10-1 pg/mL

Alle  AntikGrper  reagierten

im Immunoblot in einer Konzentration von

1 ng/mlL, die Antikérper anti-CSTB I-2B und anti-CSTB I-4H konnten CSTB noch in

einer Konzentration von 10 pg/mL nachweisen.
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Ein Sensitivititsvergleich der Antikérper erfolgte ebenfalls im indirekten ELISA. Eine
detaillierte Beschreibung des indirekten ELISA findet sich in Kap. 3.2.4.1 Pro Antikérper
wurden 12 Kavititen der ELISA-Platte fur den Vergleich genutzt und mit einer
Antikérper-Verdunnung von 10000 ng/ml. begonnen, die in zwolf 1:2 seriellen
Verdunnungsschritten bis zur Verdinnung von 0,05 ng/ml fortgefithrt wurde. Als

positives Signal wurden alle OD-Werte tber 0,3 gewertet.

Tab. 4.1.6-1: Indirekter ELISA. CSTB-Detektion (5 ng/mL) in Abhingigkeit von der mAK-
Konzentration

Anti-CSTB mAK I-2B I-4H I1-4G I1-12D II-1H II-5A

mAK-Konzentration (ng/mlL) | 10 10 400 20 20 1000

Der Vergleich der Antikérper im indirekten ELISA zeigt (Tab. 4.1.6-1), dass die
Antikérper eine unterschiedliche Sensitivitit im Nachweis von CSTB aufweisen. Die
Antikorper anti-CSTB I-2B und 1-4H erkennen CSTB im indirekten ELISA noch in einer
Konzentration von 10 ng/ml. II-12D und II-1H erkennen CSTB bis zu einer
Konzentration von 20 ng/mlL. Die Antikérper anti-CSTB 11-4G und II-5A haben eine
geringere Sensitivitit. Die Ergebnisse des Sensitivititsvergleichs der AntikGrper im
Immunoblot und im indirekten ELISA stimmen itberein. Antikérper, welche im
Immunoblot die grof3te Sensitivitit haben, zeigen diese auch im indirekten ELISA.

Eine Ausnahme ist der mAK anti-CSTB 1I-12D. Er zeigt im Immunoblot (Signal bis
1:1000) eine deutlich niedrigere Affinitit zu CSTB als im indirekten ELISA (Signal bis
1:1x10%).

4.1.7 EPITOPE-MAPPING
Die umfassende Charakterisierung monoklonaler Antikérper sollte die Epitopkartierung

einschlieBen. Diese Forderung gehért zu den von den internationalen Gesellschaften fiir
Immunologie inzwischen genannten Voraussetzungen fir die Zertifizierung von
monoklonalen Antikérpern.

Mit Hilfe der Epitopkartierung wurde der Sequenz-Bereich ermittelt, in dem die
monoklonalen anti-CSTB-Antikérper die Primarstruktur von Cystatin B erkennen (Abb.
4.1.7-1). Dazu wurde von der Firma Jerini AG, Berlin, die Cystatin B-AS-Sequenz in

Form von einzelnen Peptid-Spots auf einer Zellulosemembran immobilisiert. Die gesamte
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Proteinsequenz wurde in Form von einzelnen 13mer-Peptiden synthetisiert, die sich in
benachbarten Spots mit einem Frameshift von je 3 AS C- und N-terminal unterscheiden.
Diese Peptide wurden kovalent tiber den C-Terminus an die Membran gekoppelt und
sind N-terminal mit einem Acetylrest als Schutzgruppe versehen. Fir jeden einzelnen
Antik6rper wurde durch Variationen der Inkubationszeiten die optimale Konzentration

ermittelt, mit welcher das Epitope Mapping durchgefiihrt werden konnte.
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Abb. 4.1.7-1: Epitope Mapping. Prinzip

Die CSTB-Mapping-Membran wurde zunichst mit dem mAK anti-CSTB I-2B iber
Nacht inkubiert und anschlieBend mit dem Sekundarantikérper anti-Maus IgGFc, fur
2 h. Auf dem ECL-Film wurde nach einer Belichtungszeit von 2,5 min die 11.
Teilsequenz von CSTB als Epitop identifiziert (Abb. 4.1.7-2). Der Antikérper anti-CSTB
I-4H und der Sekundirantikérper wurden auf der CSTB-Mapping-Membran co-inkubiert
und nach einer Belichtungszeit von 1 min wurde ebenfalls die 11. (Abb. 4.1.7-3).
Teilsequenz als Epitop detektiert. Antikérper anti-CSTB-1I-12D  erkannte bei der
Epitopkartierung nach 5 min Inkubation die Spots mit den CSTB-Teilsequenzen 16, 17,

27, 28 und 29 (Abb. 4.1.7-3).
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Abb. 4.1.7-2: Anti-CSTB-mAK I-2B. Epitopkartierung. Die Membran wurde mit dem
Antikérper (10 pg/mL) inkubiert. Der Nachweis der AntikGrperinteraktion mit dem Peptid-
Spot Nr. 11 erfolgte mit einem Sekundirantikorper

2. Reihe

Abb. 4.1.7-3: Anti-CSTB-mAK I-4H. Epitopkartierung. Die Membran wurde mit dem
Antikérper (5 pg/mL) inkubiert. Der Nachweis der Antikérper-Interaktion mit dem Peptid-Spot
Nr. 11 erfolgte durch eine Co-Inkubation mit einem Sekundirantikorper.

Abb. 4.1.7-4: Anti-CSTB-mAK II-12D. Epitopkartierung. Die Membran wurde mit dem
Antikérper (10 pg/mL) inkubiert. Der Nachweis der Antikérperinteraktion mit den Peptid-Spots
Nr. 16, 17, 27, 28 und 29 erfolgte mit einem Sekundirantikérper.

Die Epitopkartierung fir die mAK I-4G, II-1H und II-5A gelang trotz verschiedener

Variationen der Versuchsbedingungen nicht.
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CSTB-Mapping-Membran: Pepscan 13/10; 30 Peptide
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Peptid-Spot-Auswertung fiir die anti-CSTB-mAK I-2B und I-4H:

Spot 11:

ENKKFPVFKAVSF

Peptid-Spot-Auswertung fiir anti-CSTB-mAK II-12D:

Spot 16: QVV-AGTNYFIKVH

Spot 17:

AGTNYFIKVH-VGD

Spot 26: ENKPLT-LSNYQTN

Spot 27:
Spot 28:

PLT-LSNYQTN-KAK

-LSNYQTN-KAKHDE

» Epitop: EssNKKFPVFKAVSFE3

L Epitop: AwGTNYFIKVHsg

—> Epitop: Ls2SNYQTNss

Abb. 4.1.7-5: Aminosiure-Sequenzen der einzelnen Peptid-Spots der Cystatin B-Mapping-
Membran mit den durch die anti-CSTB-mAK I-2B, I-4H, II-12D erkannten Teilsequenzen
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Die Peptid-Spot-Auswertung fiir die Antikoérper 1-2B und I-4H ergab als detektiertes
Epitop die Aminosduresequenz B3 NKKFPVFKAVSF4; (Abb. 4.1.7-6).

Abb. 4.1.7-6: Cystatin B. 3-D-Struktur. Das von den Antikérpern anti-CSTB 1-2B

und I-4H detektierte Epitop E; NKKFPVFKAVSFE,;ist rot markiert.
Fir den Antikorper anti-CSTB I1-2D wurden nach der Peptid-Spot-Analyse die Epitope
ApGTNYFIKVHss und LsxSNYQTNss ermittelt. In der 3D-Struktur von Cystatin B
(Abbildung 4.1.7-7) wird erkennbar, dass beide Epitope in unterschiedlichen Bereichen

des Proteins liegen

Abb. 4.1.7-7: Cystatin B. 3D-Struktur. Die durch den Antikérper anti-CSTB 11-12D
detektierten Sequenzen A, GTNYFIKVH., und L;,SNYQTNj, sind blau markiert

4.1.8 REINHEITSKONTROLLE DER ANTI-CSTB-ANTIKORPER IN DER SDS-
PAGE

Fir die Gewinnung gréflerer Mengen an gereinigten Antikorpern wurden die einzelnen
Klone in der Tecnomouse kultiviert und die produzierten Kulturiiberstinde gesammelt.
Die in den Kulturiiberstinden enthaltenen Antikérper wurden mit Hilfe von Protein-G-
Sepharose affinitatsgereinigt (siche 3.2.3.1) und die eluierten AK-Fraktionen mit Hilfe der
SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen und anschlieBender Coomassie-
Farbung beurteilt. Es konnte gezeigt werden, dass die anti-CSTB-mAK in hoher Reinheit
vorlagen (siche Abb. 4.1.8-1). In den 7,5%-igen SDS-PAGE-Gelen war im wesentlichem
nur eine Hauptbande bei ca. 150 kDa zu sehen. Diese entspricht der Molmasse eines

kompletten Antikérpers. Banden unmittelbar unterhalb der 150 kDa-Bande enthalten
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vermutlich verschiedene Glykosylierungsformen der einzelnen Antikérper. Im

Immunoblot waren sie als Anikorper zu identifizieren (Daten nicht gezeigt).

| e

a b ¢ d e f g

Abb. 4.1.8-1: SDS-PAGE und Coomassie G250-Firbung des gereinigten Antikérpers anti-CSTB
I-4H. Spur a) Durchlauf der Protein-G-Siule. Spuren b-g) eluierte Fraktionen

4.1.9 BIOTINYLIERUNG DER MONOKLONALEN ANTI-CSTB-ANTIKORPER
Die Markierung der Antikérper mit Biotin war ein notwendiger Schritt fir den

beabsichtigten Einsatz der mAK in einem Sandwich-Assay. Dazu wurde mit allen
6 Antikorpern eine Biotinylierung durchgefiihrt. Eine abschlieBende Funktionskontrolle
im indirekten ELISA zeigte, dass eine erfolgreiche Biotinmarkierung ohne
Funktionsverlust nur bei den mAK anti-CSTB 1-2B, anti-CSTB I-4G und anti-CSTB 11I-
12D erfolgte.

4.1.10 IMMUNPRAZIPITATION—ISOLIERUNG VON CYSTATIN B AUS
BIOLOGISCHEN MATERIALIEN MIT HILFE DER GENERIERTEN
ANTIKORPER

Die Immunprizipitation wurde durchgefithrt um die spezifische Reaktion der generierten

Antikorper nachzuweisen. Mit Hilfe der unter 3.3.6. beschriebenen Technik sollten die
Antikérper eingesetzt werden, um natives CSTB aus Zelllysaten (Aufschluss mit
Lysispuffer 3.3.5.) oder Urin zu binden und anzureichern. Das isolierte Cystatin B sollte
nach der Immunoblot-Analyse durch Sequenzierung mit Hilfe der Massenspektrometrie
identifiziert werden, um so die Spezifitit der Antikérper zu bestitigen. Aus der Literatur
war bekannt, dass CSTB im Utrin in einer Konzentration von < 0,1 mg/L vorkommt
(Abrahamson ez al., 1986). Die Isolierung des Antikérper-CSTB-Komplexes erfolgte tiber
Protein-G-Sepharose-Beads. Der Immunkomplex aus nativem Cystatin B und Antikérper
wurde von den Sepharose-Beads durch Inkubation bei 95°C in SDS-PAGE-Probenpuffer

gelost. Die Trennung des Komplexes erfolgte unter reduzierenden Bedingungen in der
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SDS-PAGE. Die Analyse der Proben erfolgte im Immunoblot mit Hilfe der anti-CSTB-
AK, die nicht fir die Prazipitation eingesetzt worden waren. Die anti-CSTB Antikérper
detektierten eine Bande im Molmassenbereich von ca.13 kDa. Das Protein aus dieser

Bande wurde aus dem Gel isoliert und sequenziert (Abb. 4.1.10-1).

15 kDa -

AL

11kDa -| 1. 2l el

Abb. 4.1.10-1: Immunoblot des Immunprizipitats aus Urin. Cystatin B wurde mit dem
Antikorper anti-CSTB 1-2B prizipitiert. Der Nachweis CSTB, erfolgte mit den Antikérpern anti-
CSTB I-2B (2.), anti-CSTB I-4H (3.) und dem anti-Cystatin A-mAK WR23/2/3/3 (4.). Die
Kontrolle ohne primiren Antikérper wurde mit einem anti-Maus-IgG, Fcy-spezifisch, HRP-
markiert, durchgefithrt (1.).

Die Sequenzierung dieser Bande bestatigte, dass der Antikbper 1-2B in der Lage ist,
Cystatin B zu binden und der anti-CSTB I-4H-AK ebenfalls CSTB detektiert Abb. 4.1.10-
2 und Tab. 4.1.10-1).
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4= BioTools Version 3.0 Copyright © 19992003 Bruker Daltonik GmbH Page -1-

Abb. 4.1.10-2: MALDI—TOFF—Ubersichtsmassenspektrum des Urinprizipitats mit Antikérper
anti-CSTB I-2B
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Tab. 4.1.10-1: Massenspektrometrie-Analyse. Identifizierte CSTB-Peptidsequenzen

gemessene MM [Da] | Peptid kalkulierte MM [Da]
1123,544 AgpKHDELTYFog 1123,542
1326,713 S4sQVVAGTNYTFIKSs6 1326,705
1422,703 Vs; HVGDEDFVHLRgs 1422,712
2448214 Voo FQSLPHENKPLTLSNYQTNKso 2458,272
2588,091 M; MCGAPSATQPATAETQHIADQVR24 | 2588,154

Immunprizipitation mit HeLa-Zelllysaten

Aus Hela-Zelllysaten wurde durch Immunprizipitation ebenfalls Cystatin B isoliert.
Hela-Zellen sind Zellen einer Zervixkarzinomszelllinie. Von Cystatin B ist bekannt, dass
es hauptsichlich in Zellen epithelialen Ursprungs vorkommt. Die Immun-prizipitation
erfolgte mit anti-CSTB I-2B - der Nachweis des Proteins im Immunoblot mit anti-CSTB

I-4H.

— CSTB

Abb. 4.1.10-3: Immunprizipitat aus HelLa-Zellen mit
anti-CSTB I-2B. Immunoblot. Der Cystatin B-Nachweis
erfolgte mit dem Antikérper anti-CSTB I-4H.

Das Protein der in Abbildung 4.1.10-3 gekennzeichneten ca. 13 kDa-Bande konnte durch
Sequenzierung als Cystatin B bestitigt werden. In weiteren Versuchen (Abb. 4.1.10-4)
konnte gezeigt werden, dass die anti-CSTB-Antikérper anti-CSTB I-4H und anti-CSTB
I1-12D ebenfalls CSTB prazipitieren. Die Antikorper anti-CSTB 1-2B, 1-4H und II-12D
erkennen somit Cystatin B unter nativen Bedingungen und konnten deshalb fir die

Entwicklung eines Immunoassays genutzt werden.
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50 kDa
schwere Kette

und
25 kDa

—» leichte Kette des
razipitierenden mAK
ST i P

Abb. 4.1.10-4: Immunoblot des Immunprizipitats aus Hela-Zelllysaten mit den anti-CSTB-
AK II-12D und I-4H. Der Nachweis von Cystatin B erfolgte mit mAK anti-CSTB 1-2B.

4.1.11 BESTIMMUNG DER BINDUNGSKONSTANTEN FUR DIE MONOKLONALEN
ANTI-CSTB-ANTIKORPER MIT HILFE DER QCM-TECHNIK

Die Quarzmikrowaage kann u.a. zur Bestimmung der Bindungsparameter einer Liganden-
Rezeptor-Wechselwirkung eingesetzt werden. In den Versuchen wurde die QCM-
Apparatur der Arbeitsgruppe Dr. Rothe genutzt (Hopfner M, MLU, Dissertation 2005),
um die Antigen-Antikorperbindung zu charakterisieren, die Gleichgewichtsdissoziations-
konstanten Kp, die Geschwindigkeitskonstanten ks fiir die Assoziation und kpyss fir die
Dissoziation zu ermitteln. Die Bindung des anti-Cystatin B-mAK an Cystatin B wurde
tber die Frequenzabnahme durch die Massenzunahme an der Oberfliche des Sensors
detektiert. AnschlieBend wurde mit PBS gespiilt, was zu einer teilweisen Dissoziation des
Antikorpers vom Antigen fithrte. Diese Dissoziation konnte tber die Frequenzzunahme
(Massenabnahme an der Oberfliche des Sensors) verfolgt werden. Den Verlauf typischer

Sensogramme wird in Abb. 4.1.11-1 dargestellt.

10
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10 N\ rec. CSTB
- N
— ] \\ K rec. CSTB
I 20 \\ ASS natives CSTB
> 1 \\Q\ natives CSTB
% -30 *
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g— 60 | ﬁ[\ Diss
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-70 e
0] Puffer _ anti-CSTB 1-2B ™~ puftér
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Abb. 4.1.11-1: QCM-Sensogramme. Frequenzinderung bei der Bindung von mAK anti-CSTB I-

2B an immobilisiertes natives Cystatin B und an rekombinantes CSTB
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Mit den erhaltenen Kurvenverliufen konnten die Geschwindigkeitskonstanten k.4 fiir die
Assoziation und kpj; fur die Dissoziation bestimmt werden. Dafur wurde mit Hilfe der
nichtlinearen Regression (Origin 6.0) die folgende Formel an den Kurvenanteil fiir die

Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante angepasst.

AF = AFO x @ Kois (o)

Die Assoziationsgeschwindigkeitskonstante k.4, wurde mit folgender Formel durch

nichtlineare Regression bestimmt.

__kmx[A]+F
 k,, x[Al+k

max X (1_ e_[kAssX[A]"'lessX(t_tO))

Diss
Die Auswertung wurde nach Hengerer ¢z 2/, 1999 und Skladal 2003 durchgefiihrt.

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kp ergibt sich aus

k

__ "'Diss
Kp=—">

Ass

Die folgenden Tabellen (Tab. 4.1.11-1) geben die berechneten Kp-Werte fiir die einzelnen

Antikorper wieder.

Tab. 4.1.11-1: Geschwindigkeitskonstanten der anti-CSTB-mAK mit nativem und rec. Cystatin B

kDiss kAss KD
(105 1) (10* L x mol" x s1) (101" mol x L)
I-2B + rec. CSTB 4,0 0,1 44 %06 92 £ 14
I-2B + natives CSTB 20,5 + 10,3 151+ 6,7 14316,3
+
I1-12D + rec. CSTB 3.5+ 20 544020 7,90 £ 7,12
+
I1-12D + natives CSTB 145 £ 50 352+ 6.3 43 %22
II-5A + rec. CSTB 9,0 + 1,4 0,58 + 0,1 162 * 63,8

Die Daten (Tab. 4.1.11-1) zeigen, dass der mAK CSTB II-5A weniger affin bindet als
CSTB I1I-12D und CSTB I-2B, da seine Bindungskonstante mit 10 [mol/L] um zwei
Zehnerpotenzen hoher liegt. Beziiglich ihrer Bindung an rekombinantes und natives

Cystatin B unterscheiden sich die Antikérper auf der Grundlage der hier ermittelten
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Daten nicht. Die Bindungskonstanten der anti-CSTB-AK I-2B und II-12D zeigen, dass

beide Antikérper mit hoher Festigkeit an ihre Epitope im Protein binden.

4.2 SANDWICH-ELISA

Der Sandwich-ELISA ist das sensitivste Testsystem unter den quantitativen
Immunoassays. Fur die Etablierung des Sandwich-ELISA stand eine ausreichende Anzahl
von charakterisierten Antikérpern zur Verfiigung. Diese wurden fiir die Ermittlung von
Antikérperpaaren genutzt. Eine weitere Voraussetzung fir die Etablierung des Sandwich-
ELISA war Struktur von CSTB. Um in einem Sandwich-ELISA quantitativ erfassbar zu
sein, muss ein Analyt zwei Epitope besitzen, die strukturell so weit voneinander entfernt

sind, dass zwei Antikorper sich bei der Bindung nicht behindern.

4.2.1 SELEKTION VON ANTIKORPERPAAREN FUR EINEN CSTB-SANDWICH-
ELISA
Fir den Aufbau eines Sandwich-Assays ist es notwendig, Antikérper einzusetzen, welche

in Kombination — als Capture-Antikérper und als Detektor-Antikorper - einen effektiven
Nachweis des Analyten garantieren. Fur die Ermittlung geeigneter Antikérperpaare

wurden in Tabelle 4.2.1-1 genannten Antikérper-Kombinationen untersucht.

Tab. 4.2.1-1: Potentielle Antikorperpaare fir den Sandwich-ELISA

Capture-mAK: Detektor-mAK:
CSTB I-2B-Biotin CSTB I-4G-Biotin CSTB II-12D
-Biotin

CSTB I-2B —— CSTB I-4G-Biotin  CSTB II-12D-Biotin
CSTB I-4H CSTB I-2B-Biotin T— CSTB I11-12D-Biotin
CSTB 1-4G CSTB I-2B-Biotin ~ CSTB I-4G-Biotin  CSTB II-12D-Biotin
CSTB I-12D CSTB I-2B-Biotin ~ CSTB I-4G-Biotin —
CSTB II-1H CSTB I-2B-Biotin ~ CSTB I-4G-Biotin  CSTB II-12D-Biotin
CSTB II-5A CSTB I-2B-Biotin ~ CSTB I-4G-Biotin  CSTB I1-12D-Biotin

Die Antikérper anti-CSTB I1I-12D als Caprure-Antikérper und anti-CSTB I-2B  als

Detektor-Antikérper erwiesen sich als das effektivste Antikorper-Paar fir die Bindung

von Cystatin B (Abb. 4.2.1-1).
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2,5
Detektor-Antikérper: 5 ng/mL
5 W anti-CSTB I-2B Biotin-markiert
M anti-CSTB I-4G Biotin-markiert
= 15 4 W anti-CSTB 11-12D Biotin-markiert
3
a
o 1
0,5 -
0 —

anti-CSTB I-2B anti-CSTB 1-4H anti-CSTB I-4G  anti-CSTB 1I-12D  anti-CSTBII-1H  anti-CSTB 11 54

Capture-Antikorper: 100 ng/mL

Abb. 4.2.1-1: Selektion geeigneter Antikérperpaare fiir den Sandwich-ELISA. Erreichte
Absorptionswerte bei der Bestimmung von 1 ng/mlL Cystatin B. Capture-Antikérper
100 ng/mL (Beschichtungskonzentration), Detektor-Antikorper 5 ng/mlL.

Die Lokalisation der Epitope (Abb. 4.2.1-2) dieser beiden Antikérper im CSTB 3D-
Modell zeigt, dass sie nicht unmittelbar benachbart sind. Dadurch wird eine effektive

Bindung von CSTB erméglicht.

D

Abb. 4.2.1-2: 3D-Darstellung von Cystatin B im Kalottenmodell (A) und im Topologiediagramm
(B). Die Epitope von anti-CSTB II-12D sind blau und das von anti-CSTB I-2B rot dargestellt.

Nach der Selektion des Antikorperpaares wurden die optimalen Antikorper-
Konzentrationen fir die Cystatin B-Bestimmung ermittelt (Abb. 4.2.1-3 bis 4.2.1-6) Im
Sandwich-ELISA  wurden dazu unterschiedliche CSTB-Konzentrationen — mit
verschiedenen Konzentrationen von Capture-Antikérper und  Detektor-AntikSper

untersucht.
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B Leerwert

W 1ng/mLCSTB

= 0,1ng/mLCSTB

M 0,01 ng/mLCSTB

S pg/mL 2 pg/mL 1 pg/mL 0,2 pg/mL

Detektorantikorper anti-CSTB 1-2B

Abb. 4.2.1-3: Abhingigkeit der CSTB-Bestimmung (1; 0,1; 0,01 ng/mL) von den Konzen-trationen
des Detektor-Antikérpers anti-CSTB, I-2B, Biotin-markiert (Ausgangskonzentration 1 mg/mlL),
und des Capture-Antikérpers anti-CSTB I1-12D (5 pg/mL) in der Beschichtungslésung.

B Leerwert

B 1ng/mLCSTB

= 0,1ng/mLCSTB

m 0,01 ng/mLCSTB

S pg/mL 2 pg/mL 1pg/mL 0,2 pg/mL
Detektorantikorper anti-CSTB |1-2B
Abb. 4.2.1-4: Abhingigkeit der CSTB-Bestimmung (1; 0,1; 0,01 ng/mL) von den Konzen-
trationen des Detektor-Antikérpers anti-CSTB I-2B, Biotin-markiert (Ausgangskonzentration

1 mg/ml), und des Capture-Antikérpers anti-CSTB II-12D (2 pg/mL) in der
Beschichtungslosung.

N Leerwert

B 1ng/mLCSTB

M 0,1 ng/mLCSTB

0,01 ng/mLCSTB

S pg/mL 2 pg/mL 1pg/mL 0,2 pg/mL
Detektorantikorper anti-CSTB 1-2B

Abb. 4.2.1-5: Abhingigkeit der CSTB-Bestimmung (1; 0,1; 0,01 ng/mL) von den Konzen-
trationen des Detektor-Antikorpers anti-CSTB I-2B, Biotin-markiert (Ausgangskonzentration

1 mg/ml), und des Capture-Antikérpers anti-CSTB II-12D (1 pg/mL) in der
Beschichtungslésung.
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1,2
1
g 08 B Leerwert
: 0.6 ® 1ng/mLCSTB
S 04 0,1 ng/mLCSTB
0,2 T - 0,01 ng/mLCSTB

S pg/mL 2 pg/mL 1pg/mL 0,2 pg/mL
Detektorantikorper anti-CSTB 1-2B

Abb. 4.2.1-6: Abhingigkeit der CSTB-Bestimmung (1; 0,1; 0,01 ng/mL) von den Konzen-trationen
des Detektor-Antikérpers anti-CSTB I-2B, Biotin-markiert (Ausgangskonzentration 1 mg/mL),
und des Capture-Antikérpers anti-CSTB I1-12D (0,1 pg/mL)

Es konnte gezeigt werden, dass die Capture-Antikérper-Konzentration von 1 ug/mL
Beschichtungslésung und die Detektor-Antikorper-Konzentrationen von 1 bis 2 pg/mlL
optimal fiir die Cystatin B-Bestimmung im Bereich von 1 — 0,01 ng/mL sind (Abb.4.2.1-4
und Abb. 4.2.1-5). Mit diesen Antikorper-Konzentrationen erhilt man im Sandwich-
Assay fur die eingesetzten Cystatin B-Konzentrationen signifikante Unterschiede in den
Absorptionswerten. Bei einer CSTB-Konzentration von 1 ng/mlL wurden im Assay OD-
Werte von 2,1 £ 0,004 erhalten, gegeniiber OD-Werten von 0,7 * 0,004 bei einer CSTB-

Konzentration von 0,01 ng/mL.

4.2.2 AUSSCHLUSS VON UNSPEZIFISCHEN BINDUNGEN (STOREFFEKTEN) IM
SANDWICH-ELISA
Spezifitit und Sensitivitit des Sandwich-Assays kénnen durch Stérfaktoren, wie zum

Beispiel Matrixeffekte, unspezifische Bindungen und die Kreuzreaktion mit anderen
Proteinen, negativ beeinflusst werden. Mit dem unter 3.2.4.2.2 beschriebenen Aufbau
wurden unspezifische Bindungen der beteiligten Komponenten an die Mikrotiterplatte
bzw. an die beteiligten Komponenten schrittweise untersucht. Zunichst wurde eine
effiziente Blockierung ermittelt, welche die unspezifische Bindung reduziert. Als
optimales Blockreagenz erwies sich die Roche-Blocklosung mit 0,5% Tween®20 (Daten
nicht gezeigt). Alle fir die folgenden Schritte notwendigen Verdinnungen wurden
deshalb mit dieser Blocklosung vorgenommen. Probenverdiinnungen erfolgten ebenfalls

mit Blocklésung und dem Detergens Tween®20. Eine Zusammenfassung der Kontroll-

Sandwich-ELISA ist in der Abbildung 4.2.2-1 dargestellt.
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1. Capture-AK {Leerwert) HRP

2. (STB

3. Detekror-AK
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6. TMP

Abb. 4.2.2-1: Zusammenfassung der Kontroll-Sandwich-Assays mit den
Absorptionswerten und den Standardabweichungen

Alle Absorptionswerte wurden durch Mehrfachbestimmung (40-fach oder 90-fach)
erhalten und lagen in einem Bereich von = 0,126. Falsch positive Signale durch die im
Assay beteiligten Komponenten wurden so ausgeschlossen. Fir den Ausschluss von
Interaktionen der Antikérper mit Proteinen aus dem Plasma von Probanden wurden
Proben definierte Cystatin B—-Mengen zugefiigt und ihre Wiederfindungsrate bestimmt.
Die Probandenproben wurden 1:5 verdinnt und Cystatin B bis zu den folgenden
Endkonzentrationen zugeflgt: 1,6; 0,8; 0,4; 0,2 ng/ml. Die CSTB-Konzentrationen der
Proben wurden Uber eine Standardkurve bestimmt und die ermittelten
Wiederfindungsraten im  Assay betrugen im Rahmen des Fehler 100%.
Die Wiederfindungsraten sind der Tabelle 4.2.2-1 aufgelistet. Unspezifische Reaktionen

mit endogenen Bestandteilen des Plasmas konnten damit ausgeschlossen werden.

Tab. 4.2.2-1: Wiederfindungsraten fiir CSTB im Plasma

CSTB-Konz.: | Bestimmte CSTB-Konz. Wiederfindungsrate
[ng/mlL] [ng/mL] [7e]
200 195 212 975 + 10,6
400 425+ 7.1 1063+ 1,8
800 807 £ 7,1 101,0 £ 0,9
1600 1600 £ 141,0 1050 £ 1,9
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4.2.3 ERSTELLUNG DER CYSTATIN B-STANDARDKURVE
Die Quantifizierung der CSTB-Konzentrationen im Blutplasma erfolgte tber eine

Standardkurve. Fur die Beschichtung wurde der Capture-Antikérper anti-Cystatin B 11-
12D in einer Konzentration von 1 pg/mlL und fir die Detektion der Antikérper anti-
CSTB I-2B, Biotin-markiert, in einer Konzentration von 0,5 pg/mlL eingesetzt. Die
Ausgangskonzentration von Cystatin B war 50 ng/mlL. Sie wurde in 12 seriellen Schritten
verdunnt bis 25 pg/mL. Die Absorptionswerte wurden gegen die logarithmischen CSTB-
Konzentrationen aufgetragen. Das Ergebnis war immer eine Kurve mit einem

sigmoidalen Verlauf.

2,5 -
2 4
£,. | v=0533In(x)-2,595
S R?=0,997
w
<t
)
(@] 1
0,5 -
0

0,1 1 10
CSTB ng/mL

Abb. 4.2.3-1.: CSTB-Sandwich-ELISA. Cystatin B-Standardkurve. Halblogarithmische
Auftragung des linearen Teils der Standardkurve.

Im Bereich der CSTB-Konzentrationen von 0,11 ng/ml bis 8 ng/ml sind die
Konzentrationen und die Absorptionswerte linear korreliert (Abb. 4.2.3-1). Das
Bestimmbheitsmal3 mit einem Wert von R?=0,997 beweist den linearen Zusammenhang
zwischen optischer Dichte und CSTB-Konzentration. CSTB-Konzentrationen im Plasma
wurden mit der Punkt-zu-Punkt-Auswertung im linearen Teil der Standardkurve

bestimmt.

Nachweisgrenze des CSTB-Assays und Intra- und Interassayvarianz
Die Nachweisgrenze stellt die kleinste erfassbare Antigen-Konzentration dar, welche
signifikant vom Signal des Leerwertes abweicht. Der ermittelte Leerwert entspricht einer

Absorption von 0,13 * 0,038. Durch die Addition der doppelten Standardabweichung
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wurde eine Absorption von 0,2 ermittelt, welche einer CSTB-Nachweisgrenze von 200

pg/mL  entspricht. Fir die Ermittlung der Testprizision der CSTB-

Konzentrationsbestimmung wurden die Intra-Assay-Varianz und die Inter-Assay-Varianz
bestimmt. Die CSTB-Konzentrationsbestimmung erfolgte im Plasma von gesunden
Probanden. Pro Probandenplasma erfolgte eine achtfache CSTB-
Konzentrationsbestimmung in einer Serie fiir die Bestimmung der Intra-Assay-Varianz
(Tab. 4.3.2-1) und fir die Bestimmung der Inter-Assay-Varianz (Tab. 4.3.2-2) wurde eine
sechsfache CSTB-Bestimmung im Probandenplasma an 3 verschiedenen Tagen innerhalb

eines Monats durchgefiihrt.

Tab. 4.3.2-1: CSTB-Sandwich-ELISA. Intra-Assay-Vatianz [%]

Plasma CSTB [ng/ml] Sm[‘;g“/“rgil]’w' CV [%]
NS 1 5,8 0,19 3,1
NS 5 2,9 0,07 23
NS 15 14 0,03 23

Tab. 4.3.2-2: CSTB-Sandwich-ELISA. Inter-Assay-Varianz [%]

Standardabw.
Plasma | CSTB [ng/mL] [ng/mlL] CV [7]
NS 1 5,8 0,15 2.5
NS 5 2,9 0,23 7,9
NS 15 1,3 0,1 7,7

4.2.4 VERGLEICH DER CYSTATIN B-BESTIMMUNGEN ZWISCHEN SERUM UND
PLASMA

1:2 verdinnte Plasma- oder Serumproben (n=12) zeigen keinen signifikanten Unterschied
bei der Bestimmung der CSTB-Konzentrationen (Abb. 4.2.4-1). Fir die Untersuchungen
innerhalb einer im Rahmen dieser Arbeit durchgefilhrten Pilotstudie wurden
ausschlieBlich Plasmaproben verwendet. Das Plasma wurde spitestens 4 h nach Abnahme

der Blutprobe gewonnen und bis zur CSTB-Bestimmung bei -20°C gelagert.
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Abb. 4.2.4-1: CSTB-Sandwich-ELISA. Vergleich der CSTB-
Konzentrationen zwischen Plasma und Serum eines gesunden
Probanden.

4.2.5 CSTB-BESTIMMUNG IM PLASMA GESUNDER PROBANDEN UND IM PLASMA

VON PATIENTEN MIT EINEM HEPATOZELLULAREN KARZINOM
Im Rahmen einer Pilotstudie wurde die Cystatin B-Konzentration im Plasma von

Probanden mit Hilfe des etablierten Sandwich-Assays bestimmt. Die 77 Probanden waren
in zwei Gruppen eingeteilt - 45 freiwillige gesunde Spender in der ersten Gruppe und 32
HCC-Patienten in der zweiten Gruppe. Alle Bestimmungsansitze wurden 3 min nach
Substratzugabe abgestoppt und unmittelbar im Anschluss am Tecan-Platten-Reader
gemessen. Alle in den Tabellen 4.2.5-1 und 4.2.5-2 aufgefiihrten Cystatin B-Plasmawerte
sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung. Bei mehrfacher Bestimmung (bis 8-fach)
variierten die Messwerte derselben Probe innerhalb einer Mikrotiterplatte um weniger als
3,1% (Intra-Assay-Varianz). Bei der Bestimmung der CSTB-Konzentration in den
Plasmen gesunder Probanden (Tab. 4.2.5-1) lagen die CSTB-Werte zwischen 0 und 6,4
ng/mL - bei einem Median von 0,49 ng/mL Der arithmetische Mittelwert der CSTB-

Konzentrationen der Plasmen gesunder Probanden- war 0,9 ng/mL.

Tab. 4.2.5-1: CSTB. Plasma-Konzentrationen [ng/mL] mit Standardabweichungen von 45
gesunden Probanden

0,8+0 0,65+ 0,03]1,8+025 |]02+0 2+0,15 ]043+0,18]0,4+0.2
0,0 34+014 |0,13+0,02[0,79 0,03 [1,28+0,1 |0 0

0,15+ 0,06 12+0,09 [0,12+005[1+028 |0 1,95+ 0,07 | 1,96 £ 0,06
0 048 0,03 (30+05 |0,43+0,042,05+049]|0094+025]|0

0,54+ 0,08]025+0 |234+03 |64+08 |0 0,27 0,04 [ 3,7 £ 0,4
0510 |11£02 |0 0 07+02 |0 0,33 T 0,04
47+014 035+ 0,060
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Abb. 4.2.5-1: Haufigkeitsverteilung der CSTB-Konzentrationen in den

Plasmen gesunder Probanden.

Im Histogramm der Abbildung 4.2.5-1 ist die Hiufigkeit der einzelnen CSTB-

Plasmakonzentrationen (Tab. 4.2.5-1) dargestellt. 67% der 45 Probanden haben eine

CSTB-Konzentration im Plasma von 0 - 1 ng/mlL..

Tab. 4.2.5-2: CSTB. Plasma-Konzentrationen [ng/ml.] mit Standardabweichungen von 32

HCC-Patienten

0,68+ 01 0,2 25+0014 |67 +04 3+ 0,084 26,5+ 0,64
12+ 0,07 25+ 0,08 31+0,15 27+01 238+ 029 | 457063
234+084 |6+007 52+ 023 4+ 0,06 3,9 40,08 2,7+ 0,28
0 3.8+ 0,08 3.6+ 0,01 3,1+ 02 28 + 0,01 5,16 + 0,3
0 0 68+ 0.3 156+ 03 |42+ 0,01 349 + 0,16
32+ 0,06 247 * 0,36
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Abb. 4.2.5-2: Hiufigkeitsverteilung der CSTB-Konzentrationen in den
Plasmen von HCC-Patienten

Der Median fiir die CSTB-Plasmakonzentrationen der HCC-Patienten (Tab. 4.2.5-2) liegt
bei 3,9 ng/mL in einem Gesamtbereich von 0-26,5 ng/mlL. Der arithmetische Mittelwert
der  CSTB-Konzentrationen  betrigt 7,5 ng/ml. Die ecinzelnen CSTB-
Plasmakonzentrationen sind in Tab. 4.2.5-2 genannt. Das Histogramm in der Abb. 4.2.5-2
gibt einen Uberblick tiber die Hiufigkeitsverteilung der CSTB-Plasmakonzentrationen der

HCC-Patienten.

4.3 CSTB-POLYMERE UND CSTB-INTERAKTIONSPARTNER

4.3.1 IDENTIFIKATION MOGLICHER CSTB-BINDUNGSPARTNER MIT HILFE
DER PRE-TRANSFORMED HUMAN BRAIN MATCHMAKER CDNA LIBRARY
Fir die Identifizierung von CSTB-Interaktionspartnern wurden Versuche mit dem Yeast

two-Hybrid System durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten mit Hilfe einer Pre-

transformed human brain Matchmaker cDNA library.

Konstruktion des GALA-DN.A-BD/ CSTB-Plasmids

Die CSTB-cDNA wurde in die MCS des pAS2-1-Vektors an die Seite der GAL4-DNA-
BD kloniert. Die erfolgreiche Einschleusung der CSTB-DNA in das pAS2-1-Plasmid mit
der GAL4-DNA-BD wurde durch Kontrollrestriktion mit anschlieBender Sequenzierung
bestitigt. Der Vektor pAS2-1 wird in den PJ69-2a-Stamm, der die Reportergene HIS3,
ADE2, MELT enthilt, transformiert. Das gemeinsame Vorkommen beider Plasmide in

einzelnen Kolonien (doppelt transformierte Hefen) konnte nachgewiesen werden.
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Interaktionen zwischen Koéder und Beute-Proteine fanden aber nicht statt, da positiven

Kolonien im entsprechenden synthetische Minimalmedium nicht proliferierten.

4.3.2 NACHWEIS POTENTIELLER CSTB-KOMPLEXPARTNER Bzw. CSTB-
STRUKTUREN HOHERER ORDNUNG
Fir die Identifizierung potentieller Komplexpartner wurde die Zelllinie UTC 8505¢

eingesetzt, die aus einem hoch-aggressiven, anaplastischen Schilddriisenkarzinom
entwickelt wurde. Der Aufschluss der Zellen erfolgte unter Milieubedingungen, welche
dem intrazelluliren Redoxpotenzial entsprachen. Er wurde wie unter 3.3.5 beschrieben,
durchgefiihrt. Der gesamte Uberstand des Zellhomogenates wurde fiir die
Immunprizipitation verwendet (Kap. 3.3.6). Bei pH 5,0 konnten in Gegenwart von GSH
(5 mM) beide Antikorper, anti-CSTB 1-2B und anti-CSTB I-4H, kein CSTB prizipitieren
(Abb. 4.3.2-1). Die Prizipitation von Cystatin B gelang aber bei einer Konzentration von
5 mM GSH und pH 7,5 (Abb. 4.3.2-1). Analoge Befunde wurden mit der zytosolischen

Fraktion erhalten.

E 1. Lysat von UTC 8505 ¢, pH 5,0; mit 5 mM DTT
-_ ‘ 2. Lysat von UTC 8505 ¢, pH 5,0; mit 5 mM GSH
3. Lysat von UTC 8505 ¢, pH 7,5; mit 5 mM DTT

1.8 2e 3. 4. 4. Lysat von UTC 8505 ¢, pH 7,5; mit 5 mM GSH

Abb. 4.3.2-1: Immunoblot des Immunprizipitats mit dem mAK anti-CSTB I-2B aus dem Lysat
von UTC 8505¢ - entwickelt mit dem mAK anti-CSTB I-4H.

In einem Kontrollansatz mit Extraktionspuffer ohne Zellen wurde unter gleichen

Bedingungen (pH 5,0; 5 mM GSH) rekombinantes CSTB prazipitiert (Abb.4.3.2-2).

25 kDa 1. rec. CSTB, human, in Extraktionspuffer, pH 5,0; mit GSH (5 mM)

141Da 2. rec. CSTB, human, in Extraktionspuffer, pH 5,0; ohne GSH

e S

1. 2.

Abb. 4.3.2-2: Immunoblot des Immunprizipitats von rec. CSTB mit dem mAK anti-CSTB 1-2B,
entwickelt mit dem anti-CSTB I-4H.

Damit konnte ausgeschlossen werden, dass GSH die Bindungs- bzw.
Struktureigenschaften der Antikérper verindert. Es wurde aulerdem iberpriift, ob eine

Abhingigkeit der CSTB-Prizipitation vom pH-Wert oder von der GSH-Konzentration
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des Extraktionspuffers besteht. Fiir die Bestimmung der pH-Abhingigkeit (Abb. 4.3.2-3)
wurden Extraktionspuffer mit 5 mM GSH und pH-Werten von 5,0; 6,0; 7,0 und 8,0
eingesetzt. Die Zellen wurden mit Extraktionspuffer mit den genannten pH-Werten
aufgeschlossen und die Immunprizipitation mit dem AK anti-CSTB I-2B durchgefiihrt

und das Prizipitat im Immunoblot analysiert.

15kDa | » “ : - ‘ Y

11 kDa ! _'pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 8,0

Abb. 4.3.2-3: pH-Abhingigkeit der CSTB-Immunprazipitation (mit mAK anti-CSTB I-2B) in
Gegenwart von 5 mM GSH. Immunoblot entwickelt mit mAK anti-CSTB I-4H.

Es konnte gezeigt werden, dass freies CSTB in Gegenwart von 5 mM GSH erst bei einem
pH-Wert Gber 6,0 prazipitiert werden konnte. Die Untersuchung zur GSH-Abhingigkeit
der CSTB-Immunprizipitation erfolgte mit Extraktionspuffer bei einem pH-Wert von 5,0
und den folgenden GSH-Konzentrationen: 0 mM; 0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM; 3 mM und 5
mM (Abb. 4.3.2-4). Die CSTB-IP erfolgte mit anti-CSTB-1-2B. Die Zellen wurden mit

Extraktionspuffer der genannten GSH-Konzentrationen aufgeschlossen.

s

15 kDa

,‘lll' e :

11 kDa 0mM 01mM 05mM 1mM  3mM 5mM |

7

Abb. 4.3.2-4: GSH-Abhingigkeit der CSTB-IP (mit mAK anti-CSTB I-2B) bei pH 5,0.
Immunoblot entwickelt mit mAK anti-CSTB I-4H

Die Prizipitation von freiem CSTB gelingt bei einem pH-Wert von 5 nur bis zu einer
GSH-Konzentration von 1 mM GSH. Bei beiden Bestimmungen konnte freies CSTB in
den Post-IP-Uberstinden nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigte Befunde).

Durch die Gelpermeations-Chromatographie (SEC), beschrieben unter 3.4.8, wurde
versucht, mogliche CSTB-Komplexe mit anderen Proteinen aus dem Zellextrakt zu
isolieren und zu identifizieren. Die Kalibrierung der Siule erfolgte mit den Molmassen-
standards Dextranblau und Cytochrom c¢. Das ermittelte Ausschlussvolumen Vo
(Dextranblau) war 90 ml,, das Elutionsvolumen Vg fir Cytochrom ¢ war 222 ml.. 3 mL

des lysierten UTC 8505c-Zelliiberstandes wurden auf die Superdex 75-prep grade-Siule
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aufgetragen und chromatographiert. Anhand des Sdulenprofils (Abb. 4.3.2-5) wurden fir
9 Bereiche die Finzelfraktionen vereint. Die lyophilisierten Pool-Fraktionen wurden im

Immunoblot auf das Vorkommen von CSTB untersucht (Abb. 4.3.2-6)

J\Sta rt

/;

Abb. 4.3.2-5: SEC-Elutionsprofil bei 280 nm (Superdex 75, prep grade) von UTC 8505c-Lysat
bei pH 5,0 in Gegenwart von 5 mM GSH

170 kDa
130 kDa
95 kDa

72 kDa
55 kDa

43 kDa

34 kDa
26 kDa

15 kDa
11 kDa

Pool 2 3 3 4 5 6a

Abb. 4.3.2-6: Immunoblot der Pool-Fraktionen 2 - 6a der SEC (Abb. 4.3-5),
entwickelt mit mAK anti-CSTB I-4H

CSTB wurde in den Poolfraktionen 2 - 6a nachgewiesen, nicht aber in den Poolfraktionen
1, 6b, 7 und 8. Um eine eindeutigere Eingrenzung des CSTB-Vorkommens auf die
einzelnen Fraktionen eines Pools vornehmen zu konnen, wurden nach einer erneuten
SEC die lyophilisierten Fraktionen 23 - 67, die den o.g. genannten Pools entsprachen,
einzeln im Immunoblot auf das Vorhandensein von CSTB hin untersucht (Abb. 4.3.2-7).

In den Einzelfraktionen 26-28 mit Elutionsvolumina von 156, 162 und 168 ml. wurde
Cystatin B nachgewiesen. Die Fraktionen 29 und 30 waren frei von Cystatin B. Aber in
den Fraktionen 31 bis 43 konnte Cystatin B im Immunoblot erneut detektiert werden. In
der Fraktion 43, mit einem Vg von 258 ml, war CSTB nur noch schwach und in den

Fraktionen bis 67 nicht mehr nachweisbar.
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Abb. 4.3.2-7: Immunoblots der Fraktionen 23-49 der SEC entwickelt mit mAK
anti-CSTB I-4H

Fir den Nachweis moglicher Cystatin B-Komplexe in den Fraktionen 26, 27, 31 und 34
wurden diese Proben mit der nativen PAGE per Silberfirbung und Immunoblot
untersucht. Die SDS-PAGE (silbergefarbt) zeigte ein diffuses Bandenmuster (Abb. 4.3.2-
8). Im Immunoblot, welcher mit dem mAK ant-CSTB I-4H entwickelt wurde, erschien
ein CSTB-Signal in Form einer Doppelbande in den Fraktionen 26 und 27, wihrend die
Fraktionen 31 und 34 starke, diffuse CSTB-Signale zeigten. Auf Grund dieser diffusen
Immunoblots konnten CSTB, bzw. CSTB-Komplexen keine eindeutigen Banden im

Silbergel zugeordnet werden, Banden, die eine MS-Analyse ermoglicht hatten.

Abb. 4.3.2-8: Native PAGE. Silberfirbung und Immunoblot der Fraktionen 26, 27, 31 und 34 der

SEC - entwickelt mit dem mAK anti-CSTB I-4H
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Die Identifizierung von CSTB-Komplexen war mit Hilfe der nativen PAGE nicht
moglich und wurde deshalb nicht weiter verfolgt. Fir den Nachweis einer Interaktion
von CSTB mit den Cathepsinen L. oder B wurden die Fraktionen 23 - 40 auf das
Vorkommen von Cathepsin L und B im Immunoblot untersucht (Abb. 4.3.2-9). Die
Fraktionen 32 - 35 enthielten Cathepsin L als Proform, als Zweiketten- und als

Einketten-Enzym. Gleichzeitig kommt in diesen Fraktionen CSTB vor (Abb. 4.3.2-9).

72 kDa

55 kDa Pro-Cathepsin L.
43KDn e g— Einketten-Enzym
S kD w Zweiketten-Enzym
26 kDa l

15 kDa CSTB

kD 37 33 34 36 35 37 38 39 40

Abb. 4.3.2-9: Immunoblot der Fraktionen 32 - 40 der SEC - entwickelt mit den mAK anti-
CSTB I-4H und anti-human Cathepsin L 33/1.

Die Molmassen der Proteine Cystatin B und des Cathepsin L-Zweiketten-Enzyms
entsprechen nicht dem fiir sie zu erwartenden Elutionsvolumen und sind ein Hinweis auf
eine native Interaktion zwischen Cathepsin L und CSTB. Die Analyse der Fraktionen 23-
40 im Immunoblot beziiglich des Vorkommens von Cathepsin B zeigte, dass Cathepsin B
in den Fraktionen 25-40 nachweisbar ist (Abb. 4.3.2-10). Cystatin B kommt ebenfalls in
den Fraktionen 26-40 vor. Das Vorkommen von Cystatin B und Cathepsin B in den
Fraktionen 26 - 28 ist ein Hinweis auf eine native Interaktion der beiden Proteine.

43 kDa .—w
34 kDa '

26kDa | il T

15 kDa
11 kDa

Pro-Cathepsin B

- Einketten-Enzym
Zweiketten-Enzym
" ﬂd

2324 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 36 35 37 38 39 40

Abb. 4.3.2-10: Immunoblot der Fraktionen 23 - 40 der SEC - entwicklet mit dem anti-human
Cathepsin B-rmAK CB-59-4B11

Fir den Nachweis der Interaktion von Cystatin B mit den Cathepsinen L. und B wurde

die native Fokussierung der gelchromatographisch nach Molmasse getrennten Proben

durchgefithrt. AnschlieBend wurden die fokussierten Proben in der zweiten Dimension in

der SDS-PAGE getrennt und mit Hilfe des Immunoblots untersucht (Abb.4.3.2-11). Die

Auswertung dieses Immunoblots zeigte, dass die Cathepsine B und L und Cystatin B bei
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einem identischen IEP fokussiert wurden und deshalb unter nativen Bedingungen sehr

wahrscheinlich als Komplex vorlagen.

Abb. 4.3.2-11: Immunoblot der Pool-Fraktion 3 nach 2D-SDS-PAGE. a) Cathepsin B-Nachweis
mit anti-human-Cathepsin B-mAK CB 59-4B11 b) Cathepsin L-Nachweis mit dem anti-
Cathepsin L-mAK CPLH 33/1 c) Cathepsin L- und Cystatin B-Nachweise mit anti-Cathepsin L-
mAK CPLH 33/1 und anti-CSTB I-4H

Aus dem Kulturiiberstand von UTC 8505¢c-Zellen konnte durch Immunprizipitation ein

Komplex aus Procathepsin L. und CSTB isoliert werden (Abb. 4.3.2-12).

ProCath-L ! F

csTB ™

1 2

Abb. 4.3.2-12: Immunoblot. Nachweis von Procathepsin L und Cystatin B nach
Immunprizipitation aus Zellkulturiiberstand von UTC 8505C-Zellen mit einem polyklonalen
anti-human Cathepsin L-AK. 1. Procathepsin L-Nachweis mit dem mAK CPLH 33/1 und
Cystatin B-Nachweis mit dem mAK I-4H. 2. Konjugat-Kontrolle: Anti-Maus-IgG, Fcy-
spezifisch, HRP-markiert

4.4 NACHWEIS VON CSTB IN ETABLIERTEN KARZINOM-ZELLLINIEN

Die Immunzytochemischen Untersuchungen dienten zunidchst der weiteren
Charakterisierung der Antikérper. Die zytochemischen Firbungen der Zellen UTC 8505¢
wurden, wie in Kapitel 3.2.2.5 beschrieben, durchgeftihrt. Die Zellen wurden mit 4%
Paraformaldehyd fixiert und mit 0,5% Triton X-100 permeabilisiert. Die Zelllinie stammt

von einem undifferenzierten Schilddriisenkarzinom und hat ein hohes malignes Potential.
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-a)-b)-C)

Abb. 4.4-1: PFA-fixierte UTC 8505C-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258,
b) immunzytochemischer Nachweis von CSTB durch den mAK I-2B und anti-Maus-IgG (H+L)-
Alexa-488-AK, c) Overlay von a) und b)

- a) -b) )

Abb. 4.4-2: PFA-fixierte UTC 8505C-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258
b) immunzytochemischer Nachweis von CSTB durch mAK I-4H und anti-Maus-IgG (H+L)-
Alexa-488 AK, c¢) Overlay von a) und b

-a) -b) 0)

Abb. 4.4-3: PFA-fixierte UTC 8505C-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258
b) immunzytochemischer Nachweis von CSTB mit mAK I-4G und anti-Maus-IgG (H+L)-Alexa-
488 c) Overlay von a) und b

Abb. 4.4-4: PFA-fixierte UT'C 8505C-Zellen, Konjugatkontrolle, Overlay der Kernlokalisation
durch Hoechst 33258 und der Negativkontrolle (pAK anti-Maus-IgG-Alexa-488).
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Von den eingesetzten anti-CSTB-Antikérpern, die unterschiedliche Epitope detektieren,
firben alle vergleichbare Strukturen an (Abb. 4.4-1 bis Abb. 4.4-3). Die Kontrolle mit
dem sekundiren Antikérper zeigt keine Signale in den untersuchten Zellen (Abb. 4.4-4).
Die Antikérper weisen CSTB im Kern und im zytoplasmatischen Raum nach. Es sind
zytoskelettartige (Telefonscheiben) Strukturen in den Zellen zu erkennen. Fir den
Nachweis, dass diese Strukturen mit dem Malignititsgrad der Zelllinien korrelieren,
wurden mit dem mAK anti-CSTB I-4H weitere Untersuchung an den Zelllinien FT'C-133
(Abb. 4.4-5) und B-CPAP (Abb. 4.4-6) durchgefihrt. Es konnten dhnliche Strukturen

auch in diesen weniger malignen Zelllinien nachgewiesen werden.

-a)-b) .C)

Abb. 4.4-5: PFA-fixierte FT'C-133-Zellen, Kernlokalisation durch Hoechst 33258 und immun-
zytochemischer Nachweis von CSTB mit mAK anti-CSTB I-4H und anti-Maus-IgG (H+L)-
Alexa-488 AK, c) Overlay von a) und b.

- a)- b)- <)

Abb. 4.4-6: PFA-fixierte B-CPAP-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258 b) immun-
zytochemischer Nachweis von CSTB mit mAK anti-CSTB I-4H und anti-Maus-IgG (H+L)-
Alexa-488 AK, c) Overlay von a) und b.

Co-Lokalisation von Cystatin B und Cathepsin L

In Untersuchungen zur Co-Lokalisation von Cystatin B und Cathepsin L wurden UTC
8505¢-Zellen mit den mAK anti-CSTB I-4H und pAK-anti-Cathepsin L gefirbt (Abb.
4.4-7 und (Abb. 4.4-8). Beide Proteine wurden im Kern der Zellen nachgewiesen und
zeigten eine deutliche Uberlagerung der Fluoreszenz-Signale, was eine identische

Lokalisation der beiden Proteine beweist.
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C

c) d)

Abb. 4.4.-7: PFA-fixierte UTC 8505C-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258,
b) immunzytochemischer Nachweis von CSTB durch mAK I-4G und pAK anti-Maus-
IgG (H+L)-Alexa-488, ¢) immunzytochemischer Nachweis von Cathepsin L durch die
AK anti-Cathepsin L (BioAss) und anti-rabbit-IgG (H+L)-Cy3, d) Ovetlay von a), b), c)

a) b)

) d)

Abb. 4.4.-8: PFA-fixierte UTC 8505C-Zellen, a) Kernlokalisation durch Hoechst 33258,
b) immunzytochemischer Nachweis von CSTB durch mAK I-4G und pAK anti-Maus-
IgG (H+L)-Alexa-488, c¢) immunzytochemischer Nachweis von Cathepsin L. durch die
AK anti-Cathepsin L. (BioAss) und anti-rabbit-IgG (H+L)-Cy3, d) Overlay von a), b), c)

79



Ergebnisse

Subzellulire Lokalisation von CSTB

Mit Hilfe des Organellenmarkers Lysotracker” wurde die Lokalisation von Cystatin B in

Zellen untersucht. Die BHK-Zellen wurden fiir eine Stunde mit Lysotracker” green 5 uM

inkubiert.

a) b) ©)
Abb. 4.4.-9: PFA-fixierte BHK-Zellen, a) immunzytochemischer Nachweis von CSTB mit mAK
I-2B und anti-Maus-IgG Cy3, b) immunzytochemischer Nachweis der Lysosomen mit Hilfe des

Lysotracker” green, ¢) Overlay von a) und b)

Es konnten eindeutig Lysosomen mit Hilfe des Lysotracker® in den BHK-Zellen

identifiziert

werden. CSTB wurde ebenfalls an den Lysosomen vom mAK I-2B nachgewiesen, was

durch Co-Lokalisation von beiden Strukturen bestitigt werden konnte (Abb. 4.4.-9).
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5 DISKUSSION

CSTB ist ein ubiqutir im humanen Organismus vorkommendes Protein, welches zur
Gruppe der Cysteinprotease-Inhibitoren der Typ 1-Cystatine gehért. Es hemmt in vitro
verschiedene lysosomale Proteasen, zum Beispiel die Cathepsine L, B, S und H, die durch
eine feste, aber reversible Bindung blockiert werden (Barret, 1986; Rawlings & Barret,
1990). Im CSTB-Gen sind 10 Mutationen bekannt, die die Ursache fir die progressive
Myoklonus-Epilepsie vom Typ Unverricht-Lundborg (EPM1) sind. Die hiaufigste
Mutation ist die Vervielfaltigung (n>30) eines Dodecamers in der Promotorregion des
CSTB-Gens. Diese Krankheit zihlt auf Grund ihrer Symptome und des Verlustes der
intellektuellen Leistungsfihigkeit zu den neurodegenerativen Erkrankungen (Pennacchio
et al., 1998).

CSTB ist 7n vitro gut charakterisiert. Seine physiologischen Funktionen in der Zelle sind
aber nach wie vor nicht geklart. I» vitro hemmt die Bindung von CSTB an die Cystein-
Cathepsine B, H, L und S die Aktivitit dieser Cathepsine. Dies war die Grundlage fur
vermutete Funktion von CSTB als endogener Proteaseinhibitor. Die von CSTB
gehemmten lysosomalen Proteasen spielen ein wichtige Rolle beim intrazelluliren Protein
turnover in den Lysosomen, bei der Prozessierung und Aktivierung von Proteasen, beim
Antigen-Prozessing fiir die Antigen-Prisentation, bei der Apoptose (Turk e a/, 2000) und
bei der Ausprigung typischer Merkmale maligner Tumoren — wie Invasion und
Metastasierung. Eine Stérung des physiologischen Gleichgewichtes in der Regulation der
proteolytischen Aktivitit der Proteasen fihrt zu einer Reithe von Erkrankungen (Joyce e7
al., 2004). Die gestérte Homeostase zwischen den endogen Inhibitoren und den Cystein-
Cathepsinen hat u.a. auch eine Bedeutung fir die Manifestation der Malignitit und damit
fur die Prognose einer Krebserkrankung. Diese Proteine werden deshalb auch als
Biomarker fir die Tumorprogression und als prognostische Faktoren fir die Beurteilung
des Verlaufs von Tumorerkrankungen diskutiert, Lah ez a/., 2008.

Im Rahmen eines EU-Projektes (,,Cystatin B in Epilepsy* QLRT-31450), das zur Klirung
der molekularen Ursachen der EPM1 beitragen sollte, mussten zunichst hoch-spezifische
Antikérper gegen CSTB generiert werden. Generierung und Charakterisierung dieser
Antikérper und ihr Einsatz fiir weiterfiihrende Fragestellungen sind Inhalt dieser Arbeit.
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5.1 CHARAKTERISIERUNG DER MONOKLONALEN ANTI-CSTB-MAK

Die spezifischen monoklonalen anti-CSTB-Antikérper wurden nach dem klassischen
Hybridomaverfahren (Kéhler & Milstein) gewonnen, das in Teilaspekten modifiziert
worden war. Das fir die Immunisierung bendtigte native humane Antigen wurde in
hochreiner Form von Herrn Prof. Dr. A. Rinne (Tromsoe, Norwegen) zur Verfugung
gestellt. Die Reinheitskontrolle des Proteins erfolgte mit Hilfe der SDS-PAGE mit
anschlieBender  Silberfarbung. Das  CSTB-Priparat  zeigte keine  sichtbaren
Verunreinigungen und konnte fiir die Immunisierung von 3 Balb/c-Miusen genutzt
werden. Beim Screening von ca. 4000 Hybridom-Kulturiiberstinden wurden 6 Klone
identifiziert, welche den fiir diese Arbeit gestellten Anforderungen entsprachen. Selektion
und Charakterisierung der spezifischen Antikérper erfolgten unter verschiedenen
Kriterien und waren ein wesentlicher Teil dieser Arbeit. Es wurden solche Klone
ausgewahlt, deren Antikérper bei der Detektion von rekombinantem und nativem CSTB
sehr sensitiv waren. Zunichst erfolgte die Kontrolle der Kreuzreaktion der Antikérper
gegeniiber dem in der Primirstruktur zu 54% identischen Cystatin A. Die Hybridome von
kreuzraktionsfreien mAK (Abb. 4.1.5-1, Abb. 4.1.5-2) wurden im Bioreaktor
(Tecnomouse) kultiviert, um sie in groBBeren Mengen fiir die Aufreinigung zur Verfigung
zu haben. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Epitopkartierung mit Hilfe einer 13-mer
CSTB-Peptid-Membran  durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dass die Antikorper
unterschiedliche Sequenzbereiche im CSTB erkennen. Die Antikérper anti-CSTB 1-2B
und anti-CSTB I-4H reagierten mit der Aminosduresequenz E3i1-Fias und der Antikérper
I1-12D mit A49-Hss und Lg2-Nss. Keine Reaktion mit der Mapping-Membran zeigten die
Antikérper anti-CSTB-mAK 1-4G, II-1H und II-5, was darauf hinweist, dass sie
wahrscheinlich Konformations-Epitope erkennen. Konformations-Epitope entstehen
durch die dreidimensionale Faltung des Proteins. Es kommen Aminosiuresequenzen in
raumliche Nachbarschaft, welche in der Primirstruktur deutlich entfernt von einander
liegen. Bei der Immunisierung der Mause wird das Antigen (CSTB) nicht vollstindig
denaturiert. Die konservierten Proteinstrukturen erméglichen damit u.a. die Aktivierung

von B-Lymphozyten, die Antikérper gegen Konformations-Epitope bilden.
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Ein weiterer Grund daftr, dass die Antikorper anti-CSTB-mAK I-4G, II-1H und II-5
nicht mit der Mapping-Membran reagieren ist, dass im Gegensatz zum Immunoblot, bei
dem das gesamte Protein fir die Binding mit den Antikérpern zur Verfiigung steht, die
Ausbildung der nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen Paratop und Epitop bei
der Peptid-Membran mit den 13mer-Peptiden limitiert ist.

In Abbildung 5.1-1 wird deutlich, wie begrenzt die Anzahl méglicher kreuzreaktionsfreier
Epitope im CSTB gegeniiber CSTA ist. Der Antikérper II-12D erkannte auf der
Mapping-Membran zwei CSTB-Epitope, welche in der Primirstruktur nicht benachbart
sind. Abbildung 4.1.7-7 zeigt, dass durch die Faltung des CSTB-Proteins diese beiden
Epitope raumlich getrennt vorliegen. Die CSTB-Sequenz AsGTNYFIKVHss zeigt eine
80%-ige Identitit zur CSTA-Sequenz A4GTNYYIKVRss und kénnte eine Kreuzreaktion
ermoglichen. Dieser Antikorper reagiert aber weder im Immunoblot noch im ELISA mit

Cystatin A (Abb. 4.1.5-1, Abb. 4.1.5-2).

10 20 30 40 50
Cystatin A  H,N-MIPGGLSEAK PATPEIQEIV DKVKPQLEEK TNETYGKLEA VQYKTQVVAG
Cystatin B H,N-MMCGAPSATQ PATAETQHIA DQVRSQLEEK ENKKFPVFKA VSFKSQVVI

anti-CSTB I-2B'anti-CSTB I-4H

60 70 80 90
Cystatin A  TNYYIKVRAG DNKYMHLKVF KSLPGQNEDIL VLTGYQVDKN KDDELTGEF-OOH
cystatin B [ EBvG DEDFVHLRVF QSLPHENKPL TSNJENKA KHDELTYF-OOH
— —

—~—

anti-CSTB II-12D

Abb. 5.1-1: CSTB-Epitope der anti-CSTB mAK I1-2B, I-4H und II-12D. Vergleich mit den
korrespondierenden Sequenzen im CSTA. Identisch besetzte Positionen in den Sequenzen
beider Proteine sind rot markiert. Modifiziert nach Swiss-prot. Nt. P04080 und P01040-1

Der Einsatz der Antikérper bei der Immunprizipitation zeigte, dass die Antikorper 1-2B,
I-4H und II-12D natives CSTB binden und anreichern kénnen. Die Sequenzierung der
prizipitierten ca. 12 kDa Proteinbande (Abb. 4.1.10-1, Abb. 4.1.10-3) bestitigte, dass die
Antikorper spezifisch mit CSTB reagieren. In der Abbildung 5.1.-3 sind CSTB-Peptide in
der CSTB-Sequenz farbig markiert, welche durch Sequenzierung bestitigt wurden - 86%

der gesamten Aminosiuresequenz.
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H,N-MMCGAPSATQ PATAETQOHIA DQVRSQLEEK ENKKFPVFKA VSFKSQVVAG TNYFIKVHVG

DEDFVHLRVF QOSLPHENKPL TLSNYQTNKA KHDELTYF-COOH

Abb. 5.1-3: Massenspektrometrie. Aminosauresequenz von CSTB, das mit dem Antikérper anti-
CSTB I-2B aus Hel.a-Zellen prazipitiert wurde. Farbig unterstrichen sind die CSTB-Sequenzen,
welche durch Sequenzierung bestitigt wurden.

Mit Hilfte der Quarg crystal microbalance-Technik (QCM), die eine Online-Detektion des
Bindungsablaufs zwischen zwei Partnern ermdglicht, wurde an Piezoimmunosensoren die
Charakterisierung der Antigen-Antikérper-Bindung vorgenommen. CSTB wurde an die
aktivierte Goldelektrode gebunden und mit dem zu untersuchenden Antikérper umsptlt.
Die erhaltenen Bindungskonstanten in der GroBenordnung von
1 x 108 bis 1 x 1019 mol x L1 bestatigen die affine Bindung der Antikorper an CSTB.
Es konnte kein Unterschied in ihrem Bindungsverhalten zwischen nativem und
rekombinantem CSTB festgestellt werden. Deutlich wird, dass der Antikérper anti-CSTB
II-5A (Kp 1,6 x 10 mol x L-1) weniger affin als die Antikérper anti-CSTB 1-2B und 1I-
12D an CSTB bindet. Eine mogliche Ursache dafir ist, dass das Epitop fur den
Antikorper  anti-CSTB  II-5A°  im  Protein  schlecht zuganglich ist.  Seine
Dissoziationskonstante - und damit die Festigkeit der Bindungen - gleicht der der anderen
Antikorper. Diese Ergebnisse zeigen, dass mit der QCM-Technik die kinetische
Bestimmung von Bindungskonstanten moglich ist und sie Aussagen iber das Erkennen
von Bindungsstrukturen und die Festigkeit der Bindung — hier zwischen Antigen und
Antikorper- gemacht werden konnen. Die piezoelektrischen Immunosensoren sind eine
Alternative zu der ELISA-Methode, da der zeitliche Aufwand deutlich geringer ist und

kinetische Daten fiir die Berechnung herangezogen werden konnen.

5.2 CHARAKTERISTIKA DES CSTB-SANDWICH-ELISA

Zunichst wurden alle 6 Antikérper mit EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin markiert.
Der Vorteil dieses Biotinesters ist, dass er durch seinen Spacerarm mit einer Linge von
30,5 A eine mégliche sterische Behinderung bei der Bindung von Streptavidin-HRP-
Molekiilen reduziert (Prerce). Die Biotinmarkierung war bei den anti-CSTB-mAK I-2B, I-
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4G und II-12D erfolgreich. Sie resultierte bei den Antikérpern I-4H, 11-4A und II-1H in
cinem Verlust der Affinitit zu CSTB. Sie zeigten keine Reaktion mit CSTB im direkten
ELISA. Eine mogliche Ursache fiir diesen Verlust ist die Bindung des Biotinesters an
Aminogruppen im Bereich der CDR-Regionen der Antikérper. Diese Antikérper konnten
deshalb nicht als Detektor-Antikérper genutzt werden. Bei der Ermittlung des optimalen
Antik6rperpaares wurden als Capture-Antikorper anti-CSTB 1I-12D und als Detektor-
Antikérper anti-CSTB 1-2B  bestimmt, da beide in Kombination den sensitivsten
Nachweis von CSTB erméglichten (Abbildung 4.2.1-1).

Die Epitopkartierung fiir diese beiden Antikorper bestitigte die Grundlage fir die
beobachtete effektive Reaktion der Antikérper mit dem Protein, welche fiir den sensitiven
Nachweis von CSTB erforderlich ist. Mit Hilfe des Computerprogramms PyMOL wurden
die CSTB-Epitope, mit denen die Antikorper reagieren, im 3D- Komplex von CSTB und
Papain gekennzeichnet (Abb. 5.2-1).

Abb. 5.2-1: 3D-Modell des Komplexes aus CSTB (blau) und Papain (gelb) (Stubbs ez a/, 1990).
Epitope der Antikérper anti-CSTB I-2B (magenta) und anti-CSTB II-12D (griin) im CSTB. Diese
Antikérper werden im Sandwich-ELISA als Catcher- bzw. Detektor-Antikorper eingesetzt.

Liegt CSTB gebunden an einen Komplexpartner nach dem von Stubbs e al, 1990
beschriebenen Modell vor, konnen beide Antikérper nicht nur freies, sondern auch
gebundenes CSTB, z.B. im Plasma, erkennen und binden (Abb. 5.2-1).

Die Gleichgewichtsdissoziationskonstanten fiir die im Sandwich-ELISA verwendeten
Antikorper liegen im Bereich von 1,43 x 109 mol/L und 4,3 x 10 19 mol/L und
bestitigen die feste Bindung an CSTB. Der entwickelte Sandwich-ELISA erreicht mit
Hilfe der etablierten CSTB-Standardkutven ein Defection Limit von 200 pg/ml. Er ist
damit um den Faktor drei sensitiver bei der Konzentrationsbestimmung von CSTB als
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der bisher zu Verfiigung stehende ELISA (Strojan ef a/., 2000). Die Literaturangaben fiir
das Detection Limit dieses ELISA diffetrieren zwischen 0,6 ng/mL und 1 ng/mL (Wetle e
al., 2006; Strojan ez al., 2000). Mit dem in dieser Arbeit erstellten ELISA kann die CSTB-
Konzentration sowohl in Plasma als auch in Serum erfolgen. Es konnte kein Unterschied
bei den CSTB-Bestimmungen zwischen diesen beiden Probenmaterialien festgestellt
werden (Abb. 5.2.4-1). Mit einer Wiederfindungsrate von 97-106% und einer Intra-Assay-
Varianz von maximal 3,1% und einer Inter-Assay-Varianz von maximal 7,9% ist dieser
Assay auch wesentlich besser charakterisiert.

Die Etablierung des Sandwich-ELISA  und die  Charakterisierung  seiner
Leistungsparameter waren Grundlage fur die Bestimmung der CSTB-Konzentrationen im

Plasma von HCC-Patienten im Rahmen einer Pilostudie.

5.2.1 BESTIMMUNG DER CSTB-KONZENTRATIONEN IM PLASMA VON HCC-
PATIENTEN - ORIENTIERENDE STUDIE
Das hepatozellulire Karzinom ist weltweit das funft-hdufigste Karzinom mit

ca. 1 Millionen Todesfillen pro Jahr (Okudaet et @/, 2000). Es entwickelt sich meist auf
der Grundlage einer Leberzirrthose oder einer chronischen Hepatitis C. Erfolgt die
Diagnose des Karzinoms bei einer GréBe von weniger als 3 cm, konnen Patienten
vollstindig geheilt werden. Lee ez al, 2008 zeigten in einer cDNA-Microarray-Analyse bei
einem Vergleich der Genexpression zwischen HCC-Tumorgewebe und gesundem
Lebergewebe, dass von 248 untersuchten Genen 149 hauptsichlich im Tumorgewebe
exprimiert werden. Zu den 20 Genen, deren Expression im Tumorgewebe am stirksten
erh6ht war, gehort CSTB. Der histologische Vergleich von gesundem Gewebe und
Tumorgewebe zeigte eine deutlich erhéhte CSTB-Expression im Tumorgewebe. Mit
einem CSTB-ELISA wurden die CSTB-Serumkonzentrationen von gesunden Probanden
und Patienten mit einem HCC in unterschiedlichen Stadien verglichen (Lee ez al., 2008).
Die CSTB-Konzentrationen waren bei den HCC-Patienten signifikant erhcht.

Mit dem in dieser Arbeit etablierten HCC-Assay sollte eine primire Abschitzung
beziiglich der Verwendbarkeit des Testes fiur die HCC-Diagnostik bzw. Leberdiagnostik

erfolgen.
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Mit Hilfe des Sandwich-ELISA wurde die Bestimmung der CSTB-Konzentration im
Plasma von 45 gesunden Probanden und 32 HCC-Patienten durchgefiihrt. Die
ermittelten Daten zu den CSTB-Konzentrationen (Tab. 4.2.5.-1 und Tab. 4.2.5.-2) im
Plasma bestitigen die von Lee und Mitarbeitern (2008) erhobenen Befunde. Es wurde ein
signifikanter (p= 0,000003) Unterschied zwischen den CSTB-Plasma-Konzentrationen
der gesunden Kontrollgruppe und der HCC-Patienten nachgewiesen. In Abbildung 5.2.1.-
1 sind die ermittelten CSTB-Konzentrationen in einem Boxplot zusammengefasst
dargestellt. Fir die gesunden Probanden liegt der Median der CSTB-Plasma-
Konzentrationen bei 0,49 ng/ml. und ist damit niedriger als der von Lee ef al, 2008
publizierte Median von 3,3 ng/ml. Der Median, welcher von der Gruppe um Lee
ermittelt wurde, setzt sich aus den CSTB-Plasma-Konzentrationen von zwei Gruppen
(gesunde Probanden und Patienten mit nicht zirrhotischer, chronischer Hepatitis)
zusammen. Diese Gruppen zeigten beztglich der CSTB-Konzentrationen keinen
signifikanten Unterschied (p= 0,8325) und lagen in einem Bereich von 0,8 - 23,4 ng/mlL.
Die Gruppe um Kos ¢# al,, 2000 publizierte einen Median von 1,7 ng/mL bei 95 gesunden
Probanden mit CSTB-Konzentrationen in einem Bereich von 0,6 - 58 ng/mlL. Auf Grund
der niedrigeren Nachweisgrenze des hier etablierten Sandwich-ELISA flieBen niedrigere
CSTB-Konzentrationen mit in die Berechnung ein. Alter und Geschlecht der Probanden

korrelieren nicht mit der CSTB-Konzentration im Blut (Kos ¢# /., 2000).
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Abb. 5.2.1-1: Boxplot der CSTB-Plasmakonzentrationen von gesunden Probanden (D) und
HCC-Patienten (C). Die CSTB-Konzentrationen wurden mit dem Sandwich-ELISA ermittelt.
Die Boxen umfassen die mittleren 50% aller bestimmten CSTB-Konzentrationen. Der
waagerechte Strich innerhalb einer Box entspricht dem Median - die kleineren Rechtecke zeigen
die Mittelwerte fur D = 0,9 ng/mL und C= 7,7 ng/mlL. Die Whiskers geben die Bereiche der
Ubrigen CSTB-Konzentrationen an.

Der Median der CSTB-Plasma-Konzentrationen der hier untersuchten 32 HCC-Patienten
lag bei 3,9 ng/ml., im Bereich von 0-28 ng/mlL. 10,8 ng/mL (1,6 - 142,5) CSTB im
Serum ist der von Lee ez al, 2008 angegebene Median. Neben der bereits erwahnten
niedrigeren Nachweisgrenze des Sandwich-ELISA konnten bei den einzelnen Patienten
auch  verschiedene  Tumorstadien (z.B. TumorgroBle, Metastasierung) und
Tumoreigenschaften zu einer unterschiedlich hohen CSTB-Konzentration im Blut
fihren. Lee fand, dass bei HCC-Patienten mit einer groflen inoperablen Tumormasse
oder bei metastasierten Tumoren mit vaskulirer Invasion eine erhéhte CSTB-Expression
im Tumorgewebe und eine signifikant hohere CSTB-Konzentration im Serum
nachzuweisen waren.

Im Vergleich mit gesundem Lungengewebe zeigten Untersuchungen zur CSTB-
Konzentration im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom ebenfalls eine erhéhte CSTB-

Expression im Tumorgewebe. Untersuchungen zur prognostischen Relevanz von
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Cystatin A und B deuten darauthin, dass hohe Konzentrationen von CSTB und CSTA im
Tumorgewebe die proteolytische Aktivitit der Cystein-Cathepsine unterdriicken und zu
einer verbesserten Prognose fir den Patienten fithren. Die Typ 1-Cystatine werden
deshalb beim Bronchialkarzinom als mégliche Tumorsuppressoren betrachtet (Wetle e al.,
2000).

Andererseits wird diskutiert, dass die Cystatine durch ihre verstirkte Expression die an
der Apoptose beteiligten Cathepsine in der Zelle blockieren, die Apoptose der maligne
transformierten Zellen damit verhindern und so zu einer erhéhten Aggressivitit des
Tumors beitragen (Kuopio et al., 1998). Diese Befunde spiegeln die unterschiedlichen
Funktionen der Cystatine als potentielle Tumorsupressoren und Tumorpromotoren in der
Tumorbiologie wieder. Die Gruppe um Yang ¢ al.,, 2010, zeigte, dass CSTB eine Rolle bei
der Rezeptor-vermittelten Apoptose spielt. CSTB soll als endogener Inhibitor der
TRAIL-induzierten Apoptose in Melanomzellen agieren. Es schiitzt diese Zellen vor der
Apoptose durch die Stabilisierung von FLIP1 (FLICE-inhibierendes Protein) und
verhindert so dessen Abbau durch die E3-Ligase Itch.

Nach Untersuchungen von Kos und Mitarbeitern an 345 Seren von Darmkrebs-Patienten
korreliert die CSTB-Konzentration mit den Dukes-Stadien. Im Stadium A wurde eine
Median der CSTB-Konzentrationen von 0,8 ng/ml ermittelt, im Stadium D ein Median
von 1,7 ng/mL (Kos ez al., 2000).

Die die Rahmen dieser Arbeit untersuchten Plasmen stammten ausschliefllich von
Patienten, deren Tumorstadium sich aullerhalb der MILAN-Kriterien befanden
(Mazzaferro et al., 1996). Sie hatten alle ein hepatozellulires Karzinom, welches gréfer als
3 cm und deshalb mit einer schlechten Prognose verbunden war. Der Median der CSTB-
Konzentrationen dieser Gruppe lag um den Faktor sieben héher als der Median der
gesunden Probanden. Dies entspricht den von Kos et al., 2000 erthobenen Befunden, bei
denen ein hoher Gehalt an CSTA, CSTB und CSTC in Korperflissigkeiten mit einer
schlechten Prognose fiir Krebspatienten (kolorektalen Karzinomen) korreliert war.
Unsere Befunde beziiglich der Plasmakonzentrationen von CSTB bestitigen die
potenzielle Rolle von CSTB als Serummarker fir das hepatozellulire Karzinom und sind
damit ein weiterer Hinweis darauf, dass CSTB als Biomarker fiir verschiedene Karzinome

eine Rolle spielen konnte. Bei der Suche nach neuen Biomarkern fiir Blasenkrebs wurde
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CSTB jetzt als potenzieller Urin- und Gewebe-Marker ermittelt. Die CSTB-
Konzentration im Urin, welche mit Hilfe des semiquantitativen Western Blots ermittelt
wurde, entspricht dem TCC-Grad (Transitional cell carcinoma). Im Vergleich zu anderen
klinischen Markern zeigt CSTB eine hohere Signifikanz fiir das Auftreten eines Rezidivs
und fir den Progress der Erkrankung. Zusammenfassend kann beim Blasenkrebs gesagt
werden, dass die CSTB-Expression im Blasenepithel und die CSTB-Konzentration im
Urin positiv mit dem Tumorgrad korrelieren (Feldman e# @/, 2009). Der in dieser Arbeit
etablierte Sandwich-ELISA kann ebenfalls fiir die Bestimmung der CSTB-Konzentration
im Urin eingesetzt werden. Die Isolierung von CSTB aus Urin konnte erfolgreich mit den
generierten Antikorper durchgefiihrt werden (Abb. 4.1.10-1) und das isolierte Protein
wurde durch Sequenzierung als CSTB bestatigt.

Dieser Sandwich-ELISA eignet sich auf der Basis der mit ihm bisher erzielten Ergebnisse
tir die Entwicklung eines Iz vitro-Diagnostikums, fiir dessen Etablierung allerdings noch
weitere Charakterisierungen erforderlich sind. So sollte seine Robustheit der Methode,
z.B. gegeniiber Temperaturenschwankungen, pH-Wert-Anderungen, etc. validiert werden.
Die Bestimmung der diagnostischen Sensitivitit, welche die Wahrscheinlichkeit eines
richtig positiven Tests bei einer tatsichlich vorliegenden Erkrankung angibt, muss
ebenfalls nocherfolgen. Desweitern miussen die gesetzlichen Anforderungen fir die

Entwicklung eines In vitro-Diagnostikums erfillt werden (Raem und Rauch 2007).

5.3 CSTB-POLYMERE UND CSTB-INTERAKTIONSPARTNER

Fir die Identifizierung potenzieller CSTB-Interaktionspartner wurden Versuche mit dem
Yeast two-Hybrid System durchgefiihrt. Die Untersuchungen erfolgten mit einer Pre-
transformed human brain MATCHMAKER ¢DNA library. Es konnten mit diesem System
keine Interaktionen nachgewiesen werden. Di Giaimo e7 a/., 2002 hat mit Hilfe einer Adult
rat cerebellumr cDNA  library im Yeast two-Hybrid System als Interaktionspartner das
Neurofilament /Zgh#-Polypeptid, den Proteinkinase C-Rezeptor (RACK-1) und B-Spectrin
identifiziert. Diese Befunde konnten nicht bestitigt werden, ebenso wie sie von der
Gruppe von Kopitar-Jerala beziiglich der Interaktion von CSTB mit RACK-1 nicht

bestitigt werden konnten (Kopitar-Jerala ez al, 2005).
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Interessanterweise wurden in den Versuchen von Di Giaimo ¢# 4/, 2002, aber auch keine
Interaktionen mit den Cathepsinen nachgewiesen, obwohl die cDNA der Cathepsine in
der Bibliothek vorhanden war.

In der vorliegenden  Arbeit wurde  versucht, durch ein  schonendes
Zellaufschlussverfahren, CSTB-Interaktionspartner durch Immunprizipitation und SEC
zu identifizieren. Fir den Zellaufschluss wurde ein Extraktionspuffer gewihlt, welcher die
Aktivitit der Cathepsine erhalt (Foghsgraad ez a/, 2001, Johansson ez al., 2003). Er enthielt
DTT (Dithiothreitol), das aber bei verschiedenen Versuchsansitzen gegen das
physiologische Reduktionsmittel GSH (reduziertes Glutathion) ausgetauscht wurde. Es
sollte iiberprift werden, ob die Verwendung dieser beiden Redoxmitteln bei der Zelllyse
und der anschlieBenden Immunprizipitation zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihrt.
Im Gegensatz zu DTT kommt GSH /» wivo in Konzentrationen bis zu 12 mM in
Sdugerzellen vor (Dringen ez al., 2000). Die Funktionen von GSH in Zellen sind vielfaltig.
Hauptsachlich fungiert es als Redoxpartner und Antioxidans und sorgt u.a. dafiir, dass die
Sulthydrylgruppen von Proteinen, z.B. die der Cystein-Cathepsine und von CSTB, im
reduzierten Zustand vorliegen. GSH ist an der Aufrechterhaltung der nativen
Konformation von Proteinen in der Zelle beteiligt. Im Wesentlichen ist es fir die
Aufrechterhaltung des intrazelluliren Redoxstatus verantwortlich. Ein Vergleich der
Redoxpotenziale beider Verbindungen zeigt, dass DTT (E"'= -0,33 V) im Vergleich zu
GSH (E"'= -0,1 V) ein niedrigeres Potenzial besitzt.

In einer Konzentration von 5 mM hat DTT keinen Einfluss auf das Interaktions-
/Polymetisationsverhalten von CSTB (Abb. 4.3.2-1). Dagegen wurde in Gegenwart von
5 mM GSH bei der Immunprizipitation bei pH 5,0 kein CSTB vom Antikérper
gebunden und konnte im Immunoblot CSTB nicht nachgewiesen werden (Abb. 4.3.2-1).

Da in den Post-IP-Uberstinden ebenfalls kein CSTB gefunden wurde und der
Kontrollansatz (Abb. 4.3.3-2) ohne Zellen zeigte, dass unter gleichen Bedingungen (5 mM
GSH; pH 5,0) freies CSTB prizipitiert werden kann, ist anzunehmen, dass CSTB mit
zelluliren Proteinen in Gegenwart von GSH interagiert. Wichtig ist, dass durch den

Kontrollansatz eine Konformationsinderung von CSTB, welche der Antikérper nicht
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erkennt, ausgeschlossen wurde und eine Verinderung der Bindungs- bzw.
Struktureigenschaften des Antikérpers in Gegenwart von 5 mM GSH offensichtlich nicht
erfolgt. Die Unterschiede bei den CSTB-Prizipitation sind damit auf die Verwendung der
unterschiedlichen Redoxmittel DTT und GSH beim Zellaufschluss zurtickzufihren. Die
zelluliren Proteine bleiben vermutlich unter GSH wihrend der Zelllyse in der nativen
Konformation. Eine mogliche Interaktion von CSTB mit zelluliren Proteinen bleibt so
erhalten.

In weiteren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die CSTB-Immunprizipitation
cine pH- und eine GSH-Konzentrations-Abhingigkeit zeigt. (Abb. 4.3.3-3, 4.3.3-4).
Hoéhere GSH-Konzentrationen als 1 mM und pH-Werte von kleiner als 6,0 schaffen
Bedingungen, unter denen kein freies CSTB nachweisbar ist und begiinstigen
offensichtlich die Bindung von CSTB an mogliche Komplexpartner oder eine
Polymerisierung von CSTB.

Die Gegenwart von Glutathion bedeutet fir CSTB, dass seine Thiolgruppe im
reduzierten Zustand vorliegt und so die ak#ive Form des Proteins auch wihrend der
Zelllyse  erhalten  bleibt. Aus diesem Grund wurde in Gegenwart von
5 mM GSH eine GroB3enausschlusschromatographie (SCE) durchgefiihrt, um mogliche
CSTB-Komplexe und CSTB-Polymere im nativem Zustand unter schonenden und
strukturerhaltenden Bedingungen nach den Molmassen zu trennen. Bei der Immunoblot-
Analyse der einzelnen durch SEC getrennten Fraktionen (Abb. 4.3.2-7) wurden
ca. 13 kDa groB3e CSTB-Banden in Elutionsbereichen detektiert, welche nicht den V. der
einfachen Molmasse von ca. 13 kDa des Proteins entsprachen. Auflerdem wurden
Proteinbanden im Bereich von ca. 26 kDa, 38 kDa und 52 kDa vom anti-CSTB mAK I-
2B detektiert. Diese Proteinbanden konnten CSTB-Polymeren entsprechen, welche in
Gegenwart von 5 mM GSH zwischen pH 3 und pH 6,0 7 vivo vorkommen.

Der in dieser Arbeit verwendete Begriff CSTB-Polymere umfasst sowohl CSTB-
Homopolymere als auch die CSTB-Heteropolymere mit anderen Proteinen.

Das CSTB i vitro amyloide Fibrillen durch Domain swapping bilden kann, ist bekannt
(Zerovnik et al., 2002). Ausgangsstrukturen fur diese Fibrillen sind durch Domain swapping
gebildete CSTB-Dimere, welche sich zu CSTB-Tetrameren zusammenlagern (Morgan e7

al., 2008). In vivo soll das Wachstum von CSTB-Polymeren durch eine Addition von
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CSTB-Monomeren erfolgen und sich so von der 7 vitro-Polymerisierung unterscheiden.
Die in der vorliegenden Arbeit im Immunoblot detektierten Banden, die vermutlich
Polymeren entsprechen (Abb. 4.3.2.-7 und 4.3.2.-8) und in Gegenwart von 5 mM GSH
auftraten, konnen sich nur durch Monomer-Addition gebildet haben, da die CSTB-
Banden in einer Hohe von ca. 13 kDa und 38 kDa durch den mAK anti-CSTB I-2B
nachgewiesen wurden. Diese detektierten CSTB-Polymere sind resistent gegen SDS-
Denaturierung und gegen eine 5 mM GSH-Behandlung. Die Stabilitit der
in vivo auftretenden CSTB-Polymere gegen die SDS-Denaturierung wurde ebenfalls von
Coppillini  beobachtet. Sie stellten weiterhin fest, dass durch ene 8 M
Harnstoffbehandlung keine Denaturierung der Polymere erfolgt. Sensitiv zeigten sich die
Polymere gegentiber einer DTT-Behandlung und die Polymerstabilitit wies ebenfalls eine
Abhingigkeit von hohen GSH-Konzentrationen (20 mM) auf (Copillini ef a/., 2008).

In den in dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen zur CSTB-Aggregation wurde in

Gegenwart von 5 mM DTT keine CSTB-Polymerbildung beobachtet

5.3.1 INTERAKTION MIT CYSTEIN-CATHEPSINEN
Die in der SEC nach Molmasse getrennten Fraktionen, welche atypisch CSTB enthielten,

wurden auch im Immunoblot auf das Vorhandensein der Cathepsine L. und B iiberprift.
Es konnte gezeigt werden, dass die Cathepsine B und L in den Fraktionen vorkamen, in
denen auch CSTB nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.3-10 und Abb. 4.3-11). Dies ist
ein Hinweis auf eine Interaktion von CSTB mit den beiden Proteasen in komplexen
Zellhomogenaten, eine Interaktion, die bisher nur 7z vitro nachgewiesen werden konnte.
Die Identifizierung der nativen Komplexe aus CSTB und den Cathepsinen L oder B
wurde mit Hilfe der nativen Fokussierung der gelchromatographisch nach Molmasse
getrennten Proben durchgefuhrt. Es konnten Komplexe aus CSTB und Cathepsin L und
Cathepsin B (Abb. 4.3-8) nachgewiesen werden, die offensichtlich 7z vivo existieren CSTB
Ubernimmt auflerhalb der Lysosomen eine Chaperon-Funktion und verhindert so den
Verlust der Aktivitit der Cathepsine und macht sie innerhalb der Zelle fir andere
Funktionen verfiigbar.

Untersuchungen von Lehtinen zeigten, dass oxidativer Stress in Neuronen zu einer

héheren Expression von CSTB fithrt. Es wird eine Schutzfunktion von CSTB vor
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oxidativem Stress in cerebellaren Granula-Neuronen diskutiert. CSTB knock-out-Mause
wiesen apoptotisch werdende cerebellare Granula-Neuronen auf, wenn sie oxidativem
Stress ausgesetzt wurden (Lehtinen ez 4/, 2009).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmalig die Interaktion von CSTB mit Procathepsin L
im Kulturiberstand von UTC 8505C-Zellen durch  Co-Immunprizipitation
nachgewiesen. In der Literatur wird die Interaktion zwischen CSTB und den reifen
Cathepsinen diskutiert, eine Interaktion mit einem Pro-Cathepsin wurde bisher nicht
beschrieben. Im extrazelluliren Raum beschrinkt sich damit die Funktion wahrscheinlich
nicht nur auf die Funktion als Inhibitor. CSTB wirtkt auch hier u.U. als

funktionserhaltendes Chaperon.

5.4 ZYTOCHEMISCHER NACHWEIS VON CSTB
Durch  zytochemischen  Untersuchungen  konnte an  der  anaplastischen

Schilddriisenkarzinomzelllinie UTC 8505C gezeigt werden, dass alle CSTB-Antikérper
zytoskelettartige Strukturen anfirbten. Diese Strukturen zeigen eine geordnete Verteilung
von CSTB im Zytosol dieser Zelllinie.

Die CSTB-Expression wurde an weiteren Schilddriisenkarzinomzelllinien geprift und es
zeigte sich, dass diese Zytoskelettstrukturen nicht mit der Herkunft der Zelllinie und
damit vom Malignititsgrad der den Zellinien zu Grunde liegenden Karzinome in
Verbindung gebracht werden kann.

Zytoskelettstrukturen konnten sowohl auf die Bildung von CSTB-Homopolymeren als
auch auf die Bildung von Heteropolymeren mit Zytoskelettproteinen zurtickzufithren sein
(D1 Giaimo e al., 2002; Cipollini ez al., 2008).

Die Interaktion von CSTB mit Cathepsin L im zytoplasmatischen Raum konnte durch die
Co-Lokalisation von CSTB und Cathepsin L. nachgewiesen werden (Abb. 4.4.-6, Abb.
4.4.-7). Sie bestitigte so die mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung gezeigten
Interaktionen mit Cathepsin L.

Eine Co-Lokalisation von Cathepsin L. und CSTB konnte auch im Zellkern nachgewiesen
werden. Dieser Befund weist auf bisher nicht bekannte Funktionen von CSTB in der
Zelle hin und konnte die Grundlage fir weitere Untersuchungen zur direkten oder

indirekten Beteiligung von CSTB an der Apoptose sein. Die Gruppe um Ceru konnte
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2010 diese Co-Lokalisation bestatigen. Sie fand, dass CSTB mit Histonen und Cathepsin
L im Zellkern interagiert und so zur Regulation des Zellzyklus wihrend der S-Phase
betragt. CSTB tbernimmt dabei die Regulation der Aktivitit von Cathepsin L. und ist
damit Protektor fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren, die vor ihrem proteolytischen

Abbau geschiitzt werden (Ceru ez al., 2010).
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Cystatin B ist ein endogener Proteinaseinhibitor der Typ 1-Cystatine. Bekannt ist, dass
CSTB verschiedene Cysteinproteinasen der Papainfamilie durch eine nicht-kovalente,
reversible Bindung 7z vitro hemmt. Mutationen im CSTB-Gen sind verantwortlich fiir die
progressive myoklonische Epilepsie (EPM1) und fiihren zu einer verringerten Expression
von Cystatin B. Die Merkmale dieser Erkrankung ordnen die EPM1 den neuro-
degenerativen Erkrankungen zu. Das Protein CSTB ist gut charakterisiert, seine direkte
oder indirekte Beteiligung an physiologischen Prozessen ist aber weitgehend unbekannt
(Joensuu e al., 2008) In der Literatur werden z.B. unterschiedliche Funktionen in der
Tumorbiologie diskutiert, Funktionen die wesentlich fir die Ausprigung der
Charakteristika maligner Tumoren sind, die sich aber nicht nur auf seine Rolle als

Inhibitor zu beschranken scheinen.

Fir  weiterfilhrende Untersuchungen zur Funktionsaufklirung von CSTB auf
Proteinebene wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 6 hochspezifische
monoklonale Antikérper gegen CSTB generiert. Diese wurde nach einer modifizierten

Variante der Methode von Milstein und Kohler entwickelt.

Im ersten Teil wurden die monoklonalen Antikérper gegen CSTB charakterisiert.
Wesentlich dabei war, dass die Antikorper kreuzreaktionsfrei gegentiber Cystatin A sein
mussten. Cystatin B hat zu Cystatin A eine 54%-ige AS-Identitit und eine 80%-ige AS-
Homologie. Aus diesem Grund war das Screening von ca. 4000 Klonen notwendig. Die
spezifische Reaktion der Antikérper mit CSTB wurde u.a. durch die Identifizierung ihrer
Epitope im CSTB bestitigt. Es konnten fir 3 anti-CSTB-mAK I1-2B, I-4H und
I1-12D die Epitope gefunden werden. Fur die Antikorper anti-CSTB-mAK 1-4G, 1I-1H
und II-5 konnten mit dem 13mer Peptid-Spot-Blot keine Epitope bestimmt werden.

Moéglicherweise erkennen sie Konformationsepitope.

Die Bestimmung der Bindungskonstanten von ausgewiahlten Antikérpern mit Hilfe der
Quarzmikrowaage bestitigte die affine Bindung der Antikorper an CSTB. Dabei zeigte
sich, dass die QCM-Technik eine Methode darstellt, die sich gut zur Untersuchung von

Wechselwirkungen zwischen Antigenen und Antikérpern eignet.
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Im zweiten Teil der Arbeit wurde mit Hilfe der gereinigten AntikGrper ein quantitativer
Sandwich-ELISA entwickelt, welcher fir die Bestimmung von CSTB im Plasma von
Karzinom-Patienten genutzt werden soll. Dafir war es notwendig, AntikOrperpaare zu
ermitteln, die eine sensitive Bestimmung von CSTB ermdéglichen. Die Antikorper 11-12D
als Capture-Antikorper und der I-2B als Detektor-Antikorper erwiesen sich als das
effektivste Antikérper-Paar fir die Bindung von CSTB.
Die Standardkurve ermdglichte im linearen Teil einen Nachweis von CSTB im Plasma
von 0,11 ng/mL bis 8 ng/mlL. CSTB.

Als Nachweis fiir die Eignung des entwickelten Sandwich-ELISA zur CSTB-Bestimmung
im Plasma wurde eine Pilotstudie mit 45 Plasmaproben von gesunden Probanden und 32
Proben von HCC-Patienten durchgefihrt. Es wurde ein signifikanter (p= 0,000003)
Unterschied zwischen den CSTB-Plasmakonzentrationen von gesunden und HCC-
Probanden gefunden. Der Median der CSTB-Konzentrationen der gesunden Probanden
liegt bei 0,49 ng/mL und der der HCC-Patienten bei 3,9 ng/ml..

Der in dieser Arbeit etablierte Sandwich-ELISA ist sensitiver im Nachweis von CSTB
als der in der Literatur beschriebene ELISA. Die niedrigere CSTB-Nachweisgrenze
ermoglicht die Ermittlung von bisher nicht bestimmbaren CSTB-Konzentrationen.

Der etablierte Sandwich-ELISA ist fur die Bestimmung der CSTB-Konzentrationen bei
HCC-Patienten geeignet. Fur die Zulassung des Sandwich-ELISA als In vitro-
Diagnostikum miissen aber weitere Studien durchgefiihrt werden. In dieser Arbeit wurden
nur Plasmen von Patienten mit einem hepatozelluliren Karzinom auflerhalb der Milan-
Kriterien eingesetzt.

Im dritten Teil der Arbeit wurde versucht mit den anti-CSTB-mAK CSTB-Strukturen
hoherer Ordnung nachzuweisen. Auf zytochemischer Ebene konnte gezeigt werden, dass
die CSTB-mAK in drei — in sich ihrem malignen Potential unterscheidenden -
Schilddriisenkarzinomzelllinen vergleichbare Strukturen anfirben, die auf eine Interaktion
von CSTB mit Zytoskelettproteinen hinweisen.

Die Interaktion von CSTB mit Cathepsin L konnte durch Co-Lokalisation und Co-
Prazipitation nachgewiesen werden. Erstmals konnte durch eine Co-Immunprizipitation
auch die Interaktion zwischen Pro-Cathepsin L und CSTB im Kulturiberstand der

Karzinomzelllinie UTC 8505C demonstriert werden. Fur die Suche nach weiteren
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Interaktionspartnern von CSTB wurde ein schonendes Zellaufschlussverfahren in
Gegenwart von 5 mM GSH entwickelt. Unter diesen Bedingungen mit - 5 mM GSH -
wurde auch eine SEC durchgefiihrt. In der anschlieBenden nativen Fokussierung konnte
die Interaktion von Cathepsin B und Cathepsin L. mit CSTB nachgewiesen werden. Die
Verwendung von GSH als natiirliches Redoxmittel wihrend des Zellaufschlusses und der
SEC deutet daraufhin, dass die Aufrechterhaltung des zelluliren Milieus in Bezug auf die
Struktur des Redoxmittels eine wesentliche Bedingung bei der Identifizierung von
Komplexpartnern von SH-sensitiven Proteinen ist.

Die generierten und charakterisierten anti-CSTB-mAK haben sich in ersten Versuchen
als spezifische und sensitive Tools bewihrt und stehen fiir weitere Aufgaben fur die
Aufklirung der biologischen Bedeutung von CSTB und der Cystein-Cathepsine zur
Verfiigung. Sie konnten aullerdem in der Krebsdiagnostik fiir die Bestimmung von CSTB

als Marker genutzt werden - wie zum Beispiel beim Blasenkarzinom.
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