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VORWORT

Die Immunologie hat sich in den letzten Jahren zu einem der wichtigsten
Forschungszweige entwickelt. Antikérper sind daher aus der modernen
Forschung und Analytik nicht mehr wegzudenken, und ithre Anwendung
wurde in den letzten zwei Jahrzehnten geradezu perfektioniert. Verschie-
dene analytische Methoden - seien es Immunoblotting, Affinit4tschroma-
tographie oder unterschiedliche Formen des Enzymimmunoassays — ent-
wickelten sich in rasantem Tempo.

Dementsprechend erweiterte sich auch die Angebotspalette kduflich
erwerbbarer Antikérper. Es gibt jedoch eine Vielzahl von Fillen, in denen
sie nicht auf dem freien Markt verfiigbar sind. Antikérper miissen dann
fiir jeden Einzelfall moglichst optimal hergestellt werden.

Die Anwendungen der Immunoglobuline haben sich zwar sehr spezia-
lisiert entwickelt, oft bleibt jedoch die Frage offen, was genau im Vorfeld
bei der Planung zu tun ist, um einen fiir den jeweiligen Bedarf perfekten
Antikorper zu erhalten.

Seit mehr als einem Jahrzehnt habe ich mich mit dieser Problematik
und Fragestellung befait und dabei erkannt, wie eminent wichtig die
einzelnen Schritte sind, die zur Produktion eines geeigneten Antikorpers
fithren. Bei genauer Beachtung der Voraussetzungen zur erfolgreichen
Antikorperherstellung 148t sich beinahe fiir jeden beabsichtigten Zweck
das richtige Immunoglobulin produzieren.

Dieses Buch soll aufzeigen, welche Aspekte und Bedingungen beriick-
sichtigt werden sollten, um dieses Ziel zu erreichen.

Bei alledem sollten wir eines nicht vergessen: Antikérper sind nicht
synthetisch herstellbar. Wir verwenden dabei die unterschiedlichsten Tie-
re. Wir sollten sie aber nicht als Mittel zum Zweck betrachten, sondern
sie als Lebewesen behandeln.

Miinchen, im Februar 1996 Elvira Schecklies



1 KEinleitung

Seit dem Beginn der experimentellen Immunologie Ende des 19. Jahrhun-
derts setzt man die Spezifitit von Antikérpern zur Erkennung und Ana-
Iytik der unterschiedlichsten Molekiile ein. Heute sind sie aus vielen For-
schungszweigen wie Humanmedizin, klinische Chemie, Biologie, Phar-
mazie, analytische Chemie oder Genetik nicht mehr wegzudenken. So
unterschiedlich jedoch dic Anwendungsbereiche sind, so verschieden sind
auch die Anforderungen an den jeweiligen Antikorper.

So ist bei der Herstellungsplanung von groBer Bedeutung, um welches
Antigen es sich iiberhaupt handelt — ein an ein Tragerprotein gebundener
Arzneistoff z B. besitzt andere Kriterien als eine Zellsuspension. Ebenso
hat die Wahl des Tieres entscheidenen EinfluB auf die Beschaffenheit des
spiteren Antikérpers. Dies ist insbesondere deshalb im Vorfeld zu be-
riicksichtigen, da wir es mit Lebewesen zu tun haben, deren Reaktion auf
die Immunisierung nicht vorhergesehen werden kann. Deshalb sollten die
Rahmenbedingungen genau durchdacht werden.

Wichtig ist es vor allen Dingen, sich dariiber im klaren zu sein, ob das
Immunogen toxisch sein kénnte oder irgendwelche Auswirkungen auf den
Stoffwechsel des Tieres hat. Derartige Effekte konnten die ganze Immu-
nisierung gefdhrden. Durch geeignete Aufbereitung der Antigene und
bedarfsgerechte Applikation lassen sich jedoch negative Begleiterschei-
nungen vermeiden.

Um die Qualitit des produzierten Antikorpers zu gewihrleisten, sollte
man zunichst Fragen kliren wie die nach der bendtigten Menge, nach
dem Zeitraum fiir die Herstellung, nach der erforderlichen Spezifitit so-
wie dem Anwendungsgebiet.

Besondere Beachtung sollte man der Tierhaltung schenken. Allein
Stille mit genormten MaBen geniigen nicht, um die Tiere optimal d.h. vor
allem streBfrei zu halten.

Die Erfahrung zeigt hier ganz eindeutig, daB zufriedene und ge-
sunde Tiere bessere Antiseren produzieren.
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2 Immunologische Grundlagen

Die Funktion des Immunsystems hat jeder von uns schon am eigenen
Leib erfahren, nimlich im Zusammenhang mit bestimmten Infektions-
krankheiten, die nur einmal im Leben ausbrechen (z.B. Masern, Wind-
pocken), oder bei der Impfung gegen Krankheiten (z.B. Kinderlahmung,
Pocken). In beiden Fillen bildet der Kérper eine Immunitit gegen die
entsprechenden Krankheitserreger aus. Die Molekiile, die uns vor ¢inen
erneuten Ausbruch der Krankheit schiitzen, nennt man Antikérper.

2.1 Was ist ein Antikdrper?

Die Voraussetzung fiir die Produktion eines Antikdrpers ist das Vorhan-
densein eines bestimmten Antigens. Ein Antigen ist dabei ein korperfrem-
der Stoff, der in den Organismus gelangt ist. Dies konnen Fremdproteine,
Glykoproteine, Viren, Bakterien und anderes mehr sein.

Chemisch betrachtet sind Antikorper Proteine des Blutplasmas. Sie
befinden sich in der Globulinfraktion und werden deshalb auch Immuno-
globuline genannt. Die Globulinfraktion setzt sich aus einer groBen Viel-
falt von Immunoglobulinen zusammen, die gegen gegen die unterschied-
lichsten Antigene gerichtet sind.

Man kennt 5 Klassen von Immunoglobulinen, von denen das Immuno-
globulin G (IgG) (Abb. 1) den gréften Anteil stellt.



4 2 Immunologische Grundlagen
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Abb.1: Struktur von Immunoglobulin G
Fab: variabler Teil
Fc: konstanter Teil

Das Molekiil besitzt im wesentlichen eine Faltblattstruktur. Zwei L-
Ketten sind jeweils durch einen variablen und cinen konstanten Teil ge-
kennzeichnet. Die Verkniipfung erfolgt iiber Disulfidbriicken bzw. Was-
serstoffbriicken. Die konstanten Teile sind homolog, wenn auch nicht
ganz identisch. Diese Tatsache erméglicht die Isolierung der Gesamt-
Immunoglobuline aus Plasma oder Serum durch z.B. Protein A
(Substanz aus der Zellwand von Staphylococcus aureus), das in der Lage
ist, den konstanten Teil der Antikérper zu binden. Die variablen Teile
enthalten spezifische Strukturen, die mit dem Antigen reagieren. Dabei
besitzt jedes Immunoglobulin 2 Bindungsstellen. Diese vaniablen Stellen,
sogenannte Doménen, liegen in dem oberen Teil der Y-Konstruktion der
Immunoglobuline. Sie sind gegen ganz spezifische Gruppen im Antigen
gerichtet. Man nennt sie determinante Stellen. Die Determinanten kénnen
dabei vollig unterschiedlichen Charakter besitzen. Es kann eine bestimm-
te Sequenz von Aminosduren sein, die jedoch nicht direkt aufeinander
folgen miissen, sondern nur in Threr Tertidirstruktur benachbart sein kén-
nen.



