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(57) Abstract

The present invention relates to a method for producing antibodies reacting specifically with a polypeptide that only recognises the
coding nucleic acid, wherein said method comprises the following steps: a) the DNA coding the polypeptide is expressed in a host cell
using a vector having at least one sequence coding a detection signal, and the expressed polypeptide is bound to a solid phase using the
detection signal; b) regardless of step a), the DNA coding the polypeptide is introduced directly into an animal, which causes the expression
of the polypeptide in the animal thus inducing the formation of antibodies acting against the polypeptide; and c), the polypeptide produced
in step a) is used for reacting the antibodies formed in step b), for detecting them or for enriching them.

(57) Zusammenfassung

Offenbart wird ein Verfahren zur Erzeugung von Antikdérpern, die spezifisch mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende
Nukleinsdure bekannt ist, worin a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines Vektors, der wenigstens eine fiir ein
Auffindungssignal kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des
Auffindungssignals an eine feste Phase gebunden wird; b) unabhingig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA direkt
in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die Bildung von Antikdrpern gegen das
Polypeptid verursacht und c) die in Schritt b) gebildeten Antikorper mit dem in Schritt a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen
oder angereichert werden.
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ANTIKORPERN GEGEN EIN POLYPEPTID, VON DEM NUR DIE
KODIERENDE NUKLEINSAURE BEKANNT IST

In der Molekularbiologie stellt sich aufgrund der enormen
Fortschritte der Sequenzierungsmdglichkeiten von Nukleinsduren
hdufig das Problem, daB die genetische Information fiir ein
Polypeptid bzw. Protein bekannt ist und, daf andererseits
dieses Polypeptid bzw. Protein nicht in reiner Form vorliegt.
Durch das sogenannte Human Genome Project werden laufend
Nukleotidsequenzen verdffentlicht, hdufig ist aber vollig
unklar, welche Funktion die von diesen Genen kodierten

Polypeptide bzw. Proteine haben.

Fir die praktische Anwendung und Auswertung dieser
wissenschaftlichen Erkenntnisse ist es in der Regel sehr
hilfreich, wenn diese Proteine durch geeignete Antikdrper
nachgewiesen werden k&énnen. Durch den Einsatz derartiger
Antikérper kdnnen entweder die Proteine gereinigt werden oder
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es ist beispielsweise moglich, die Lokalisation der Proteine in

Geweben und Zellen zu bestimmen.

Es ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung,
AntikOrper bereitzustellen, die gegen solche Polypeptide bazw.
Proteine gerichtet sind, von denen zwar die Nukleotidsequenz
bekannt ist, die aber nicht in angereicherter oder gar

gereinigter Form vorliegen.

Herkémmlicherweise werden Antikérper so hergestellt, daB
zundchst die Proteine aus den Zellen oder dem Gewebe gereinigt
werden oder mit Hilfe von Bakterien oder in Insektenzellen oder
Sdugerzellen rekombinant hergestellt werden und, daB diese
Proteine dann fiir die Immunisierung von Tieren verwendet
werden. Diese Verfahren sind h&ufig sehr aufwendig und
langwierig. Im Falle der Herstellung in Bakterien sind die so
hergestellten Proteine hdufig nicht identisch mit den natiirlich
vorkommenden Proteinen, da sich die Sekunddrstruktur von den
nativen Proteinen unterscheiden kann und da Bakterien nicht
liber dieselben posttranslationalen Modifikationsmechanismen
verfiigen, die bei eukaryotischen Organismen vorhanden sind.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren
zur Erzeugung von Antikérpern, die spezifisch mit einem
Polypeptid reagieren von dem die kodierende Nukleinsdure

bekannt ist, worin

a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auffindungssignal
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des
Auffindungssignals an eine feste Phase gebunden wird,

b) unabhdngig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodierende
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine
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Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die
Bildung von Antikdrpern gegen das Polypeptid verursacht und

c) die in Schritt b) gebildeten Antikdrper mit dem in Schritt
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder

angereichert werden.

Das erfindungsgemdfle Verfahren besteht im wesentlichen aus drei
Schritten. Einerseits wird die fiir das Polypeptid kodierende
DNA mit Hilfe eines Vektors in einer geeigneten Wirtszelle
exprimiert (Schritt a)). Da das mit Hilfe des Vektors
exprimierte Polypeptid in der Wirtszelle in der Regel nur in
einer verhdltnismdBig geringen Konzentration vorliegt, wird
erfindungsgeman der eingesetzte Vektor mit einer
Nukleotidsequenz versehen, die fiir eine Auffindungssequenz
(tag-Sequenz) kodiert. Diese tag-Sequenz ist mit der fiir das
Polypeptid kodierenden Sequenz verbunden, was dazu fiihrt, daB
das exprimierte Polypeptid zum Beispiel am C-Terminus diese
Auffindungspeptidsequenz aufweist.

In dem unabh&ngig von Schritt a) durchgefiihrten Schritt b) wird
die fir das Polypeptid kodierende DNA in ein geeignetes Tier
eingebracht und dort zur Expression gebracht. Die
erfindungsgemdB verwendete genetische Immunisierung ermdglicht
die direkte Bildung von Antikdrpern in einem Wirtstier.

Bei dieser Methode der Herstellung von Antikérpern wird
gereinigte DNA, die die genetische Information fiir das zu
untersuchende Protein und geeignete Steuerelemente enthdlt,
direkt in den fiir die Antik®érperproduktion vorgesehenen
Organismus (Maus, Kaninchen, etc.) injiziert. Die DNA wird von
Zellen des Empfédngerorganismus aufgenommen und das Protein, in

nativer Form (d.h. mit  korrekten posttranslationalen
Modifikationen) exprimiert. Das fiir den Empfingerorganismus
fremde Protein veranlaft das Immunsystem, gegen das

Fremdantigen gerichtete Antikdrper 2zu produzieren (humorale
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Immunantwort). Diese Methode 1ist bereits erfolgreich zur
Produktion von hochaffinen, native Proteine erkennenden

monoklonalen Antikdrpern eingesetzt worden

Die fiir die genetische Immunisierung in Schritt b) zur
Herstellung der gewiinschten Antikdrper eingesetzten
Expressionsvektoren sollen auch in vitro zur Produktion des
Zielproteins verwendet werden. Durch transiente Transfektion
(Elektroporation, Lipofektion, etc.) werden die
Expressionsvektoren in geeignete Zielzellen, insbesondere
Saugerzellen eingeschleust, die dann das gewiinschte Protein
synthetisieren. Diese Zellen (intakt oder nach Lyse mit
geeigneten Puffern) bzw. Medieniiberstdnde (bei sezernierten
Proteinen) sollen dazu dienen, den Protein-erkennenden
Antikérper durch FACScan-Analysen (im Falle von zellstédndigen
Proteinen) oder ELISA nachzuweisen.

Wenn ein fremdes Polypeptid in einer Wirtszelle exprimiert
wird, kann das exprimierte Polypeptid iiblicherweise duxch
Verwendung einer Sekretionssequenz oder Leadersequenz nach
auflen geschleust werden. In diesen Fdllen ist es wichtig, -daB
das exprimierte und sezernierte Polypeptid ein
Auffindungssignal aufweist, damit das Polypeptid aus dem Medium
isoliert werden kann. Wenn aber das Polypeptid nicht nach auflen
geschleust wird, sondern an der Oberfldche der Zellmembran
verbleibt, ist eine zusadtzliche Auffindungssequenz nicht
unbedingt erforderlich. In diesem Fall {ibernimmt diejenige
Stelle des Polypeptids, die fiir die Verankerung zwischen
Polypeptid und Zelle verantwortlich ist die Funktion der
Auffindungssequenz. Da in diesem Fall das exprimierte
Polypeptid mit der Zelle verbunden bleibt, konnen die
gebildeten Antikdrper durch Bindung an das Polypeptid und
nachfolgender Reaktion mit einem fluoreszenzmarkierten
Antikdrper durch FACScan-Analysen nachgewiesen werden. Als
Alternative ist auch ein Zell-ELISA mdglich, bei dem die
gebundenen Antikdrper iiber einen mit einem Enzym gekoppelten
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Sekunddrantikérper und einer geeigneten Substratreaktion
detektiert  werden. Stellt die Verankerungssequenz eine
Signalsequenz dar, die fiir eine Membranverankerung durch einen
Glykosyl-Phosphatidylinositol (GPI)-Rest verantwortlich ist, so
kann das korrespondierende Expressionsplasmid sowohl zur DNA-
Immunisierung als auch zum Nachweis der entstandenen Antigen-
spezifischen Antikdrper 2z.B. nach transienter Transfektion
verwendet werden. Der Vorteil eines GPI-Ankers besteht darin,
dafl er leicht in vivo enzymatisch von der Zelloberfliche
gespalten wird und sich somit, wie fiir sezernierte Proteine
bekannt, eine gute Antikdrperreaktion erzielen 14dBt (siehe
Beispiel 7 fiir eine gute Immunantwort nach genetischer
Immunisierung mit einem Expressionsplasmid, das fiir ein GPI-
verankertes Protein kodiert).

Im Falle von sezernierten Proteinen (ggf. auch Dbei
intrazelluldr exprimierten Proteinen) ist es ndtig, eine
Auffindungssequenz (tag) dem Antigen rekombinant anzuhingen.
Diese tag-Sequenz erlaubt es, mit Hilfe von mit ihr
interagierenden, an eine feste Matrix gebunden Substanzen (z.B.
die tag-Sequenz erkennende Antikdrper; im Falle der Hisg-tag-
Sequenz geeignete komplexierte Niz*—Ionen), das Protein aus dem
Zelliberstand bzw. Zelllysat herauszufischen. Als tag-Sequenz
kommen insbesondere kurze und/oder wenig immunogene
Peptidsequenzen in Frage. Als wenig immunogene tag-Sequenzen
kénnen (fiir die Herstellung von Antikdérpern in Miusen) auch
Mausproteine dienen, die stimulierend auf die
AntikSrperproduktion wirken (z.B. GM-CSF, IL-4, IL-10 etc.) und
gleichzeitig als tag fungieren kdénnen. Solche tags haben den
Vorteil, aufgrund der Toleranz des immunisierten Tiers
gegeniiber diesen Selbstproteinen keine Immunantwort zu
entwickeln. Falls die Bildung der die tag-Sequenz des
rekombinanten Proteins erkennenden Antikdrper nicht verhindert
werden kann, kbnnen diese mit Hilfe von Konstrukten
identifiziert werden, die fiir irrelevante, mit einem

identischen tag versehene Proteine kodieren.
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Das immobilisierte, durch transiente Transfektion hergestellte
Protein dient nun dazu, aus dem Serum bzw.
Hybridomkulturiiberstand (bei der Herstellung von monoklonalen
Antikérpern) die es erkennenden Antikdérper zu binden. Der
Nachweis der gebundenen spezifischen Antikérper erfolgt dann
liber enzymgekoppelte Anti-Antikdrper (Nachweisantikdrper), die
iiber eine spezifische Substratumsetzung, in der Regel
photometrisch, quantifizierbar sind. Die Spezifitdt und
Sensitivitdt des Nachweissystems kann bei Verwendung von
Peptid-tags bedeutend erhtht werden, wenn als Fingerantikdrper
F(ab),-Fragmente des anti-tag-Antikorpers und als
NachweisantikSrper ein Fc-Region-erkennender Antikdrper
verwendet wird. Durch diese Konfigurierung des ELISA wird eine

Kreuzerkennung des Fangerantikdrpers ausgeschlossen.

Die fiir das Polypeptid kodierende Transkriptionseinheit kann am
3’'-Ende eine Polyadenylierungssequenz aufweisen, die fiir die
Stabilisierung einer eukaryotischen mRNA ndtig ist.

Damit eine Expression des Polypeptids in der Wirtszelle
stattfindet verfiigt der Vektor iiblicherweise iiber einen
Promotor, wobei bevorzugt starke Promotoren verwendet werden.

Als Beispiele kénnen der Promotor des Elongationsfaktors 1la

oder der Promotor des Cytomegalovirus genannt werden.

Bei dem erfindungsgemdfen Verfahren wird die fiir das Polypeptid
kodierende Nukleinsdure direkt in ein Tier eingebracht um dort
AntikSrper gegen das Polypeptid zu erzeugen. In bevorzugter
Form liegt die dazu verwendete DNA in Form eines Vektors vor,
der so gewdhlt wird, daB er gleichzeitig f£fiir die beiden
Schritte a) und b) verwendet werden kann. Die Einfiihrung der
fir das Polypeptid kodierenden DNA erfolgt in einer besonders
bevorzugten Ausfiihrungsform durch die Verwendung eilner
sogenannten gene gun. Bei der gene gun werden mikroskopisch
kleine Goldpartikel mit der DNA, bevorzugt der Vektor bzw.
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Plasmid-DNA umhiillt und auf die rasierte Haut des
Versuchstieres geschossen. Dabei dringen die Goldpartikelchen
in die Haut ein und die an ihnen aufgebrachte DNA wird in dem
Wirtstier exprimiert. Bevorzugt werden erfindungsgemaf
Labortiere, wie Maus, Ratte oder Kaninchen verwendet.

Um eine stdrkere AntikSrperbildung zu erzielen, werden in einer
bevorzugten Ausfiihrungsform zugleich mit der fiir das Polypeptid
kodierenden DNA auch sogenannte genetische Adjuvantien
appliziert. Hierbei handelt es sich um 2ytokine (wie z.B. GM-
CSF, IL-4, 1IL-10) exprimierende Plasmide, die die humorale
Immunantwort in den Labortieren stimulieren.

Insbesondere wenn es sich bei dem verwendeten Labortier um eine
Maus oder Ratte handelt, bietet sich die Bildung von
Hybridomazellen an. Die immunisierten M#iuse werden geopfert,
Milzzellen werden isoliert und mit Tumorzellen fusioniert und
anschliefBend werden solche Klone selektioniert, die die
gewlinschten monoklonalen Antik&érper sezernieren.

In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform werden bei
Schritt a) die zu wuntersuchenden Polypeptide von den
Wirtszellen sezerniert. Da mit den  Polypeptiden ein
Auffindungssignal verbunden ist, kénnen die gesuchten
Polypeptide dadurch isoliert werden, daB eine Bindung zwischen
dem Auffindungssignal (tag-Sequenz) und einem geeigneten
Liganden gebildet wird. Die tag-Sequenz ist vorzugsweise an
einer festen Phase gebunden. Hierbei kann es sich um die Wande
von Mikrotiterplatten, Gelkiigelchen oder auch magnetische
Kigelchen (sogenannte magnetic beads) handeln. Die magnetic
beads haben den Vorteil, daB die das exprimierte Polypeptid
enthaltende Losung mit den magnetic beads leicht gemischt
werden kann. Die magnetic beads weisen einen Liganden (bspw.
Antikoérperfragmente) auf, der an die tag-Sequenz bindet. Durch
Anlegen eines magnetischen Feldes konnen dann die magnetic
beads angereichert werden. Durch Wahl geeigneter Bedingungen
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kann dann das gesuchte Polypeptid von den magnetic beads wieder
eluiert werden, wenn die Antikdrper angereichert werden sollen.

Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch solche
Antikérper, die durch das erfindungsgemdfie Verfahren erhdltlich

sind.

Figur 1 zeigt den Nachweis von anti-hp70-Antikérpern im Serum
und im Kulturiiberstand von aus Lymphknoten hp70-pcDNA3-DNA
immunisierter Mduse gewonnenen Hybridomen mit Hilfe von
FACScan-Analyse. Fiir die FACScan-Analyse wurden entweder
untransfizierte (graue Kurven) oder transient mit hp70-pcDNA3-
DNA transfizierte BOSC-Zellen (weiBle Kurven) verwendet. GV114,
mit dem hp70-pcDNA3-Expressionsvektor immunisierte Maus. Der
Versuch ist im Beispiel 7 ndher erliutert.

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgenden

Beispiele ndher erldutert.
Beispiel 1

Herstellung von murinen monoklonalen Antikérpern mit Hilfe
genetischer Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein)

a) Expressionskonstrukt fiir die genetische Immunisierung

Es wurde ein Expressionskonstrukt gewdhlt, das auf denm
kommerziell erhdltlichen Expressionsvektor PcDNA3 (Invitrogen)
basiert. Bei diesem Vektor wird die cDNA unter der Kontrolle
des Cytomegalovirus (CMV)-Promotors exprimiert. Es koénnen
jedoch auch andere, bevorzugt starke, meist ubiquitdr aktive

Promotoren (z.B. der Promotor des Elongationsfaktor 1 a [EF-

la]-Gens) Verwendung finden. In die BamHI/EcoRV-Schnittstellen

der Polylinkersequenz wurde der fiir die extrazelluldre Domine
von thyroid peroxidase (TPO)-kodierende cDNA-Bereich des
Menschen (2602 bp; 859 Aminosduren) einkloniert und am 3 -Ende
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noch mit einer fiir ein Hisg-tag-kodierende Region und einem
nachfolgenden Stopkodon versehen (TPO sol.-His-pcDNA3). Die
Plasmid-DNA wurde in E. coli vermehrt und mit Hilfe eines
Qiagen-Plasmidisolierungskit (Qiagen, Hilden) gereinigt.

b) Genetische Immunisierung von Miusen

Fir die genetische Immunisierung gibt es grundsdtzlich zwei
unterschiedliche DNA-Applikationsverfahren. Die intramuskulére
Injektion oder die intrakutane Applikation mit Hilfe Gasdruck-
beschleunigter mikroskopisch kleiner, mit Plasmid-DNA umhiillter
Goldpartikel (gene gun). Fiir das Beispiel verwendeten wir das
gene gun-Verfahren. Dazu wurden 200 pug TPO sol.-His-pcDNA3-DNA
pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Herstellers (gene
gun optimization kit; Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. 3Zur
genetischen Immunisierung wurde bei fiinf Mduse nach
Narkotisierung (intraperitonial) mit 110 ul Ketamin/Xylazin
(100 mg/kg/16 mg/kg) das Bauchfell (ca. 4 cmz) mit parfiimfreier
Enthaarungscreme (Veet) entfernt und zweimal mit der gene gun
(Helios Gene Gun; Bio-Rad) beschossen. Pro "SchuB" wurden 1 ug
Plasmid-DNA appliziert. Nach 19 Tagen wurde die Immunisierung
wiederholt und 14 Tage spiter Blut zur Bestimmung der Menge an

spezifischen Antikérpern entnommen.
Beispiel 2
Expression des Expressionskonstrukt-kodierten Proteins

Zum Nachweis der spezifischen, @ durch die genetische
Immunisierung gebildeten AntikSrper mufl das vom
Expressionsplasmid kodierte Protein hergestellt werden. Um das
Protein in nativer Form (&hnlich wie im immunisierten Tier) zu
erhalten, wurde das Expressionskonstrukt durch Transfektion in
BOSC23-Zellen (Pear et al., (1993) PNAS, 84, 8392-8396]
gebracht. Bei den BOSC23-Zellen handelt es sich um eine
modifizierte Adenovirus S-transformierte humane embryonale
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Nierenzellinie (HEK293), die sehr gut transient transfizierbar
ist. Die Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturschalen
ausplattiert, so daB sie tags darauf eine 80%ige Konfluenz
erreichten. Sie wurden dann dreimal mit je 2 ml serum- und
antibiotikafreiem Dulbecco’s modified FEagle’s medium (DMEM)-
Medium gewaschen und mit 2 pg Expressionsplasmid/10 pl
Lipofectamin (Life Technologies, Eggenstein) in 1 ml serum- und

antibiotikafreiem DMEM-Medium versetzt. Die
DNA/Lipofectamin/Medium-Mischung wurde zuvor in einem
Polystyrolgefaf zusammenpipettiert und 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 6-stiindigen Inkubation bei
37°C und 10% CO; wurden 2 ml DMEM/20% fStales Kidlberserum (FCS)
zugegeben. 24 h nach Transfektion (entspricht dem Zeitpunkt der
DNA-Zugabe) wurde das Medium durch 5 ml DMEM/5% FCS ersetzt.
Nach weiteren 48 h (72 h nach Transfektion) wurde der
Zellkulturiiberstand abgenommen und bei -70°C aufbewahrt.

Beispiel 3

Nachweis von spezifischen AntikSrpern, die gegen das vom
Expressionskonstrukt kodierte Protein gerichtet sind

Zur Bindung des durch transiente Transfektion hergestellten
Hisg-tag-Protein (TPO sol.-His) an Nickelchelat-
Mikrotiterplatten (DUNN, Asbach) wurden die Vertiefungen mit je
200 pl Uberstand des transienten Transfektionsansatzes (siehe
oben) bzw. eines mock-transfizierten BOSC23-Kulturiiberstandes
iber Nacht bei 4°C inkubiert, dann viermal mit Puffer A (50 mM
Tris/HCl pH 7,5, 1 M NaCl) und zweimal mit Puffer B (phosphate
buffered salijne (PBS), 0,1 % BSA, 0,05 % Tween 20) gewaschen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden anschlieflend durch
Inkubation mit 300 pl 3 % Rinder-Serumalbumin (BSA)/PBS fiir 1 h
bei Raumtemperatur blockiert und die Waschungen mit Puffer A
und B wiederholt. Die Prdimmun- und Immunseren der
immunisierten Mduse wurden 1:100 mit Puffer B verdiinnt. Jeweils
100 pl der verdiinnten Miduseseren wurden in die Vertiefungen der
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Nickélchelat-Mikrotiterplatten gegeben. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Vertiefungen je
viermal mit Puffer C (50 mM Tris/HCl pH 7,5, 0,5 M NaCl, 0,1 %
BSA, 0,05 % Tween 20), zweimal mit Puffer B gewaschen und
anschlieflend mit 100 ul 1:2000 mit Puffer B verdiinnten
Kaninchen anti-Maus-Ig-Peroxydasekonjugat (DAKO, Hamburg)
versetzt. Nach einer einstiindigen Inkubation wurden die
Vertiefungen viermal mit Puffer C, zweimal mit Puffer B
gewaschen, mit je 100 ul 3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin-
Substratldsung (Fluka, Buchs, Schweiz) versetzt. Die
Farbreaktion wurde nach ausreichender Entwicklung durch Zugabe
von 50 ul 0,5 M H;SO, abgestoppt und in einem ELISA-reader bei
einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

Zur Uberpriifung der Funktionstiichtigkeit der hier vorgestellten
Erfindung wurden die spezifischen, gegen TPO gerichteten
Antikdrper "klassisch" mit Hilfe eines kommerziell erhdltlichen
TPO-AntikSrper-ELISAs (Varelisa TPO Antibodies; Pharmacia-
Upjohn, Freiburg) nachgewiesen. Der Nachweis von anti-TPO-
Antikérper erfolgt in diesem Testsystem durch gereinigtes
rekombinantes TPO. Der anti-TPO-Antikdrpergehalt der Priimmun-
und Immunseren der immunisierten Miduse wurde in einer
Verdiinnung von 1:100 nach Vorschrift des Herstellers bestimmt.

Ergebnisse:

Bei allen 5 mit TPO sol.-His-pcDNA3-DNA immunisierten Mdusen
konnten, im Vergleich 2zu den Praimmunseren, bei einer
Verdiinnung von 1:100 eindeutig anti-TPO-Antikérper im Serum
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1
dargestellt.

Tabelle 1: Nachweis von anti-TPO-Antik&rpern im Serum TPO sol.-
His-pcDNA3-DNA immunisierter Mduse mit Hilfe von gereinigtem
TPO-Protein (Varelisa TPO Antibodies-Nachweissystem).
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Optische Dichte 450 nm
Praimmunserum immunserum

GVv1 0,09 2,53

Gv2 0,06 1,97

Gv3 0,07 1,13

Gv4 0,08 1,63

GV5 0,08 0,60
Mit Hilfe des erfindungsgemdBen Nachweissystems wurde
beispielhaft das Prdimmun- und Immunserum einer Maus (GV1 von
Tabelle 1) untersucht. Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, k&nnen
bei einer Serumverdiinnung von 1:100 eindeutig anti-TPO-

Antik6rper im Immunserum nachgewiesen werden, wihrend das

Praimmunserum keine Reaktion zeigte.

Tabelle 2: Nachweis von anti-TPO-Antikérpern im Serum einer TPO
sol.-His-pcDNA3-DNA immunisierten Maus mit Hilfe von durch
transiente Expression erzeugtem TPO sol.-His-Protein.

Serum oder Verdiinnung mit |Optische Dichte

Puffer Puffer A TPO sol.-His Medium
prdimmun 1:100 0,17 0,15
immun 1:100 0,55 0,19
Puffer A - 0,03 0,01

Beispiel 4

Herstellung von polyklonalen Antikérpern mit Hilfe genetischer
Immunisierung ohne gereinigtes Antigen (Protein) in Kaninchen

a) Expressionskonstrukt fiir die genetische Immunisierung

Flir das zweite Fallbeispiel wurde der ubiquitdr aktive Promotor

des Elongationsfaktor 1 o (EF-1a) -Gens zur
Expressionssteuerung verwendet. Der verwendete
Expressionsvektor basiert auf dem pBluescript-Vektor
(Stratagene, Heidelberg), in den ein 1,2 kb Fragment des
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humaﬁen EF-la-Genpromotors, ein 0,7 kb EcoRI-Fragment mit dem
Polyadenylierungssignal der humanen G-CSF-cDNA (Mizushima und
Nagata, 1990), sowie zwischen die BamHI/NotI-Schnittstellen die
fir das Influenzavirus Hdmagglutinin (HA) -tag-kodierende
Oligonukleotidsequenz eingebaut wurden. In die Clal/BamHI-
Schnittstellen der Polylinkersequenz wurde der fiir die
extrazelluldre Domdne des Aktivinrezeptors IIA kodierende cDNA-
Bereich des Menschen (431 bp; 135 Aminosduren) so einkloniert,
daB am 3"-Ende die HA-tag-kodierende Region und ein

nachfolgendes Stopkodon zu liegen kam (pEF-la-ActRII-HA).

b) Genetische Immunisierung von Kaninchen

Es wurden zur genetischen Immunisierung 100 pg pEF-lo~-ActRII-
HA-DNA pro 25 mg Goldpartikel nach Vorschrift des Herstellers
(gene gun optimization kit; Bio-Rad, Miinchen) aufgebracht. zZwei
Kaninchen (Chinchilla Bastard; Charles River, Sulzfeld) wurden
nach Narkotisierung mit 50 mg/kg Pentobarbital und Enthaarung
von 200 cm’ Bauchfell mit Enthaarungscreme dreifiigmal mit der
gene gun beschossen. Pro "Schuf3* wurden 1 pg Plasmid-DNA-
Gemisch appliziert. Nach 21 Tagen wurde die Immunisierung
wiederholt und 21 Tage spdter Blut zur Bestimmung der Menge an
spezifischen AntikSrpern entnommen.

Beispiel 5
Expression des Expressionskonstrukt-kodierten Proteins

Die Herstellung des vom Expressionsplasmid pEF-lo-ActRII-HA
kodierten Proteins durch transiente Transfektion von BOSC23-
Zellen erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben.
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Beispiel 6

Nachweis von spezifischen Antikdérpern, die gegen das vom

Expressionskonstrukt-kodierte Protein gerichtet sind

Zur Bindung des durch transiente Transfektion hergestellten HA-
tag-Protein (EF-la-ActRII-HA) an Mikrotiterplatten wurden die
Vertiefungen zundchst mit dem F(ab),-Fragment des anti-HA-tag-
AntikoOrper beschichtet. Dazu wurden 150 nl des
AntikSrperfragments je Vertiefung der Mikrotiterplatte gegeben
und bei  Raumtemperatur mit PBS gewaschen und freie
Proteinbindungsstellen durch Inkubation mit 200 pl 0,2% BSA/PBS
blockiert. '

Anschliefiend wurde der Uberstand des transienten
Transfektionsansatzes (siehe Beispiel 5) bzw. eines mock-
transfizierten BOSC23-Kulturiiberstandes fir 2 h bei

Raumtemperatur inkubiert, dann dreimal mit phosphate-buffered
saline (PBS) gewaschen. Die Pridimmun- und Immunseren der
immunisierten Kaninchen wurden 1:100 bzw. 1:500 mit 0,2%
BSA/PBS verdiinnt. Jeweils 100 ul der verdiinnten Kaninchenseren
wurden in die Vertiefungen der beschichteten Mikrotiterplatten
gegeben. Nach einer einstiindigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden die Vertiefungen je dreimal mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 100 pnl 1:2000 mit PBS/0,2% BSA verdiinnten
Ziege-anti-Kaninchen-Ig-Peroxydasekonjugat (DAKO, Hamburg)
versetzt. Nach einer 1-stiindigen Inkubation wurden die
Vertiefungen dreimal mit PBS gewaschen, mit je 100 pnl
3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin-Substratldsung (Fluka, Buchs,
Schweiz) versetzt. Die Farbreaktion wurde nach ausreichender
Entwicklung durch Zugabe von 50 ul 0,5 M H;SO, abgestoppt und
in einem ELISA-reader gemessen. Die Ergebnisse zeigten, daB
durch das erfindungsgemidfe Verfahren auch in Kaninchen
spezifische polyklonale Antikérper gegen ein unbekanntes
Genprodukt erzeugt werden kdénnen.
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Beispiel 7

Herstellung von murinen monoklonalen Antikérpern gegen ein
humanes GPI-verankertes Oberfldchenprotein mit Hilfe

genetischer Immunisierung
a) Expressionskonstrukt fiir die genetische Immunisierung

Fir die genetische Immunisierung wurde die vollstindige hp70-
cDNA, die fir ein 70 kDa GPI-verankertes humanes
Oberflédchenprotein kodiert, in pcDNA3 kloniert (hp70-pcDNA3)
und  vermehrt (siehe Beispiel 1). Die  humane hp70-
Aminosduresequenz stimmt mit der murinen hp70-Sequenz in ca.

70% der Reste iiberein.
b) Genetische Immunisierung von Miusen

Die Immunisierung der Mduse mit der gene gun (siehe Beispiel
1b) wurde nach einem Kurzprotokoll (6 Immunisierungen innerhalb
von 13 Tagen), wie von Kilpatrick et al. (1998), Hybridoma 17:
569-576 beschreiben, durchgefiihrt.

c) Herstellung von Hybridomen zur Produktion von monoklonalen
Antikdrpern

Zur Herstellung von Hybridomen wurden Lymphozyten aus den
regionalen (axillédren, brachialen, inguinalen und poplitealen)
Lymphknoten von drei M&usen isoliert und nach einem
Standardprotokoll mit exponential wachsenden SP2/0-
Mausmyelomzellen (American Tissue Type Culture Collection) mit
Hilfe von Polyethylenglykol (Sigma) fusioniert (Campbell A M
(1986). Monoclonal antibody technology: The production and
characterization of rodent and human monoclonal antibodies.
Book series: Laboratory Techniques in Biochemistry and
Molecular Biology (R H Burdon and P H van Knippenberg, eds.),
Elsevier Science Publishers, Amsterdam). Je 2 x 10° fusionierte
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Lymphknotenlymphozyten wurden pro Vertiefung einer 96-well-
Mikrotiterplatte ausplattiert und in jeweils 100 ul
Hypoxanthin/Aminopterin Thymidin (HAT)-haltigen DMEM-Medium
(Sigma) mit 20% FCS und 5% Hybridoma Enhancing Factor (Sigma)
kultiviert.

d) Nachweis von spezifischen Antikdérpern mit Hilfe von
Zellen, in denen das fiir die genetische Immunisierung
verwendete Expressionskonstrukt nach transienter
Transfektion exprimiert wird

Kandidatenhybridomklone wurden mit Hilfe eines 2ell-ELISA
identifiziert. Dazu wurden BOSC-Zellen, wie in Beispiel 2
beschrieben, transient mit dem hp70-pcDNA3-Expressionskonstrukt
transfiziert, in 4% Formaldehyd in PBS resuspendiert und fiir 10
min fixiert. Anschlieflend wurden die Zellen mit PBS 1:10
verdiinnt und bei 4°C bis zu vier Wochen aufbewahrt.

Zell-ELISA

96-well-Rundboden-Mikrotiterplatten wurden durch Zugabe von 300
ul 1% BSA in PBS fiir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. Nach
Entfernen der Ldsung durch Inversion der Platte wurden jeweils
75 ul des Hybridomzelliiberstands und 10 pul transient
transfizierte BOSC-Zellsuspension (6 x 10° zellen/ml 1% BSA in
PBS) zugegeben und 1 h bei 4°C inkubiert. Nach Zugabe von 100
ul 1% BSA in PBS wurde fiir 4 min bei 300x g zentrifugiert und
der Uberstand wie oben abgekippt. Die Zellen wurden nochmals
mit 200 ul 1% BSA/PBS gewaschen, in 75 ul, Peroxidase-
gekoppeltem 2Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-Antikdérper (DAKO),
1:2.000-verdiinnt in 1% BSA/PBS, resuspendiert und fiir 1h bei
4°C inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl 0,1% Tween 20/PBS
zugesetzt und wie oben zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden dann dreimal mit je 200 pl 0,1%
Tween 20/PBS und zweimal mit je 200 ul PBS gewaschen. 2Zur
Bestimmung der Immunglobulinklasse (IgG oder IgM) der
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monoklonalen Antikdérper in den Hybridomiiberstdnden wurden
Peroxidase-gekoppelte Ziege-anti-Maus-IgG-Antik&rper (1:2.000-
verdiinnt) oder Ziege-anti-Maus-IgM-Antikérper (1:2.000-
verdiinnt) verwendet (Southern Biotechnologies Associates). Die
Uber die Antikdrper an die Zellen gebundene Peroxidase wurde
durch 2Zugabe von 3,3'5,5’'-Tetramethylbenzidin-Substratl&sung
wie in Beispiel 3 beschrieben quantifiziert.

Ergebnisse:

Mit der oben beschriebenen Fusion wurden insgesamt 176 mit
Hybridomen bewachsene Mikrotitervertiefungen erhalten. Davon
erwiesen sich 64 Uberstidnde als positive fiir anti-hp70-
Antikérper, legt man einen OD4sgo-Wert, der doppelt so hoch wie
der mit Medium erhaltene Leerwert ist (Leerwert: 0,035), als
Schwellenwert zugrunde. In Tabelle 3 sind die fiir einen
negativen (N1B10) und fiir einen positiven Hybridomiiberstand
(N1F4) gemessenen Werte aufgefiihrt. In Vergleich sind die im
selben Test erhaltenen OD-Werte fir das Immun- und
Praimmunserum einer fiir die hp70-Hybridomherstellung
verwendeten Maus (GV114) gezeigt. Dieselben N1B10- und N1F4-
Hybridomiiberstdnde wurden auch mit Hilfe einer FACScan
(fluorescence-activated cell scanning)-Analyse auf Anwesenheit
von spezifischen anti-hp70-Antikérpern getestet (siehe unten).

Tabelle 3: Nachweis von anti-hp70-Antikérpern im Serum und im
Kulturiiberstand von aus Lymphknoten hp70-pcDNA3-DNA
immunisierter Mduse gewonnenen Hybridomen mit Hilfe eines Zell-
ELISA. Fir den Zell-ELISA wurden transient mit hp70-pcDNA3-DNA
transfizierte BOSC-Zellen verwendet.

Serum bzw.
Hybridomiiberstand

Verdiinnung  Optische Dichte 450 nm

Praimmunserum GV114 1:100 0,08
Immunserum GV114 1:100 1,21
Hybridomiberstand N1B10  unverdiinnt 0,05
Hybridomuberstand N1F4 unverdiinnt 1,07
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FACScan-Analyse

Jeweils 10 upl der unter Zell-ELISA beschriebenen Suspension
fixierter transient transfizierter BOSC-Zellen (20 x 108 in 3%
FCS/PBS) wurde in eine 96-well-Mikrotiterrundbodenplatte
pipettiert und 75 ul der jeweiligen Hybridomiiberstdnde
zugegeben. Zur Kontrolle wurden Zellen mit entweder 25 pl 1:100
mit 3% FCS/PBS verdiinnten Prdimmun- oder Immunseren bzw. mit 25
ul eines monoklonalen Kontrollantikérpers (50 ug/ml 3% FCS/PBS)
versetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei 4°C wurden je
200 ul 3% FCS/PBS zugegeben, die Zellen wie oben
abzentrifugiert und der {jberstand verworfen. Nach einmaligem
Waschen mit 200 ul 3% FCS/PBS wurden 25 pl eines 1:50 mit 3%
FCS/PBS  verdiinnten (Endkonzentration: 10 ug/ml), mit
Phycoerythrin-gekoppelten Ziege-anti-Maus-Immunglobulin-
Antikdrpers (Southern Biotechnologies Associates) zugesetzt und
30 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
zweimal wie oben gewaschen und in einem FACScan-Gerit (Becton
Dickinson) die Fluoreszenz vermessen.

Ergebnisse:

Von den im Zell-ELISA als positiv bestimmte Hybridomiiberstdnde
(siehe oben) wurden 20 Uberstidnde, die OD459-Werte von >0,2
ergaben, fiir die anti-hp70-Antikérperbestimmung durch FACScan-
Analyse ausgewdhlt. In Figur 1B sind die fiir einen irrelevanten
als negative Kontrolle verwendeten Antik&rper (26/3/13) und fiir
den positiven Hybridomiiberstand N1F4 erhaltenen Histogramme mit
transient mit dem hp70-pcDNA3-Expressionsvektor transfizierten
oder nichttransfizierten BOSC-Zellen gezeigt. In Vergleich sind
die im selben Test erhaltenen Histogramme fiir das Immun- und
Prdimmunserum einer fiir die Hybridomherstellung verwendeten
Maus abgebildet (Figur 1a). Alle 20 ausgewdhlten
Hybridomiiberstinde erwiesen sich als positiv in der FACScan-
Analyse. In 19 der insgesamt 20 {jberstinde wurden die
Immunglobulinklasse der hp70-spezifischen Antikdrper bestimmt.
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Zwei der getesteten Uberstdnde enthielten hp70-spezifische IgM-
Antikérper, 17 iberstdnde hp70-spezifische IgG-Antikérper.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Erzeugung von Antikdrpern, die spezifisch
mit einem Polypeptid reagieren von dem die kodierende

Nukleinsdure bekannt ist, worin

a) die fiir das Polypeptid kodierende DNA mit Hilfe eines
Vektors, der wenigstens eine fiir ein Auffindungssignal
kodierende Sequenz aufweist, in einer Wirtszelle exprimiert
wird und das exprimierte Polypeptid mit Hilfe des
Auffindungssignals an eine feste Phase gebunden wird,

b) unabhdngig von Schritt a) die fiir das Polypeptid kodierende
DNA direkt in ein Tier eingebracht wird, wodurch eine
Expression des Polypeptids in dem Tier erfolgt, die die
Bildung von Antikérpern gegen das Polypeptid verursacht und

c) die in Schritt b) gebildeten Antikérper mit dem in Schritt
a) gebildeten Polypeptid umgesetzt und nachgewiesen oder

angereichert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
der in Schritt a) verwendete Vektor am C-Terminus der fiir das
Polypeptid kodierenden DNA eine Sequenz aufweist, die fiir das
Auffindungssignal kodiert.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daR
die Auffindungssequenz ausgewdhlt ist aus der Hisg-tag-Sequenz,
der Hdmagglutinin-Sequenz eines Influenzavirus oder der myc-

tag-Sequenz.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB der fiir das Polypeptid kodierende
Vektor am C-terminalen Ende der Auffindungssequenz eine

Polyadenylierungssequenz aufweist.
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daf der fiir das Polypeptid kodierende
Vektor am 5’'-Ende der fiir das Polypeptid kodierenden DNA-

Sequenz einen starken Promotor aufweist.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daR
der starke Promotor ausgewdhlt ist aus der Gruppe bestehend aus

starken eukaryotischen Promotoren, insbesondere dem Promotor

des Elongationsfaktors 1 o oder des Cytomegalovirus-Promotors.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die fiir das Polypeptid kodierende
DNA, die gemdf Schritt b) direkt in ein Tier eingebracht wird
in einem Vektor vorliegt.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB die fiir das Polypeptid kodierende
DNA in Schritt b) mit Hilfe einer gene gun in das Tier
eingebracht wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei dem in Schritt b)
eingesetzten Tier um eine Maus, eine Ratte oder ein Kaninchen
handelt.

10. vVerfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt b) zusdtzlich zu der fiir
das Polypeptid kodierenden DNA ein genetisches Adjuvans

appliziert wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dal das genetische Adjuvans ausgewdhlt ist aus der Gruppe
umfassend Zytokinexpressionsvektoren, die die

Antikdrperproduktion erhdhen.
12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, daf geeignete Zellen eines gemiB
Schritt b) immunisierten Tieres fiir die Herstellung wvon
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Hybridomazellen zur Bildung von monoklonalen Antik&rpern

verwendet werden.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB das in Schritt a) gebildete
Polypeptid durch Bindung des Auffindungssignals an einen
hiergegen gerichteten Antikdrper oder ein Antikdérperfragment an

eine feste Phase gebunden wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
dal es sich bei der festen Phase um Mikrotiterplatten,
Gelkiigelchen oder magnetische Kiigelchen handelt.

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB der in Schritt b) gebildete
Antikérper nach Bindung an das in Schritt a) gebildete
Polypeptid mit Hilfe eines gegen den Antikdrper gerichteten
Anti-Antikdrpers nachgewiesen wird.

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daB der in Schritt «c¢) an das
exprimierte Polypeptid gebundene Antikdrper durch Elution
freigesetzt wird.

17. Antikdérper, dadurch gekennzeichnet, daB er nach einem
der Verfahren gemif Anspruch 1-17 erhdltlich ist.
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