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1. Einleitung

1.1. Lipoxygenasen und Lipoxygenase-12

1.1.1. Funktion

Lipoxygenasen (LOX) oxidieren mehrfach ungeséttigte Fettsduren mit jeweils zweli
Sauerstoffatomen. Sie gehodren somit zur Gruppe der Dioxygenasen. Die bisher
bekannten Lipoxygenasen spielen eine Rolle im Arachidonsédurestoffwechsel der
Séugetiere und im pflanzlichen Linolsdure-Metabolismus.

Arachidonsédure wird durch Phospholipase A, aus Plasmamembranen freigesetzt.
AnschlieBend wird sie durch Cyclooxygenasen und Lipoxygenasen metabolisiert. Die
wichtigsten Metaboliten dieses Stoffwechsels sind Eicosanoide. Produkte von
Cyclooxygenasen sind Prostaglandine und Thromboxane A,. Zu den Produkten des
LOX-katalysierten Arachidonsauremetabolismus gehdren Leukotriene, Hydroperoxy-

eicosatetraensaure (HPETE) und Hydroxyeicosatetraensdure (HETE).

LOX katalysieren das Einfligen von molekularen Sauerstoff in die 5-, 8-, 12-, und 15-
Position von mehrfach ungesattigten Fettsduren wie Arachidonsdure, wodurch die
entsprechenden Hydroperoxide 5-, 8-, 12-, 12R- oder 15-HPETE entstehen. Entsprechend
ihrer Eigenschaft, Arachidonsdure an unterschiedlichen Positionen zu oxygenieren,
unterscheidet man bei Sdugetieren 5-, 8-, 12- und 15-LOX (Brash AR, 1999; Shureiqi | et
al, 2001).

1.1.2. Molekulare Struktur

Lipoxygenasen sind Metalloenzyme, die ein Eisenatom im Reaktionszentrum enthalten.
Dieses ist pro Molekil direkt tber 5 Aminosaureseitenketten gebunden. Alle
Lipoxygenasen bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einer Molekularmasse
von 75-80 kDa und einer Lange von 662-711 Aminosauren (Brash AR, 1999).
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Die Aktivierung des Enzyms beginnt mit der Oxidation seines Eisenatoms. Fe(lIl) wird
dabei in seine aktive Fe(l11)-Form oxidiert (De Groot et al., 1975).

1.1.3. Vorkommen

12-LOX existiert in drei Isoformen. Sie werden nach dem Zelltyp, in dem sie
Uberwiegend exprimiert werden, benannt. Es gibt ein Plattchentyp (P-12-LOX), ein
Leukozytentyp (L-12-LOX) und ein Epitheltyp (E-12-LOX) 12-LOX. Diese Isoformen
von 12-LOX unterscheiden sich in Substratspezifitdt, Immunogenitdt und
Aminosduresequenz. So ist P-12-LOX weniger aktiv mit C18-Fettsduren wie Linolséure,
sondern reagiert besonders stark mit Arachidonsaure. E-12-LOX ist hingegen mit C18-,

C22-Fettsauren und mit Arachidonséure aktiv (Yamamoto et al, 1992).

P-12-LOX kommt in humanen Thrombozyten, ihren Vorldufern den Megakaryozyten

und in humanen Epidermiszellen vor (Funk CD et al, 1990; Izumi T et al, 1990).

P-12-LOX ist gehduft in Tumorzellen nachweisbar, wobei deren Lokalisation in der Zelle
variiert. In nicht metastasierenden Zellen ist P-12-LOX in der Plasmamembran, in
zytoplasmatischen Organellen und im Zellkern lokalisiert (Hagmann et al, 1996). In
metastasierenden Zellen ist das Enzym auch in zytoplasmatischen Vesikeln und
Filamenten des Zytoskeletts vorzufinden (Timar et al, 2000). Die Lokalisation von P-12-
LOX in der Plasmamembran wird mit deren Signalfunktion in Zusammenhang gebracht
(Liu et al, 1994), wohingegen die Présenz im Zellkern mit der Rolle bei Zelliiberleben
und Apoptose in Verbindung gebracht wird (Tang et al, 1996; Hagmann, 1997). In
Vesikeln und Filamenten hat das P-12-LOX-Produkt 12-HETE regulatorische Effekte auf
Anordnung von Organellen und Neuordnung des Zytoskeletts (Timar et al, 1993).



1.2. Biomarker

Biomarker sind messbare biochemische oder molekulare Grof3en, die einen normalen
oder pathologischen Prozess oder die Antwort auf eine therapeutische Intervention

beschreiben (Biomarkers Definitions Working Group 2001).

Man unterscheidet zwischen verschiedenen Typen von Biomarkern: DNA-Biomarker wie
beispielsweise Mutationen von Onkogenen, Tumorsuppressorgenen oder Reparatur-
genen; RNA-Biomarker und Proteinmarker. Zu letzterer Gruppe zahlen unter anderem
Zelloberflachenrezeptoren, Tumorantigene und Peptide, welche von Tumoren produziert

werden.

Bei Krebserkrankungen finden Biomarker Anwendung vor der eigentlichen
Krebsdiagnose im Rahmen der Risikoabschatzung und der Diagnostik von Krebs. In der
Diagnose werden sie u.a. zur Klassifizierung des Tumors anhand des Ursprungsgewebes
und dem Grad der Differenzierung eingesetzt. Darliber hinaus kénnen Biomarker zur
Stadieneinteilung beitragen. Nach der Diagnosestellung werden Biomarker zur Kontrolle
des Therapieerfolges eingesetzt, um gegebenenfalls zusétzlich noétige Therapien
auszuwahlen und das Wiederauftreten des Tumors friihzeitig zu erkennen (Ludwig et al,
2005).

Viele Proteinbiomarker werden mittels quantitativer ELISA-Verfahren nachgewiesen.

Die in der vorliegenden Arbeit angestrebte Entwicklung eines Nachweisverfahrens fir P-
12-LOX dient auch dazu, der Wissenschaft ein routineféhiges Testsystem zur Verfugung
zu stellen. Damit kann u.a. geprift werden, in wie weit P-12-LOX als Biomarker fur

Krebserkrankungen herangezogen werden kann.



1.3. Antikérper und deren Nutzung im Rahmen immunologischer Nachweis-
verfahren z.B. ELISA

Antikorper bzw. Immunglobuline sind Proteine, die in Wirbeltieren als Reaktion auf
Antigene gebildet werden. Sie sind Teil der sog. humoralen Immunantwort. Ein
bestimmtes Antigen induziert die Bildung passender Antikorper, die Uber spezifische

nicht-kovalente Bindung dieses Antigen spezifisch erkennen.

Antikorper werden von zu Plasmazellen differenzierten B-Lymphozyten gebildet. B-
Lymphozyten sind klonal, das heil3t, dass jeder B-Lymphozyt nur einen spezifischen
Antikorper produziert. Sie kommen im Blut und in der extrazellularen Flissigkeit der

Lymphknoten vor und gelangen von hier in die Gewebe und Schleimhaute.

Antikorper konnen eine Kreuzreaktivitat zeigen, bei der ein Antikorper zusatzlich ein

anderes Epitop erkennt als das, gegen das er urspriinglich generiert wurde.

Alle Antikorper sind aus 4 Polypeptidketten aufgebaut. Dies sind zwei identische
schwere Ketten (heavy chains, H) und zwei identische leichte Ketten (light chains, L), die
ein Tetramer bilden, in dem die Ketten kovalent Gber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Die leichten Ketten bestehen jeweils aus einer variablen und einer
konstanten Doméne. Die schweren Ketten haben jeweils eine variable und 3 (1gG, 1gA)
bzw. 4 konstante Doméanen (Abb. 1).

Die am Aminoende der Ketten lokalisierten variablen Doménen bilden die
Antigenbindungsstelle. Sie bilden zusammen mit dem oberhalb der so genannten hinge
Region liegendem Anteil der schweren Ketten das Fab-Fragment, welches mit Hilfe von

Papain vom Fc-Fragment abgespalten werden kann.
Papain spaltet oberhalb der Disulfidbriicken beider schwerer Ketten zueinander, so dass

man zwei Fab-Fragmente und ein vollstandiges Fc-Fragment erhélt. Pepsin hingegen
spaltet unterhalb der Disulfidbriicken, so dass die hinge Region erhalten bleibt (Abb. 2).
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Abb. 1 (Wikipedia): Aufbau eines AK aus zwei schweren und zwei leichten Ketten, verbunden durch
Disulfidbriicken.

Abb. 2 (Wikipedia): AK bestehend aus 2 Fab- und einem Fc-Fragment

Es gibt 5 verschiedene Isotypen von Immunglobulinen, die anhand von Unterschieden im
konstanten Teil der schweren Kette eingeteilt werden. Es wird unterschieden zwischen
IgA, IgD, IgE, IgM und IgG. Sie sind auf die Aktivierung unterschiedlicher

Immunwirkungsmechanismen spezialisiert.

Man kennt poly- und monoklonale Antikdrper. Polyklonale Antikérper werden aus dem
Serum gewonnen und aufgereinigt. Verschiedene B-Zellen produzieren diese Antikorper,
welche alle gegen dasselbe Protein gerichtet sind, jedoch gegen unterschiedliche
Bereiche dieses Proteins. Fir experimentelle Zwecke werden polyklonale Antikorper z.B.
in Kaninchen hergestellt. Man injiziert dem Tier das Antigen, woraufhin es in einer

Immunreaktion Antikorper bildet. Die Immunisierung wird mehrmals wiederholt. Nach
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ein paar Wochen kann das polyklonale Antiserum enthommen werden. Es entsteht ein
Gemisch mehrerer verschiedener Antikorper, die mit unterschiedlicher Spezifitat an das
Antigen binden und unterschiedliche Epitope des Antigens erkennen.

Monoklonale Antikorper werden von einem einzigen B-Zellklon produziert und richten
sich gegen ein Epitop. Daher sind alle produzierten Antikorper identisch. Bei der
Herstellung wird zunéchst einer Maus das Antigen injiziert. Es bilden sich B-
Lymphozyten, die Antikdrper bilden und die sich in der Milz anreichern. Die Milz wird
entnommen und die B-Lymphozyten werden isoliert. Diese Zellen werden mit
Plasmazellen einer aus einem Plasmozytom gewonnenen Zelllinie fusioniert, wodurch
sog. ,,Hybridomzelllinien”“ entstehen. Diese Zellen haben die Eigenschaft, einen
bestimmten Antikdrper zu produzieren und als Tumorzellen die Fahigkeit zu
unbegrenztem Wachstum. Durch mehrfaches Vereinzeln (Klonieren) wird ein Stamm von
Zellen gewonnen, der auf eine einzelne Hybridoma-Zelle und somit auf eine einzelne
Plasmazelle zuriickgeht. Die so erhaltenen Zelllinien konnen in Kultur unbegrenzt
expandiert werden. Der Zellliberstand enthélt die identischen Antikorper und kann

regelmaRig geerntet werden.

Antikdrper finden Anwendung in immunologischen Nachweisverfahren. Eine inzwischen
weit verbreitete Methode, die auf Immunreaktion zwischen Antikdrper und Antigen
beruht, ist der sog. Sandwich- ELISA-Test. Grundlage dieser Technik ist die spezifische
Reaktion eines Antigens mit einem festplattengebundenen Antikorper. Nachdem der erste
Antikorper an eine feste Phase gebunden wurde, wird die Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen zugegeben. Der an die Platte gebundene Antikorper bindet

daraufhin das Antigen und es entsteht somit ein Immunkomplex.

Zum Nachweis des gebildeten Immunkomplexes werden markierte Antikorper gegen das
Antigen eingesetzt.  Ublicherweise werden zur Markierung Enzyme (z.B.
Meerrettichperoxidase oder alkalische Phosphatase) eingesetzt, die Reaktionen zu
chromogenen  Reaktionsprodukten  Kkatalysieren.  Liegt der  Antikdrper in
enzymgekoppelter Form vor, kann ein direkter Nachweis durchgefuhrt werden. Ist dies
nicht der Fall, verwendet man einen sekundéaren Antikorper, der an die konstante Region
der schweren Ketten des zu identifizierenden Antikorpers bindet. Der sekundére

Antikorper ist dann an ein Enzym gekoppelt.
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1.4. Entwicklung von Testverfahren zum Nachweis von P-12-LOX mit Hilfe von

Antikorpern

Der Nachweis von P-12-LOX erfolgte bislang immunhistochemisch (Immunfluoreszenz
zur Lokalisation in Gewebeschnitten) oder tber RT-PCR. Darlber hinaus gibt es die
Madglichkeit des chemischen Metabolitennachweises tber HPLC, was schwierig und
zeitaufwendig ist. Die vorhandenen Nachweismethoden werden bisher nur im
Forschungsbereich eingesetzt und ermdglichen keinen routinemélRigen Betrieb. Ein Test

zur Routinediagnostik ist zurzeit noch nicht auf dem Markt.

Bisher gibt es noch keine Ansétze fir die Entwicklung eines immunologischen
Testsystems (ELISA, Durchflusszytometrie) zum Nachweis von P-12-LOX.

1.5. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines ELISAs zum Nachweis von P-
12-LOX. Hierzu musste ein spezifisches Antikorperpaar fir Bindung und Nachweis von
P-12-LOX entwickelt werden. Als Antigen flr die Untersuchungen sollte rekombinantes

bzw. isoliertes natirliches P-12-LOX eingesetzt werden.

Das Antikorperpaar sollte zum Aufbau eines ELISA fir den quantitativen Nachweis von

P-12-LOX in Kdrperflussigkeiten und Gewebeextrakten herangezogen werden.

Daruber hinaus sollte getestet werden, ob P-12-LOX mittels Durchflusszytometrie in

Blutzellen nachgewiesen werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Antigene

- 12-LOX (4 mg/ml), 5-LOX, 15-LOX-1 (2 mg/ml), 15-LOX-2 (2 mg/ml), r15-LOX (1
mg/ml), 12R-LOX (2,5 mg/ml), eLOX3 (2 mg/ml) (freundlicherweise bereitgestellt
von Frau Dr. Ewa-Skrzypczak-Jankun, Associate Professor, University of Toledo)

- Plattchenreiches Plasma gewonnen durch Zentrifugation von Vollblut mit niedriger
Drehzahl (10 min, 150 x Q)

- Thrombozytenkonzentrat aus der Blutbank in Heidelberg (2,0 — 45 x 10°
Thrombozyten pro 311 ml)

- Na-Citrat-Plasma, Heparin-Plasma, EDTA-Plasma und Serum von freiwilligen
Spendern

- lyophilisiertes Zytosol von Tumorgewebeextrakten (Foundation for Endocrine R &

D, University of Nijmegen, Niederlande)

2.1.2.Antikorper

- Kaninchen anti-human P-12-LOX IgG (Artikelnr. 7212, 7,5 mg/ml, American
Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
- Maus anti-human P-12-LOX mAk (Artikelnr. 7213, 0,47 mg/ml, American
Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
- Maus anti-human P-12-LOX mAk (Artikelnr. 7225, 0,34 mg/ml, American
Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
- Maus anti-human P-12-LOX mAk (Artikelnr. 7228, 0,54 mg/ml, American
Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
- Maus anti-human P-12-LOX mAk, POX-markiert (Artikelnr. 7213-POX, 7228-POX,
American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
14



- monoklonaler Maus-AK IgG (Artikelnr. 7004, Biocytex, Marseille, Frankreich)

- Ziege-anti-Maus-PE (Katalognr. 115-116-146, Dianova, Hamburg)

- CD41a (Artikelnr. 7004, Biocytex, Marseille, Frankreich)

- FITC-markierter anti-Kaninchen-AK (Katalognr. 111-096-144, Dianova, Hamburg)
- Kaninchen-1gG (Katalognr. 3.12.90, American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)

2.1.3. Fir den ELISA verwendetes Material

2.1.3.1. Fur den ELISA verwendete Geréate

- Gilsonpipetten (1000 pl, 200 pl, 20 pl, 10 pl, 1 pl) (Gilson, Limburg-Offheim)

- Titertek 8-Kanal Pipette (250 pl) (Capp, Brand GmbH, Wertheim)

- ELISA Washer Titertek (Nunc GmbH, Wiesbaden)

- ELISA-Reader sunrise (Tecan, Crailsheim)

- Vortexer Reax top (Heidolph, Schwabach)

- Ultraschallhomogenisator Sonoplus (Bandelin, Berlin)

- Titramax 101 (Heidolph, Schwabach)

- Zentrifuge fur Flachbodenmikrotiterplatten Savant Speed Vac (ThermoLife
Sciences, Egelsbach)

- Brutschrank (Heraeus, Hanau)

- Flachbodenmikrotiterplatten, 96-Vertiefungen, Maxisorb (Katalognr. 468667, Nunc
GmbH, Wiesbaden)

2.1.3.2. Fir den ELISA verwendete Reagenzien

- Triton-X-100 (Octoxinol-9) (Merck, Darmstadt)
- Tween 20 (Polyoxyethylen (20)-sorbitan-monolaurat) (Merck, Darmstadt)
Carbonatbeschichtungspuffer: 50 mM NaHCO;

pH 9,6
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Waschpuffer: PBS-Puffer + 0,5 % Tween

PBS-Puffer
Blockierungspuffer Liquid Plate Sealer pH 6,5 (Katalognr. 160500, Candor
Bioscience GmbH, Weiliensberg)
BSA-Blockierungspuffer (bovine serum albumine): PBS + 0,1 % BSA
ELISA-Verdinnungspuffer (American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
HRP-Stabilisierungspuffer (Katalognr. 220500, Candor Bioscience GmbH,
Weilensberg)
TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) (American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
Citrat-Stoplosung (American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)
H,SO,-Stopldsung (American Diagnostica GmbH, Pfungstadt)

2.1.4. Fir den Western Blot verwendetes Material

2.1.4.1. Fur den Western Blot verwendete Gerate

XCell Sure Lock Elektrophorese Zelle, Novex Mini-Zelle (Invitrogen, Carlsbad,
USA)

Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Munchen)

Horizontale Schwenkplattform (neoLab, Heidelberg)

Laborwaage (Sartorius, Goéttingen)

Netzgerat (Consort, Turnhout, Belgien)

Gelladepipettenspitzen (Invitrogen, Carlsbad, USA)

Pipetboy acu (Integra Biosciences, Fernwald)

Novex 4-12 % Tris-Glycine Gel 1,5 mm 15 well (Katalognr. EC60385BOX,
Invitrogen, Carlsbad, USA)

Nitrocellulose Blotting Membran (Katalognr. LC2001, Invitrogen, Carlsbad, USA)
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2.1.4.2. Fir den Western Blot verwendete Reagenzien

- DTT (Katalognr. 197777, Roche, Mannheim)
- Tris Glycine Native Running Buffer (Katalognr. LC2672, Invitrogen, Carlsbad, USA)
- Tris Glycine Native Sample Buffer (Katalognr. LC2673, Invitrogen, Carlsbad, USA)
- SDS-Laufpuffer fir SDS-PAGE: 10 x
0,25 M Tris (7,579)
1,9 M Glycin (35,65 g)
1% SDS
- SDS-Probenpuffer: 60 ul DTT
390 pl dest. Wasser
150 pl 4 x Sample Buffer
- Tris-Glycine Transferpuffer: Deionisiertes Wasser 760 ml
Transferpuffer (Katalognr. LC3675,
Invitrogen, Carlsbad, USA) 40 mi
Methanol 200 ml
- Molekulargewichtsmarker Kaleidoscope Prestained Standard (Bio-Rad)
- PBS-Waschpuffer: 1x PBS
0,2 % Tween 20
- Ponceau S (Katalognr. 114275, Merck, Darmstadt)
- Blockierungspuffer: 5 % Milchpulver in PBS
- Coomassie-Farbelosung: 100 ml Methanol
100 ml Wasser
250 mg Coomassie R-250
25 ml Essigsdure 100 %
Wasser auf 250 ml auffillen
- Coomassie-Entféarbelésung: 400 ml Methanol
100 ml Essigsaure 100 %
Wasser auf 1000 ml aufftllen
- DAB-Puffer: 20 ml 10 mM Tris, pH 7,5
10 mg DAB
20 pl H,0,
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2.1.5. Flr die Immunprazipitation verwendetes Material

2.1.5.1. Fir die Immunprazipitation verwendete Gerate

- Rotator (neoLab, Heidelberg)
- Tisch-Zentrifuge (Thermo electron corporation, Waltham, USA)
- Schnellzentrifuge (neoLab, Heidelberg)

- Thermomixer compact (Eppendorf, Hamburg)

2.1.5.2. Fir die Immunprazipitation verwendete Reagenzien

- Protein G mit Sepharose 4 fast flow (Katalognr. 17-0618-01, Amersham

Biosciences, Uppsala Schweden)
- PBS-Waschpuffer

- Zelllysepuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8.0
150 mM NaCl
1% Triton-x-100

- Protease Inhibitor Cocktail (100 X): PMSF, 5mg (50 pg/ml)

Aprotinin, 100 pg (1 pg/ml)
Leupeptin, 100 pg (1 pg/ml)
Pepstatin, 100 pg (1 pg/ml)

100 % Ethanol auf 1 ml aufgefullt
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2.1.6. Fir die Durchflusszytometrie verwendetes Material

2.1.6.1. Fir die Durchflusszytometrie verwendete Gerate

- Durchflusszytometer Facs Calibur (Becton Dickinson, New York, USA)

2.1.6.2. Fir die Durchflusszytometrie verwendete Reagenzien

- Albumin Fraktion V> 98 % pulv. Bovine Albumin; M = 69000 (Katalognr. 8076.3,
Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

- Saponin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
- Formaldehyd (Baker)

- FACS-Puffer: PBS + 0,1 % BSA
- Fixierldsung: 54 pl 37 %iges Formaldehyd
946 ul PBS

19



2.2. Methoden

2.2.1. Enzyme-linked Immunosorbent Assay

2.2.1.1. Prinzip

ELISA bezeichnet ein immunologisches Nachweisverfahren (Assay), das auf einer
enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe des ELISA konnen Proteine, Viren,
niedermolekulare Verbindungen wie Hormone, Toxine und Pestizide in einer Probe

(Blutserum, Milch, Urin etc.) nachgewiesen werden.

Spezifische Antikorper binden an den nachzuweisenden Stoff (Antigen). Antigen oder
Antikorper werden zuvor mit einem Enzym markiert. Als Enzym wird in der Regel
Meerrettichperoxidase (horseradish Peroxidase (POX)), welche als Substrat ortho-
Phenylendiamin oder Tetramethylbenzidin umsetzt, oder Alkaline Phosphatase, welche
para-Nitrophenylphosphat umsetzt, verwendet. Das Substrat wird vom Enzym in ein
Reaktionsprodukt umgesetzt. Die durch das Enzym katalysierte Reaktion dient als
Nachweis fir das Vorhandensein des Antigens. Die Signalstarke ist eine Funktion der
Antigenkonzentration, so dass ELISA flr quantitative Nachweise verwendet werden

kann.

Prinzipiell gibt es drei Hauptvarianten von ELISA. Antibody capture assay (Nachweis
von Antikérpern mit bekanntem Antigen), antigen capture assay (Nachweis eines
Antigens mit einem bekannten Antikorper) und sandwich assay (Nachweis eines
Antigens mit zwei bekannten Antikdérpern). Der Vorteil eines sandwich assay gegenuber
einem antigen capture assay ist die erhohte Sensitivitdt des Tests und durch die
Beteiligung zweier Antikdrper, welche an das nachzuweisende Antigen binden, eine hohe

Spezifitat.

Bei dieser Arbeit wurde ein Sandwich-ELISA entwickelt, zum Nachweis von P-12-LOX.
Bei dieser Technik verwendet man zwei Antikorper, die beide spezifisch an das

nachzuweisende Antigen (P-12-LOX) binden. Hierbei ist es wichtig, dass beide
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Antikorper an unterschiedlichen Stellen an das nachzuweisende Enzym binden, da sie

sich sonst gegenseitig sterisch behindern wirden.

2.2.1.2. Durchflihrung

100 pl des Fanger- bzw. Primar-Antikorpers wurde in einer Konzentration von 1 pg/ml in
Carbonatbeschichtungspuffer in die Vertiefung einer Flachbodenmikrotiterplatte
aufgebracht. Die Platten wurden eine Stunde inkubiert und anschlieRend viermal mit PBS
im Falle von Liquid Plate Sealer Blockierungspuffer oder mit PBS mit 0,5 % Tween bei
Verwendung von BSA-Blockierungspuffer gewaschen. Dann wurden 100 pl eines
Blockierungspuffers pro Vertiefung zugegeben, um unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Nach einer Stunde auf dem Schiittler, wurde der Blockierungspuffer
ausgeschlagen. 100 ul der Probe mit dem nachzuweisenden Antigen wurden in die
Vertiefungen pipettiert und eine Stunde lang auf dem Schiittler inkubiert. W&hrend dieser
Zeit kam es zur Bindung des an die Platte gebundenen Antikorpers an das in der Probe
vorhandene Antigen. Es folgte viermaliges Waschen zum Entfernen ungebundener
Bestandteile der Probe. Im ndchsten Schritt wurden 100 pl POX-markierter Detektions-
Antikdrper in der Konzentration 0,25 pg/ml pro Vertiefung zugegeben. Wiederum wurde
die Platte eine Stunde auf dem Schttler inkubiert, um die Bindung des Antikdrpers an
das Antigen zu erlauben. Durch erneutes viermaliges Waschen der Platte wurde der
uberschiissige zweite Antikorper entfernt und 100 pl TMB Substrat pro Vertiefung
zugegeben. Dieses wurde daraufhin vom Enzym zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt,
dessen Nachweis durch Farbumschlag von blau nach gelb erfolgte. Nach maximal
zwanzigmindtiger Inkubation im Dunkeln wurde die Reaktion durch Zugabe von 50
pl/Vertiefung Citrat- bzw. H,SO,4 - Stopplosung abgestoppt. Die Extinktion wurde bei
einer Wellenlédnge von 450 nm im ELISA-Reader bestimmt.
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2.2.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.2.2.1. Prinzip

Bei der Polyacrylamidgelelektrophorese wird ein Proteingemisch mit Hilfe einer Gel-
Elektrophoresetechnik in einer Tragermatrix entsprechend ihrer Molekularmasse in
Proteinbanden aufgetrennt. Das Polyacrylamidgel wirkt als Molekularsieb, indem es die
Wanderung von Proteinen annahernd proportional zu ihrer Molekilmasse verlangsamt.

Das bedeutet, dass kleinere Proteine schneller wandern als grolie.

Bei dieser Arbeit wurde sowohl eine Nativ-Gelelektrophorese als auch eine SDS-PAGE

(sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophorese) durchgefiihrt.

Bei der Nativ-Gelelektrophorese geht es darum, die physiologischen Eigenschaften der
aufzutrennenden Proteine zu erhalten. Es werden native, also gefaltete Proteine im

elektrischen Feld aufgetrennt.

Bei SDS-PAGE kommt SDS (Natriumdodecylsulfat) zum Einsatz. Dies fiihrt dazu, dass
die Proteine denaturieren. AuRerdem entstehen durch die negative Ladung des SDS
negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit einem konstanten Verhéltnis von Ladung

zu Masse, da die Eigenladung der Proteine Uberdeckt ist.

2.2.2.2. Durchflihrung

Die Kammern der Gelelektrophoresezelle wurden zuerst mit Laufpuffer befullt. Als
Laufgel wurde ein Novex-Fertiggel mit 15 Probenvertiefungen verwendet. Die
Verdlinnung der verwendeten Proben erfolgte mit Probenpuffer, der 10 mM DTT
(Dithiothreitol) enthielt. Der Kunststoffkamm wurde aus dem Laufgel entfernt. Die
hierdurch entstandenen Taschen dienten der Aufnahme der verdunnten Proben. Jeweils
12 pl der Proben wurden in die einzelnen Kammern gegeben und 3 pl des Markers.
AnschlieBend wurde eine 125 Volt starke Spannung fiir 90 — 120 Minuten angelegt, bis

die Proteine in das Gel eingewandert waren.
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2.2.3. Western Blot

2.2.3.1. Prinzip

Der Western Blot ist eine Methode, bei der elektrophoretisch aufgetrennte Proteine aus
einem Trenngel auf einen geeigneten Trager, z.B. Nitrocellulose, Ubertragen werden.
Dadurch, dass ein senkrecht zum Polyacrylamidgel gerichtetes elektrisches Feld angelegt
wird, wandern die Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran. Sie haften
aufgrund hydrophober Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken an der Membran-
oberflache. Dabei bleibt das Muster der elektrophoretischen Auftrennung erhalten.

Die Proteine kénnen anschlielend Uber unterschiedliche Reaktionen, wie beispielsweise
durch die Bindung spezifischer Antikorper nachgewiesen werden. Ein spezifischer
Antikdrper bindet an sein spezifisches Epitop der aufgetrennten Proteinmischung. An die
Fc-Region des primadren Antikdrpers bindet ein enzymmarkierter Antikorper, Gber den

der Nachweis erfolgt.

2.2.3.2. Durchflihrung

Nach beendeter Gelelektrophorese wurde das Gel fir 30 Minuten in Transferpuffer
gelegt, ebenso zwei Minifilterpapiere sowie die Nitrocellulosemembran. Der Transfer der
Proteine auf die Nitrocellulosemembran erfolgte in einer Elektrophoresetransferzelle.
Dabei wurde die Nitrocellulosemembran zwischen zwei Lagen von Filtermembranen auf
der Anodenplatte gelagert. Das Gel wurde vorsichtig luftblasenfrei auf die Membran
gelegt. Nachdem die Kathodenplatte aufgesteckt wurde, erfolgte der Transfer bei 15 Volt
fur 30 Minuten.

Der Erfolg des Transfers wurde durch Anférben der auf die Nitrocellulose transferierten
Proteine mit Ponceau S Losung kontrolliert. Daflir wurde die Nitrocellulose ein bis drei
Minuten in Ponceau S gelegt und anschlielend mit destilliertem Wasser teilweise
entfarbt, bis einzelne rote Proteinbanden sichtbar wurden.

Zur Durchfiihrung der Immunfarbung wurden unspezifische Bindungsstellen auf der
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Nitrocellulose zunéchst durch 30 minitige Inkubation in Blockierungspuffer blockiert.

Als Blockierungspuffer diente 5 % - ige PBS-Milchpulver-L6sung.

Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt. Dies ist ein blauer Proteinfarbstoff, welcher die
Proteinbanden sichtbar machte. Uber Nacht wurde das Gel durch Einlegen in Coomassie-

Entfarbelésung wieder teilweise entfarbt.

Die Proteinbanden konnten nun auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antikdrper
identifiziert werden. Dazu wurde der Antikorper auf eine Konzentration von 1 pg/ml
verdunnt. Diese Antikorper-Verdinnung wurde hinzu gegeben und dies tiber Nacht bei 4
°C inkubiert. Zur Entfernung von ungebundenem Antikorper wurde die Membran
dreimal mit PBS + 0,2 % Tween und einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde
der POX-markierte Sekundar-Antikoérper (Ziege-anti-Maus 1gG bzw. Ziege-anti-
Kaninchen 1gG) 1:10000 verdinnt und auf die Membran gegeben. Nach zweisttindiger
Inkubation erfolgte erneutes dreimaliges Waschen mit PBS + 0,2 % Tween und
einmaliges Waschen mit PBS. Zur Sichtbarmachung der Proteinregionen, an denen
Antikdrper gebunden haben, wurde das Substrat Diaminobenzidin zugegeben. Nach

wenigen Minuten konnte die Reaktion mit Wasser abgestoppt werden.
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2.2.4. Immunprazipitation

2.2.4.1. Prinzip

Die Immunprézipitation ist eine immunologische Methode, bei der mittels eines
Antikdrpers ein Antigen aus einer Losung ausgefallt (,,préazipitiert™) wird. Hierzu kann
Protein G-Sepharose verwendet werden. Protein G (ein Bestandteil der Zellwand von
bestimmten Streptokokken-Stdmmen) bindet mit hoher Spezifitidt an die Fc-Region der
Immunglobuline. Dadurch, dass Protein G an Sepharose gekoppelt wird, kénnen die

gebundenen Komplexe sedimentiert/prazipitiert werden (Abb.4).
Das prazipitierte Protein und seine Interaktionspartner konnen im Anschluss mit

unterschiedlichen Methoden nachgewiesen werden, beispielsweise mit einem Western
Blot.

Abb.4 (Wikipedia). Schema einer Immunprézipitation. Das Lysat wird mit einem spezifischen AK

inkubiert. Dieser AK bindet an das Protein und wird tber Protein G-Beads prézipitiert.
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2.2.4.2. Durchflihrung

Zu Beginn wurde ein Zelllysat hergestellt. Dafur wurde pléttchenreiches Plasma
verwendet, welches durch Zentrifugation von Vollblut mit niedriger Drehzahl gewonnen

wurde.

Die Thrombozyten wurden aus 1 ml Plasma bei 13000 g fir 10 min abzentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Die Plattchen wurden zweimal mit jeweils 2 ml PBS
gewaschen. Anschlieend wurde 1 ml Zelllysepuffer mit 1 X Protease Inhibitor Cocktail
hinzugegeben. Nach dreimaligem Einfrieren mit anschlieRendem Wiederauftauen wurde
das Zelllysat 10 min bei 13000 g abzentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen.

Es folgte die eigentliche Immunprazipitation. Die lysierten Thrombozyten wurden mit

den spezifischen Antikdrpern und anschlielend mit Protein G-Sepharose inkubiert.

Dafur wurden 10 pg Antikérper mit dem Zelllysat fiir eine Stunde bei 4 °C inkubiert.
Wahrenddessen wurden 500 pl Protein G mit Sepharose zweimalig mit Zelllysepuffer
gewaschen. Daflr wurde das Gemisch jeweils bei 13000 g 2 min zentrifugiert. 100 pl des
gewaschenen Protein G wurde zu dem zuvor mit Antikorper eine Stunde inkubierten
Zelllysat gegeben. Dieses Gemisch verblieb fiir eine Stunde bei 4 °C auf einem Schiittler.
Die Isolierung der nun entstandenen Komplexe erfolgte Giber Abzentrifugation bei 13000
g fur 2 min sowie dreimaliges Waschen mit jeweils 500 pl Zelllysepuffer, um
unspezifische Proteine zu entfernen. Nachdem der Uberstand entfernt wurde, kamen 12,5
pl 1 x Laemmli Proben Puffer (Ladepuffer) zum Sediment. Dies wurde fur funf Minuten
bei 90 °C erhitzt und bei 13000 g fiir 2 min abzentrifugiert. Die Proteine wurden dadurch
denaturiert und von den Beads gel6st. Der Nachweis von P-12-LOX erfolgte (ber eine
SDS-PAGE und Western Blot.

26



2.2.5. Durchflusszytometrie

2.2.5.1. Prinzip

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass verschiedene mikroskopisch
kleine Partikel (Zellen, deren Fragmente) anhand ihrer GroBe, Struktur,
Oberflacheneigenschaften und intrazelluldarer Zusammensetzung unterschieden werden
kdnnen. Zellen kénnen auch mit fluoreszenzgekoppelten Antikérpern markiert werden.
Dies kann durch direkt am Farbstoff gebundene spezifische Antikorper erfolgen oder
indirekt, indem markierte Anti-Immunglobuline verwendet werden, die an zellgebundene

Antikorper binden.

Im Durchflusszytometer wird die Fluoreszenzintensitat der einzelnen Zellen bestimmt,
welche mit der Dichte der jeweils mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angeféarbten
Oberflachenstruktur korreliert. Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission
von optischen Signalen seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Die
Zellen werden einzeln durch hydrodynamische Fokussierung durch einen gebiindelten
Laserstrahl in einer Durchflusszelle gefiihrt. Die emittierten Photonen sind proportional

zur Menge der gebundenen Antikorper.

Die Zellen streuen einen Teil des Lichts, welches mittels Detektoren (Photomultipler)
nachgewiesen wird. Die Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der Groiie der Zelle
und mit ihrer Komplexitat. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein Mal
fir die Beugung des Lichts im flachen Winkel und korreliert mit der ZellgréRRe. Das
Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ist ein Mal flr die Brechung des Lichts im
rechten Winkel, die von der Granularitdt der Zelle, der GroRe und Struktur ihres
Zellkerns und der Menge der Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Mit diesen beiden

Parametern konnen die Zellen des Blutes grob unterschieden werden.
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2.2.5.2. Durchflihrung

Fiir die Farbung wurde Thrombozytenkonzentrat (10° Thrombozyten/ul) verwendet. Pro
Farbeansatz wurden 5 x 10° Thrombozyten eingesetzt. Zunachst wurden die
Thrombozyten mit 1 % Formaldehyd fixiert. Dazu wird der Farbeansatz in 100 pl PBS
aufgenommen und mit 100 pl 2 %iger frisch angesetzter Formaldehydldsung grindlich
durchmischt. Die Fixierung wurde nach 10 min durch Zugabe von 800 ul FACS-Puffer
beendet. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 2500 g abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Anschliefend wurden die Thrombozyten mit den verschiedenen Antikorpern
inkubiert. Um intrazellulare Proteine farben zu kdnnen, muss in dem Férbeansatz ein
Detergenz (z.B. Saponin) enthalten sein, das die Zellmembran permeabilisiert und das
Zellinnere flr die Antikdrper zugénglich macht. Fur diesen Zweck wurden die Antikorper
mit 0,25 % iger Saponin-PBS-L6sung auf eine Konzentration von 1 pg/ml verdunnt. Es
wurde immer ein Ansatz ohne Antikorper, eine Isotypkontrolle sowie eine
Positivkontrolle (CD41a, Thrombozyten-spezifischer Marker) mitgefiihrt. Nach
dreiBigmindtiger Inkubationszeit erfolgte die Zugabe von PE-markiertem anti-Maus-
Antikorper bzw. FITC-markiertem anti-Kaninchen-Antikdrper in einer Konzentration
von 1 pg/ml. Nach einer erneuten dreiBigmindtigen Inkubationszeit im Dunkeln konnten

die Proben im Durchflusszytometer (FacsCalibur, Becton Dickinson) gemessen werden.

Die Instrumenteneinstellung wurde so gewahlt, dass die Thrombozyten im Dot-Plot
(,,Forward-Scatter versus ,,Side-Scatter*) als klare Zellpopulation erkennbar waren.
Diese Zellpopulation wurde mit einem Analysefenster eingegrenzt. Alle Proben wurden
mit den identischen Messeinstellungen fir den ,,Forward-Scatter” und ,,Side-Scatter”
gemessen. Von den im Analysenfenster eingegrenzten Thrombozyten wird ein
Fluoreszenz 1 (FITC) bzw. Fluoreszenz 2 (PE) Histogramm erstellt, bei dem die Stérke

des Fluoreszenzsignals gegen die Anzahl der Ereignisse aufgetragen wird.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Antikorper

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten poly- und monoklonalen Antikorper gegen P-
12-LOX wurden zun&chst hinsichtlich ihrer Spezifitat charakterisiert.

Hierzu wurden die Antikorper auf ihre Reaktivitat mit unterschiedlichen LOX-Typen

getestet.

Es wurde eine Nativ-Gelelektrophorese und anschlieBend ein Western Blot mit
verschiedenen LOX-Typen durchgefuhrt. Zum Einsatz kamen P-12-LOX, 5-LOX, 15-
LOX-1, 15-LOX-2, r15-LOX, eLOX und 12R-LOX. 500 ng der verschiedenen LOX-
Proteine wurden auf jede Spur eines Polyacrylamidgels aufgetragen. Die Trennung
erfolgte unter reduzierenden und nicht-denaturierenden Bedingungen. Die aufgetrennten
Proteine wurden auf die Nitrocellulosemembran transferiert und jeweils mit dem
polyklonalen anti-P-12-LOX 1gG (7212) und den monoklonalen Antikdrpern 7213, 7225
und 7228 zur Reaktion gebracht. Als sekundarer Markierungsantikorper diente POX-

markiertes Ziege-anti-Maus 1gG bzw. POX-markiertes Ziege-anti-Kaninchen IgG.

Wie in Abb. 5 ersichtlich, fand sich eine positive Reaktion nur bei P-12-LOX. 7212 IgG
zeigte die deutlichste Reaktion, gefolgt von dem monoklonalen Antikérper 7225. Die
Bindung der Antikérper an die P-12-LOX erfolgte im GroRenbereich von 132 kDa. Es

fand sich keine Kreuzreaktivitat mit den tbrigen LOX-Formen.
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Abb. 5. Nativ-Gelelektrophorese und anschliefender Western Blot mit verschiedenen LOX-Typen zur
Testung der AK. Der Nachweis erfolgte mit 7212 IgG, 7213 mAb, 7225 mAb und 7228 mAb. Als
Sekundar-AK diente POX-markiertes Ziege-anti-Maus 1gG bzw. Ziege-anti-Kaninchen 1gG. P-12-LOX
wurde durch 7212 1gG, 7225 mAb und 7228 mAb im Grélenbereich von 132 kDa nachgewiesen. 7213

mADb zeigte keine positive Reaktion.

3.2. Entwicklung des ELISA-Testsystems

3.2.1. Antikdrperkombinationen

Um zu ermitteln, welche der Antikorper sich fir einen ELISA eignen, wurden
verschiedene  Antikdrperkombinationen getestet. Beschichtet wurde mit dem
polyklonalen Antikdrper 7212 und den monoklonalen Antikdérpern 7213, 7225 bzw.
7228. Als nachzuweisendes Antigen wurde rekombinante P-12-LOX eingesetzt.
Detektiert wurde mit den peroxidase-markierten monoklonalen Antikorpern 7213 bzw.
7228.

Abb. 6 zeigt, dass die Kombination aus Beschichtung mit dem polyklonalen Antikdrper
7212 und Detektion mit dem monoklonalen Antikorper 7213 das stérkste Signal lieferte.
Das zweitstarkste Signal wurde bei der Kombination der monoklonalen Antikdrper 7213
und 7228 als Detektor erzielt.
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Alle folgenden Untersuchungen wurden mit der Antikorperkombination 7212 IgG mit
7213 mAb durchgefihrt.
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Abb. 6. Testung verschiedener AK-Kombinationen: Beschichtung der Platte
mit drei verschiedenen Primér-AK und Nachweis mit 7228-POX mAb (Abb.
A) bzw. 7213-POX mAb (Abb. B). Als nachzuweisendes Antigen wurde P-
12-LOX eingesetzt. Die hochste OD wurde bei Kombination von 7213 mAb
mit 7228-POX mAb bzw. 7212 1gG mit 7213-POX mAb erreicht.
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3.2.2. Messbereich, Sensitivitat und Prazision

In einem Konzentrationsbereich zwischen 3,125 ng/ml und 100 ng/ml bestand eine
lineare Beziehung zwischen Antigennachweis und —konzentration, so dass in diesem

Bereich die Standardkurve erstellt werden konnte.
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Abb. 7. Standardkurve, welche im Bereich einer P-12-LOX-
Konzentration von 3,125 ng/ml bis 100 ng/mg gemessen wurde.
Beschichtet wurde die Platte mit 7212 IgG und detektiert wurde mit
7213-POX mAb.

Als MalR fir die Sensitivitit des Enzym-lmmuntests wurde die sog. ,untere
Nachweisgrenze®  ermittelt.  Diese  wird  definitionsgemall als  dreifache
Standardabweichung tber dem Mittelwert des Leerwertes (Testansatz ohne Antigen)
angegeben. Fur die Untersuchung wurde der Mittelwert aus 8 Leerwerten herangezogen.
Im Falle rekombinanter P-12-LOX ergab sich eine untere Nachweisgrenze von 0,6 ng P-
12-LOX/ml. Niedrigere Konzentrationen konnten nicht mehr eindeutig vom
»Grundrauschen® der Negativkontrolle abgegrenzt werden.
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AnschlieBend wurden verschiedene Behandlungsverfahren der Mikrotiterplatte ver-
glichen. Dafur wurden frisch beschichtete und durch Zentrifugation getrocknete
Mikrotiterplatten sowie zwei unterschiedliche Blockierungspuffer (Liquid Plate Sealer
und BSA-Blockierungspuffer) verwendet. In Abb. 8 ist zu sehen, dass das gemessene
Signal bei Verwendung getrockneter Platten geringgradig niedriger war als bei frisch
beschichteten Platten, wahrend die Blockierungspuffer keinen Einfluss erkennen liel3en.
Alle weiteren Versuche wurden mit Liquid Plate Sealer als Blockierungspuffer

durchgefinhrt.
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Abb. 8. Vergleich verschiedene Plattenbeschichtungen: Mit 7212 1gG
beschichtete Platte, anschliefend mit 7213 mADb detektiert.
Mikrotiterplatten getrocknet und frisch im Vergleich; LPS und BSA-
Blockierungspuffer im Vergleich; getrocknete Platten flihren zu einer
niedrigeren  OD.  Zwischen der OD bei verschiedenen

Blockierungspuffern war kein Unterschied messbar.

Es wurde ein ELISA mit zwei unterschiedlichen Substraten bzw. Stopplésungen
durchgefuhrt. Es kamen zwei TMB-L0Osungen (Tetramethylbenzidin) von zwei
unterschiedlichen Herstellern (American Diagnostica und Virotech) zum Einsatz, wobei
einmal mit Citrat-Stopplosung abgestoppt wurde und einmal mit H,SO,. Bei der
Kombination aus TMB von der Firma American Diagnostica mit H,SO,4 Stoppldsung
bildete sich bei hoher OD ein Prézipitat.
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3.2.3. Reproduzierbarkeit des ELISAS: Intra- und Inter-Assay Variabilitat

Um die sog. ,,Intra-Assay Variabilitdt“ zu untersuchen, wurde eine Methode zur direkten
Abschatzung der Testprazision benutzt. Hierflr wurden drei verschiedene P-12-LOX-
Konzentrationen (100 ng/ml, 25 ng/ml und 6,25 ng/ml) jeweils 8 mal gemessen und der
sich daraus ergebende Variationskoeffizient errechnet. Ein Test besitzt per Definition
eine ausreichende Genauigkeit in Konzentrationsbereichen, bei denen der
Variationskoeffizient unter 10% liegt. Dies wurde bei allen verwendeten Konzentrationen
erreicht (Tab.1.).

Mit der Bestimmung der Reproduzierbarkeit oder ,Inter-Assay Variabilitat® des
Testsystems werden Schwankungen der Messergebnisse bei wiederholten Testungen
konstanter Antigenkonzentrationen an unterschiedlichen Tagen wiedergegeben. Hierfir
wurde eine in Bezug auf den Messbereich der Standardkurve niedrige (6,25 ng/ml),
mittlere (25 ng /ml) und hohe (100 ng/ml) Antigenkonzentration an 5 verschiedenen
Tagen gemessen. Die so erhaltenen Messdaten wurden zur Ermittlung des
Variationskoeffizienten herangezogen. Eine hinreichende Genauigkeit liegt bei
Antigenkonzentrationen vor, deren Variationskoeffizient bei Mehrfachbestimmungen
unter 10 % liegt. Dies wurde, wie aus Tab. 1 ersichtlich, bei allen Anséatzen erreicht.
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Konzentration P-12-LOX 100 ng/ml

Beschichtung IgG 7212, Detektor
7213-POX mAb

Tag 1 2 3 4 5
Mittelwert [n=8] 1,599 | 1,588 | 1,796 | 1,532 | 1,540
Standardabweichung 0,081 | 0,048 | 0,035 | 0,052 | 0,070
Variationskoeffizient [%] 5,0 3,0 2,0 3,4 4,5

Konzentration P-12-LOX 25 ng/ml

Beschichtung IgG 7212, Detektor
7213-POX mAb

Tag 1 2 3 4 5
Mittelwert [n=8] 0,644 | 0,623 | 0,767 | 0,688 | 0,639
Standardabweichung 0,020 | 0,030 | 0,030 | 0,025 | 0,035
Variationskoeffizient [%] 3,1 4,7 3,9 3,7 5,4

Konzentration P-12-LOX 6,25 ng/ml

Beschichtung IgG 7212, Detektor
7213-POX mAb

Tag 1 2 3 4 5
Mittelwert [n=8] 0,219 | 0,221 | 0,292 | 0,249 | 0,240
Standardabweichung 0,010 | 0,010 | 0,011 | 0,007 | 0,013
Variationskoeffizient [%] 4,6 4,7 3,7 29 5,6

Tab.1. Intra- und Interassayvariabilitdt wurde an funf aufeinander folgenden
verschiedenen Konzentrationen bestimmt. Hinreichende
P-12-LOX  wird  bei

Variationskoeffizient unter 10 % erreicht. Dies ist in allen Messungen der Fall.

Tagen mit drei

Genauigkeit der  Bestimmung von einem
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3.2.4. Spezifitat des ELISAs

Zur Uberprifung der Spezifitat wurde ein ELISA mit verschiedenen LOX-Typen
durchgefuhrt. Dafiir wurden mit dem polyklonalen Antikorper 7212 beschichtete Platten
verwendet und mit dem monoklonalen Antikérper 7213 nachgewiesen. Die
verschiedenen LOX-Typen wurden in den Konzentrationen 100 ng/ml, 50 ng/ml, 10
ng/ml und 2 ng/ml auf die Platten aufgetragen. Abb.9 zeigt, dass die verwendeten
Antikorper nur mit P-12-LOX reagierten, und dass die OD bei anderen LOX-Typen im

Bereich des Leerwertes lag.
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0,800

0,600

OD (450 nm)

0,400 -

0,200 -
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P-12-LOX 5-LOX 15-LOX-1 15-LOX-2 r15-LOX 12R-LOX eLOX3

‘n 2 ng/ml B 10 ng/ml O 50 ng/mi O 100 ng/mi ‘

Abb. 9. Testung der Spezifitdt des ELISAs: Es wurde ein ELISA mit
verschiedenen LOX-Typen in vier unterschiedlichen Konzentrationen
durchgefiihrt. Die Mikrotiterplatte wurde mit 7212 1gG beschichtet.
Nachgewiesen wurde mit 7213-POX mAb. Deutlich positive Reaktion bei
P-12-LOX, keine Kreuzreaktivitat der Antikorper mit anderen LOX-Typen.
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3.2.5. Stabilitat der Platten und der LOX-Vorverdiinnungen

Es wurde getestet, wie stabil mit Antikérpern beschichtete Flachbodenmikrotiterplatten
bei der Lagerung sind. Dafiir wurden Platten mit dem polyklonalen Antikorper 7212
beschichtet und eine Woche bei 4°C und 37°C gelagert. AnschlieBend wurde eine Platte
mit dem Antikorper frisch beschichtet. Daraufhin wurde sowohl mit den gelagerten
Platten als auch mit der frisch beschichteten Platte ein ELISA durchgefiihrt. Wie in
Abb.10 ersichtlich, war kein deutlicher Unterschied der Signale zwischen den

unterschiedlich gelagerten Platten feststellbar.

Mit Antikorpern beschichtete Flachbodenmikrotiterplatten kdnnen demnach im Kuhl-

schrank und auch bei hoheren Temperaturen bis mindestens 37°C stabil gelagert werden.

1,400

——4°C
—=&—37°C

OD (450 nm)

—a—frisch

0 20 40 60 80 100
Konzentration P-12-LOX (ng/ml)

Abb.10. Im Stabilitatstest wurden mit 7212 1gG beschichtete Platten eine
Woche bei 4 °C und 37 °C gelagert und anschlieBend P-12-LOX in
unterschiedlichen Konzentrationen auf die Platten aufgebracht. Der
Nachweis wurde mit 7213-POX mAb geflihrt. Es zeigten sich keine
erniedrigten Werte der gelagerten Platten gegeniiber den frisch

beschichteten Platten.
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3.2.6. Stabilitat des P-12-LOX Standard

Um die Stabilitdt von LOX-Vorverdinnungen bei Lagerung in verschiedenen Puffern zu
testen, wurden vier verschiedene Vorverdinnungen (100 pg/ml, 10 pg/ml, 1 pg/ml und
0,1 pg/ml) von P-12-LOX in normalem Assaypuffer und in HRP-Stabilisierungspuffer
angefertigt. Diese wurden eine Woche im Kihlschrank bei 4 °C gelagert. Zusatzlich
wurde zum Vergleich noch eine Verdinnung von P-12-LOX frisch angesetzt. Alle

Vorverdinnungen wurden anschlieRend auf 100 ng/ml verdinnt.

Es zeigte sich kein Unterschied in den Signalen zwischen den verschiedenen
Lagerungsmethoden und auch kein Unterschied zwischen gelagerten Vorverdinnungen
und einer frisch angesetzten Verdinnung. Daraus l&sst sich schlielen, dass angefertigte
Vorverdinnungen von LOX bei der Lagerung in ELISA-Verdinnungspuffer und HRP-
Stabilisierungspuffer fir mindestens eine Woche stabil sind.

2,000
~ 1,500 u
g O Vorverdiinnung in HRP
@ 1,000 — | @ Vorverdiinnung in Assaypuffer
[a) O frisch angesetzt
© 0,500 -
0,000 +—

1 2 3 4 5

Vorverdinnungen von P-12-LOX:
(1) 100 pg/ml, (2) 10 pg/ml, (3) 1 pg/ml,
(4) 0,1 pg/ml  (5) frisch angesetzt

Abb.11. Anfertigung von vier verschiedenen Vorverdinnungen von P-12-LOX in HRP und
Assaypuffer. Nach einer Woche Lagerung bei 4 °C wurden alle Vorverdiinnungen auf 100
ng/ml verdiinnt und zusétzlich eine frische Verdiinnung angesetzt. Im ELISA wurden diese
Verdiunnungen mit 7212 1gG beschichteten Platten gemessen. Detektiert wurde mit 7213

mADb. Es wurde keine Erniedrigung in der Signalstarke festgestellt.
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3.2.7. Wiederfindung der P-12-LOX

Um zu klaren, welchen Einfluss die Probenmatrix Plasma auf den Antigennachweis
nimmt, wurden Plasmaproben, in denen mit Hilfe des ELISAs keine P-12-LOX
nachweisbar war, verwendet. Dies geschah in der Absicht fortlaufende Verdiinnungen
von P-12-LOX in Plasmaltsung herzustellen, anstatt wie sonst in Verdinnungspuffer der
Assays. Aus Abb. 12 geht hervor, dass nur eine geringe Abnahme von 0,2 OD in der
Signalstarke vorliegt. Die Extinktion nahm bei diesem Versuch dementsprechend um 13
% ab. Die Probenmatrix hatte darliber hinaus keinen Einfluss auf die Linearitat der
Standardkurve. Das nicht beeinflusste Linearitatsverhalten der Standardkurve erlaubt
gegebenenfalls eine Korrektur der verdnderten Extinktionswerte durch einen
entsprechenden Korrekturfaktor. Mit dessen Hilfe koénnten dann die durch die
Probenmatrix Plasma beeinflussten Messdaten an die tatsachliche P-12-LOX-

Konzentration angepasst werden.
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2,000 A

—— 12-LOXin
Assayverdinnungspuffer

—8— 12-LOX-Verdinnung im
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1,000 +
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0,000 - T ‘ ‘ ‘ :
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Abb. 12. Einfluss der Probenmatrix Plasma auf den Nachweis von P-12-LOX: P-12-LOX-
Verdinnung in Assaypuffer verglichen mit P-12-LOX-Verdinnung in Plasma. Es zeigte sich
eine Abnahme der Extinktion um 13 % bei der Verdinnung in Plasma. Die Linearitat der

Standardkurven wurde gewahrt.
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3.2.8. Messung von plattchenfreiem Plasma (PFP) und plattchenreichem Plasma (PRP)

Es wurde ein ELISA mit plattchenfreien Plasmaproben (PFP) von Normalpersonen in der
Verdinnung 1:100 durchgefihrt. In diesen Proben konnte P-12-LOX nicht eindeutig

nachgewiesen werden (Abb.13).

I PFP in der Verdinnung
1:100

—eo— Leerwert

OD (450 nm)

123456 7 8 910111213141516171819

verschiedene PFP von Normalpersonen

Abb. 13. PFP von Normalpersonen wurde in der Verdiinnung 1:100 im ELISA getestet. Es

konnte kein deutliches Signal gemessen werden.

Abb.14 zeigt einen ELISA mit plattchenreichem Plasma (PRP), welches in den
Verdunnungsstufen 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000 untersucht wurde. Insbesondere in
der Verdinnungsstufe 1:10 konnte ein deutliches Signal gemessen werden und somit P-

12-LOX nachgewiesen werden.
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PRP-Verdunnung

Abb. 14. PRP wurde in 4 verschiedenen Verdinnungsstufen auf 7212
1gG beschichtete Platte gegeben. AnschlieBend wurde mit 7213-POX
mADb detektiert. Insbesondere bei der Verdinnung 1:10 konnte ein

deutliches Signal gemessen werden.
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Um zu untersuchen, ob ein Unterschied bei Verwendung verschiedener
Gerinnungshemmer im Blutrohrchen feststellbar ist, wurde von zwei Personen Natrium-
Citrat-, EDTA- und Heparin-Blut sowie Serum gewonnen. AnschlieBend wurde jedes
Réhrchen unterschiedlich hoch zentrifugiert (10 min bei 150 g, 15 min bei 2000 g und 5
min bei 15000 g). Das Serum wurde 10 min bei 2000 g zentrifugiert. Die Plasmen bzw.

das Serum wurde jeweils 1:100 verdiinnt im ELISA getestet.

Aus Abb.15 geht hervor, dass P-12-LOX nur im Plasma nachweisbar war, wenn es
niedrig zentrifugiert wurde, d.h. nur wenn Pl&ttchen vorhanden waren. Der Nachweis von
P-12-LOX in Natrium-Citrat-Plasma war am besten, gefolgt von EDTA-Plasma. Im
Serum von Normalpersonen war kein P-12-LOX nachweisbar. Die im niedrig
zentrifugierten Natrium-Citrat-Plasma nachgewiesene Menge an P-12-LOX entsprach 8,2

ng/ml.
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Abb. 15. ELISA mit Natrium-Citrat-, Heparin- und EDTA-Plasma, welches jeweils auf drei
unterschiedlichen Stufen zentrifugiert wurde. P-12-LOX war am besten nachweisbar in niedrig

zentrifugiertem Natrium-Citrat-Plasma.
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Da Lipoxygenasen v.a. im Zellinneren lokalisiert sind, wurden Plattchenlysate aus PRP
untersucht, indem die Thrombozyten in PRP mit verschiedenen Detergenzien (PBS,
Tween-20 und Triton-X-100) lysiert wurden. Das mit Detergenzien behandelte PRP
wurde in den Verdinnungen 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000 untersucht. Aus der
Abb.16 ist ersichtlich, dass am meisten P-12-LOX in mit Triton-x-100 lysierten Plattchen

nachgewiesen werden konnte.

2,000
1,800 -
1,600 1
1,400 -
E 1,200 B PES
8 1,000 - B T-x-100
8 0,800 - O Tween 20
0,600 -
0,400 -
0,200 1
0,000 M =
1:10 1:100 1:1000 1:10000

Verdiinnung der Pléattchenlysate

Abb. 16. PRP in 4 unterschiedlichen Verdiinnungen wurden mit PBS,
Triton-X-100 und Tween 20 lysiert und auf mit 7212 1gG beschichtete
Platten gegeben. Detektiert wurde mit 7213-POX mAb. Am meisten P-

12-LOX war in mit Triton-x-100 lysierten Plattchen nachweisbar.
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Plattchenlysate wurden darlber hinaus auch durch Zellaufschluss mittels eines
Ultraschallnomogenisators hergestellt. Hierfur wurden gleiche Mengen PRP mit Tris-
EDTA-Puffer vermischt. AnschlieRend wurden die Zellen mit Hilfe des
Ultraschallnomogenisators lysiert. Nach Zentrifugation wurden fortlaufende 1:2er
Verdinnungen des Uberstandes hergestellt und im ELISA gemessen. Wie in Abb.17
dargestellt, konnte P-12-LOX in den aufgeschlossenen Zellen mittels ELISA
nachgewiesen werden und hierbei eine anndhernd lineare Abnahme der P-12-LOX

ermittelt werden.

0,600
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Verdinnung der Plattchenlysate

Abb. 17. Thrombozytenaufschluss aus Plasma mit Hilfe eines
Ultraschallhomogenisators: Die gewonnenen Plattchenlysate wurden in
einer seriellen 1:2 Verdiinnung auf mit 7212 1gG beschichtete Platten
gegeben. Detektion erfolgte mit 7213-POX mAb. Anndhernd lineare

Abnahme der Reaktion.
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Zur weiteren Charakterisierung des in Thrombozyten enthaltenen Antigens wurde eine
Immunprazipitation durchgefiihrt. P-12-LOX wurde mit Hilfe von Antikérpern und
Protein G Sepharose aus dem Gemisch heraus prazipitiert und anschlieBend in einer SDS-
PAGE unter denaturierenden Bedingungen nachgewiesen. Zusétzlich zu der immun-
prazipitierten P-12-LOX, wurden Thrombozyten lysiert (Ultraschallhomogenisator) und

auf das Gel aufgetragen.

P-12-LOX wurde mit Hilfe der Immunprazipitation im GréRenbereich von 78 kDa
nachgewiesen (Abb.18). Die Farbreaktion war dabei bei dem monoklonalen Primar-
Antikorper 7225 und POX-markiertem Sekundar-Antikorper Ziege-anti-Maus 1gG
stérker als bei der Kombination aus dem polyklonalen 7212 und POX-markiertem Ziege-
anti-Kaninchen 1gG. Geringer war das Signal bei Thrombozyten aus PRP ohne

Immunprazipitation.

Abb. 18. SDS-Page mit immunprazipitierter P-12-LOX (1) und mit Plattchenlysaten (2). Als Fanger-AK
dienten 7225 mAb und 7212 1gG. Der Nachweis erfolgte mit Ziege-anti-Kanichen und Ziege-anti-Maus
IgG. Ein deutliches Signal fand sich im Bereich von 78 kDa.
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3.2.9. Messung von P-12-LOX in xenotransplantierten Brustkrebszellen

Um zu untersuchen, ob P-12-LOX auch in Gewebeproben nachweisbar ist, wurden
Extrakte von humanen xenotransplantierten Tumoren untersucht. Das Gewebe stammte
von Mausen, denen menschliche Brustkrebszellen (MDA-MB231) transplantiert worden
waren (Referenzmaterial American Diagnostica GmbH Lot No. 281107). 50 ul Zelllysat
wurde 1:5 in PBS mit 0,05 % Tween verdlnnt. Im ELISA konnte ein deutliches Signal
festgestellt werden. Die gemessene Menge P-12-LOX im Zelllysat entsprach einer

Konzentration von 8,6 ng/ml.
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Abb. 19. Untersuchung humaner xenotransplantierter Brustkrebszellen im ELISA. P-12-LOX
wurde in unterschiedlichen Konzentrationen auf eine mit 7212 1gG beschichtete Platte gegeben.
Das lyophilisierte Zelllysat wurde 1:5 in PBS mit 0,05 % Tween verdunnt und ebenfalls auf die
Platte aufgetragen. Der Nachweis erfolgte mit 7213-POX mAb. P-12-LOX konnte eindeutig im

Zelllysat nachgewiesen werden.
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3.3. Nachweis von P-12-LOX mit Hilfe der Durchflusszytometrie

Um P-12-LOX durchflusszytometrisch nachweisen zu koénnen, wurde zundchst die

optimale Probenvorbereitung ermittelt.

Wurden die Thrombozyten direkt, ohne Fixieren und ohne Vorbehandlung mit den
Antikorpern inkubiert, war keine Anfarbung von P-12-LOX mdglich. Da Lipoxygenasen
im Zellinneren lokalisiert sind, mussten die Zellen zunéchst permeabilisiert werden. Dies

geschieht durch die Zugabe von Detergenzien wie beispielsweise Saponin.

Erst nach Zugabe von Saponin konnten die Antikérper an das intrazellulére Protein

binden. Mit 0,25 % Saponin wurden die besten Ergebnisse erzielt.

Aullerdem mussten die Zellen vor der Saponin-Behandlung fixiert werden. Ohne
Fixierung wurden die Zellen lysiert und waren nicht mehr als distinkte Population vom

Zelldebris abgrenzbar.

ADbb.20 zeigt die indirekte Farbung mit dem polyklonalen anti-P-12-LOX I1gG 7212.
Detektiert wurde mit einem FITC-markierten anti-Kaninchen-Antikérper. Als
Isotypkontrolle diente unspezifisches Kaninchen-1gG. Es konnte eine positive Reaktion
erkennbar als Verschiebung der Starke des Fluoreszenzsignals nach rechts im
Histogramm festgestellt werden.
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Abb. 20. Indirekte Farbung mit dem polyklonalen anti-P-12-LOX I1gG 7212: Im Dot-Plot ist die
Thrombozytenpopulation sichtbar. Der Nachweis erfolgte mit FITC-markiertem anti-Kaninchen-AK. Als
Isotypkontrolle diente ein unspezifisches Kaninchen-1gG. Es ist eine deutliche Verschiebung des

Fluoreszenzsignals nach rechts infolge Verstarkung feststellbar.
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In Abb.21 sind die Histogramme nach Farbung mit den monoklonalen Antikdérpern 7213,
7225 und 7228 zu sehen. Der Nachweis erfolgte mit einem PE-markiertem anti-Maus-
Antikorper. Es wurde eine Isotypkontrolle sowie eine Positivkontrolle (Thrombozyten-
spezifischer Marker CD41a) mitgefiihrt. Im Vergleich zur Isotypkontrolle (nur geringe
Fluoreszenz) zeigte sich bei allen drei Antikérpern eine deutliche Verschiebung des
Fluoreszenzsignals, wobei bei Antikdrper 7228 zudem eine starker positive Population

sichtbar war.

Abb. 21. Farbung mit den monoklonalen Antikorpern 7213, 7225 und 7228: Im Dot-Plot ist die
Thrombozytenpopulation mit einem Analysefenster eingegrenzt. Detektiert wurde mit PE-markiertem anti-
Maus-AK. Es wurde eine Isotypkontrolle sowie eine Positivkontrolle (CD41a) mitgefuhrt. Bei allen drei
AK zeigt sich eine Verschiebung des Fluoreszenzsignals nach rechts. Bei Ak 7228 ist zudem eine starker

positive Population sichtbar.
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In einem weiteren Versuch wurde eine Doppelfarbung mit dem polyklonalen anti-P-12-
LOX 1gG (7212) und dem Thrombozyten-spezifischen Marker CD4la durchgefiihrt.
Nach der dblichen Probenvorbereitung wurde zuerst mit 7212 1gG (oder einem
unspezifischen Kaninchen-IgG als Isotypkontrolle) und dann mit FITC-markiertem anti-
Kaninchen-Antikorper gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert und der
zweite Férbeschritt durchgefihrt. Hierzu wurde zundchst mit dem anti-CD41a Antikorper
und anschlieBend mit PE-markiertem anti-Maus-Antikorper gefarbt. Im Vergleich zur
Isotypkontrolle zeigte sich sowohl bei der Farbung mit CD41a als auch bei der Féarbung
mit 7212 1gG eine Verschiebung des Fluoreszenzsignals nach rechts im Histogramm.
Dies entspricht einer positiven Reaktion. Im Dotblot wird deutlich, dass ca. 38% der

CD41a-positiven Thrombozyten 12-Lipoxygenase exprimieren.

Abb. 22. Doppelfarbung mit anti-P-12-LOX IgG 7212 und dem thrombozyten-spezifischen Marker CD41a:
Als Isotypkontrolle diente ein Kaninchen-Normal 1gG (gestrichelte Linie). Der Nachweis erfolgte mit
FITC-markiertem anti-Kaninchen-AK bzw. mit PE-markiertem anti-Maus-AK. Nahezu die gesamte
Thrombozyten-Population (96 %) war CD41la-positiv, ca. 38 % dieser Zellen exprimierte zudem P-12-
LOX.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit sollte ein sog. Sandwich-ELISA zum Nachweis von P-12-LOX mit Hilfe
eines Antikorperpaares entwickelt werden. P-12-LOX sollte in Korperflissigkeiten und
Gewebeextrakten mittels eines ELISAs nachgewiesen werden. Im Rahmen der
Entwicklung des ELISAs sollten die verwendeten Antikorper weiter charakterisiert
werden. Dies erfolgte mit Hilfe eines Western Blots.

Aulerdem sollte getestet werden, ob P-12-LOX mittels Durchflusszytometrie in

Thrombozyten nachgewiesen werden kann.

4.1. Entwicklung des P-12-LOX Enzym Immuntests (ELISA) und

Charakterisierung der hierfur verwendeten Antikorper

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte ELISA und die dabei verwendeten
mono- und polyklonalen Antikérper wurden im Hinblick auf verschiedene Eigenschaften

ausfihrlich charakterisiert.

Mit den Antikdrpern gegen P-12-LOX wurden zunéchst verschiedene Kombinationen im
ELISA getestet. Sie mussten eine hohe Affinitat fir P-12-LOX aufweisen, um sie als
Fanger fir die P-12-LOX aus dem Blut einsetzen zu kdnnen. Dartiber hinaus musste eine
Paarbildung maoglich sein. Hierbei wurde eine Antikdrperkombination fiir die weiteren
Versuche ausgewahlt, die ein besonders gutes Signal erzeugte. Es handelt sich hierbei um
den polyklonalen Antikérper 1gG 7212 zur Beschichtung der Platte und den
monoklonalen Antikdrper 7213-POX mADb als Nachweis-Antikérper. Die Eignung dieser
Antikorper ist moglicherweise darauf zurlick zu fuhren, dass diese unterschiedliche
Epitope der Zielmolekile erkennen. Dies bleibt aber zum gegenwartigen Zeitpunkt eine

Vermutung, da keine weiteren Untersuchungen zur Epitopspezifitat durchgefthrt wurden.

Fur die Durchfihrung des ELISAs mussten geeignete Beschichtungspuffer,
Blockierungspuffer, Verdunnungspuffer sowie Substrate und Stopplésungen ausgewahlt
werden. Dabei war es wichtig, dass mit Antikdrpern beschichtete Mikrotiterplatten auch

bei Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen stabil waren. Die besten Ergebnisse

50



wurden erzielt bei Beschichtung mit Carbonatbeschichtungspuffer, Blockierung mit
Liquid Plate Sealer, Verdinnung mit Assayverdunnungspuffer von Virotech oder PBS
mit 0,05 % Tween. Das Substrat wurde von der Firma Virotech in Verbindung mit
Citratstopplésung verwendet, da sich bei der Kombination aus TMB von der Firma

American Diagnostica mit H,SO, Stopplésung bei hoher OD ein Prézipitat bildete.

Bei den erarbeiteten Bedingungen handelt es sich um durchaus unter
Routinebedingungen verwendbare Protokolle und Reagenzien, weshalb die Anwendung
des ELISAs in der Routinediagnostik denkbar ist.

Die Sensitivitat des Testsystems wurde bestimmt, indem die untere Nachweisgrenze
ermittelt wurde. Fur die Bestimmung der unteren Nachweisgrenze wurde der folgende
experimentelle Ansatz gewahlt: aus 8 Leerwerten wurde der Mittelwert herangezogen.
Die untere Nachweisgrenze wird als dreifache Standardabweichung tiber dem Mittelwert
des Leerwertes angegeben (Shah et al. 2000). Mit Hilfe dieser Methode wurde ein Wert
von 0,6 ng P-12-LOX/ml ermittelt. Dieser Wert sichert eine zufrieden stellende

Sensitivitat des Testsystems.

Die Intra-Assay Variabilitdt wurde untersucht, um den Bereich festzulegen, in dem
ausreichend préazise Messungen maglich sind. Dafiir wurden drei verschiedene P-12-
LOX-Konzentrationen (100 ng/ml, 25 ng/ml, 6,25 ng/ml) 8 mal gemessen. Eine
hinreichende Genauigkeit liegt nur in Konzentrationsbereichen mit
Variationskoeffizienten unter 10 % vor (Shah et al. 2000). Diese Voraussetzungen waren
bei den untersuchten ELISAs jeweils fir den Konzentrationsbereich von 6,25 ng/ml bis
100 ng/ml erftillt.

Durch die Bestimmung der Reproduzierbarkeit oder ,Inter-Assay Variabilitat” des
Testsystems wurden Schwankungen der Messergebnisse bei wiederholten Testungen
konstanter Antigenkonzentrationen (100 ng/ml, 25 ng/ml, 6,25 ng/ml) an 5
unterschiedlichen Tagen wiedergegeben. Auch hierbei lag eine hinreichende Genauigkeit
bei allen verwendeten Antigenkonzentrationen vor, da der Variationskoeffizient nie tber
10 % lag (Shah et al. 2000).
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Ein wichtiges Kriterium war die Spezifitat des Tests bzw. der Antikdrper. Besondere
Beachtung fand hierbei die Spezifitdt der verwendeten monoklonalen Antikorper, da
deren epitop-spezifische Antigenerkennung im wesentlichen die Spezifitat der
Testsysteme bedingt (Luttmann et al., 2004). Die Spezifitat der Antikdrper gegen P-12-
LOX wurde mittels Immuno-Blot Uberpriift. Die Reaktivitat der Antikérper wurde mit
12-LOX, 5-LOX, 15-LOX-1, 15-LOX-2, r15-LOX, eLOX und 12R-LOX getestet.
Keiner der eingesetzten Antikorper zeigte eine Kreuzreaktion mit anderen Typen von
LOX.

Bei der Nativgelelektrophorese konnte festgestellt werden, dass der im ELISA gut
funktionierende mAb 7213 nur eine geringe Reaktion mit P-12-LOX zeigte. Der mAb
7225 erzeugte hingegen ein starkeres Signal. Eine Erklarung waére, dass durch die
Gelelektrophorese die Konformation der Proteine gedndert wird. Die Nativ-
gelelektrophorese findet zwar nicht unter denaturierenden Bedingungen jedoch aber unter
reduzierenden Bedingungen statt. Erkennt ein Antikorper nun ein spezifisches Epitop der
Tertidrstruktur eines Proteins, so kann es sein, dass dieses Epitop bei der Auftrennung der
Proteine nicht mehr vorhanden ist. Darlber hinaus ist bei der Wahl des Antikorpers zu
bedenken, dass dieser unter Umstéanden nur eine Form — die native oder die denaturierte —
des Proteins erkennt. Die Aktivitat der P-12-LOX ist auBerdem davon abhangig,
inwiefern sie Multimere oder Aggregate bildet. Natirlicherweise kommt sie nicht als

Monomer vor.

Der Einfluss der Probenmatrix Plasma auf die Wiederfindung des Antigens und das
Linearitatsverhalten der Standardkurve wurde geprift. Hierbei war eine geringe
Abnahme der Extinktion von 13 % in Anwesenheit von Plasma feststellbar. Auf die
Linearitat hatte diese Probenmatrix jedoch keinen Einfluss. Eine mogliche Erklarung fur
die geringe Abnahme der Extinktion in Gegenwart von Plasma kdnnte sein, dass es zu
einer Kreuzreaktion von im Plasma enthaltenen Komponenten mit der P-12-LOX kommt.
Der Antikorper kann dann das Enzym nicht mehr im vollen Ausmal} erkennen und
binden. Eine andere Mdglichkeit wére, dass der Antikorper unspezifisch wvon
Komponenten des Plasmas gebunden wird und in weiteren Reaktionsschritten mit

ausgewaschen wird.
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Der Nachweis von P-12-LOX mit Hilfe der ausgewéhlten Antikorper in PFP von
Normalpersonen gelang nicht. Dies konnte dadurch zu erkléren sein, dass P-12-LOX in
Thrombozyten lokalisiert ist. Diese sind jedoch im PFP nicht vorhanden. Zusétzlich muss
bedacht werden, dass das PFP von Normalpersonen stammte und somit auch nicht mit

einem erhohten Vorkommen von P-12-LOX gerechnet werden konnte.

Um dies genauer zu untersuchen, wurde Natrium-Citrat-, EDTA- und Heparinplasma
unterschiedlich stark zentrifugiert: 10 min bei 150 g, 15 min bei 2000 g und 5 min bei
15000 g. Die Plasmen wurden im ELISA getestet. Wie schon zuvor vermutet, wurden die
hdchsten Extinktionswerte erreicht, wenn das Blut auf niedriger Stufe zentrifugiert
wurde. Dadurch waren im Plasma viele Plattchen vorhanden. Am meisten Lipoxygenase

konnte in Natrium-Citrat-Plasma nachgewiesen werden.

In Thrombozytenkonzentrat, welches aus der Blutbank von Heidelberg zur Verfligung
gestellt wurde, konnte P-12-LOX eindeutig nachgewiesen werden. Dies ist durch das
Vorkommen von P-12-LOX in Thrombozyten zu erklaren. Eine starkere Extinktion war
messbar, wenn die Thrombozyten durch unterschiedliche Verfahren (Ultraschall-
homogenisation, Zusatz von Detergenzien) lysiert wurden. Dies unterstutzt die Annahme,
dass P-12-LOX hauptsachlich im Inneren von Thrombozyten lokalisiert ist (Hagmann et
al, 1996) und beim Lysieren ins Plasma Ubergeht bzw. die Antikdrper die Mdglichkeit

haben, das Enzym im Zellinneren zu binden.

Die Fahigkeit der Antikorper, P-12-LOX aus PRP zu binden, wurde zusétzlich durch
Immunprazipitation getestet. Immunprazipitierte P-12-LOX wurde in einer SDS-PAGE

nachgewiesen. Es zeigte sich eine Reaktion im Bereich von 78 kDa.

Bei der im Rahmen der Untersuchung der Spezifitat der Antikorper durchgefihrten
Nativgelelektrophorese fand hingegen eine Reaktion der Antikdrper mit P-12-LOX im
Bereich von 132 kDa statt. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass bei der
Nativgelelektrophorese native, also gefaltete Proteine im elektrischen Feld aufgetrennt
werden. Dabei werden die physiologischen Eigenschaften der aufzutrennenden Proteine
erhalten. Die Trennung der Proteine findet nach GroRe und Struktur statt. Bei der SDS-
PAGE werden Sekundar- und Tertidrstrukturen der Proteine aufgebrochen. Die Proteine

werden hierbei aufgrund ihrer Molekularmasse aufgetrennt. Die unterschiedliche Art und
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Weise der Trennung konnte eine Erklarung sein fir den unterschiedlichen Bereich der

Antikorper-Bindung.

Um zu testen, ob P-12-LOX auch in Gewebeproben mit Hilfe der verwendeten
Antikorper nachweisbar ist, wurde ein ELISA mit Zytosol von Xxenotransplantierten
humanen Brustkrebszellen durchgefiihrt. Es war ein deutliches Signal messbar. Da
hierbei Gewebelysat verwendet wurde, kann keine Aussage gemacht werden, in welchen
Zellen die nachgewiesene P-12-LOX im Gewebe vorlag. Da Tumorgewebe neben
eigentlichen Tumorzellen auch GefaRe mitsamt den darin enthaltenen Blutzellen (auch
Thrombozyten) enthalt, muss die Frage nach dem zellul&ren Ursprung im Tumorgewebe
offen bleiben. Hierzu wéren immunhistologische Untersuchungen hilfreich, bei denen
unter Umsténden die hierbei beschriebenen Antikorper eingesetzt werden konnen. Die
Eignung der Antikoérper fir immunhistologische Untersuchungen muss jedoch in

weiteren Untersuchungen noch geprift werden.

Insgesamt haben die Versuche jedoch gezeigt, dass die bei dieser Arbeit verwendeten
Antikorper nicht nur rekombinante P-12-LOX sondern auch native P-12-LOX aus
Thrombozyten und Gewebe erkennen. Zum Nachweis von nativer P-12-LOX in Plasma
muss PRP verwendet werden. Das Blut misste dementsprechend niedrig zentrifugiert
werden. Es sollten Plattchenlysate verwendet werden, damit die in den PIlattchen
lokalisierte P-12-LOX den Antikorpern zuganglich ist. Diese kénnen mit Hilfe eines
Ultraschallnomogenisators oder auch durch Zusatz von Detergenzien hergestellt werden.
Bei zusétzlich durchgefihrter Immunprézipitation kann die Sensitivitat verstarkt werden,
da es zu einem Konzentrationsanstieg der gebundenen P-12-LOX kommt. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass bei Verwendung von Natrium-Citrat-Blut Lipoxygenase am

besten nachgewiesen werden konnte.

Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten ELISAs steht ein Verfahren zum Nachweis
von P-12-LOX zur Verfugung. Der ELISA ist spezifisch, prézise und reproduzierbar fiir
den Nachweis von P-12-LOX. Die Anwendung dieses Tests unter Routinebedingungen

ist vorstellbar.
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4.2. Nachweis von P-12-L.OX mit Hilfe von Durchflusszytometrie

Beim Nachweis von P-12-LOX mit Hilfe von Durchflusszytometrie mussten geeignete

Bedingungen der Probenvorbereitung gefunden werden.

Da keine direkt mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Antikdrper zur Verfiigung
standen, wurde eine indirekte Farbung mit einem unmarkierten PrimérantikOrper und

einem markierten Sekundéarantikorper durchgefiihrt.

Zuné&chst musste beachtet werden, dass sich P-12-LOX im Zellinneren befindet und somit
die Zellmembran zuerst permeabilisiert werden muss, bevor die Antikorper an das
Antigen binden kénnen. Wichtig hierbei ist, dass die Zellen nicht komplett lysiert
werden, sondern nur deren Zellmembran permeabilisiert wird. Durch die permeabel
gewordene Zellmembran wird den Antikorpern der Zugang in Richtung Antigen erst
ermoglicht. Zur Permeabilisierung werden sog. Detergenzien (Saponin, Triton-X-100)
eingesetzt. So kann eine intrazelluldre Farbung durchgefiihrt werden. Sowohl bei Saponin
als auch bei Triton-X-100 in der Konzentration 0,1 % wurden alle im Blut enthalten
Zellen lysiert. Das Problem ist, dass im Durchflusszytometer nur Zellen gemessen und
erkannt werden. Sollte bei einer zu starken Permeabilisierung bzw. Lysierung der Zellen
die P-12-LOX ins umliegende Plasma austreten, kénnen die sich bildenden Antigen-
Antikorper-Komplexe nicht erkannt und gemessen werden. AuRerdem muss man
bedenken, dass auch Zelltrimmer gemessen werden (Ereignisse) und so nach 10000

Ereignissen nicht automatisch ebenso viele Zellen gemessen wurden.

Bei einer geringen Konzentration Saponin von 0,25 % kommt es lediglich zu einer
Permeabilisierung der Zellen. Sie bleiben in ihrer Struktur groRteils erhalten. Die
Antikdrper kdnnen jedoch ins Zellinnere und dort an ihr Enzym binden.

Die vorhergehende Fixierung der Zellen mit Formaldehyd ist Voraussetzung fir die
nachfolgende Permeabilisierung mit Saponin. So wird das exprimierte Antigen Uber
einen langeren Zeitraum stabil gehalten und dadurch der Antigenverlust moglichst gering
gehalten. Uber den Antigenititsverlust von P-12-LOX kann keine genaue Aussage

gemacht werden.
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Wurde eine Fixierung sowie die Permeabilisierung der Thrombozyten durchgefihrt, so
konnten die Primarantikdrper an P-12-LOX binden und diese durch Zugabe von PE- bzw.
FITC-markierten Sekundérantikdrpern, welche an den Kkonstanten Fc-Teil des

unmarkierten Antikorpers binden, nachgewiesen werden.

Um falsch-positive Ergebnisse zu erkennen, wurden jeweils eine Negativkontrolle sowie
eine Isotypkontrolle mitgefiihrt. Die Negativkontrolle entspricht dabei einem Farbeansatz
ohne Zugabe eines priméren Antikorpers. Hierdurch wird die Eigenfluoreszenz der
Zellen wiedergegeben. Bei der Isotypkontrolle wird hingegen ein unspezifischer primarer
Antikorper desselben Isotyps hinzugegeben. Somit sollten unspezifische Bindungen der
Antikorper, die zu einer falsch-positiven Reaktion flhren, erkannt werden. Als
Isotypkontrolle diente ein unspezifisches Kaninchen-1gG. Als Positivkontrolle diente
CD41a, ein thrombozyten-spezifischer Marker, der sowohl an ruhende als auch an

aktivierte Thrombozyten bindet.

In einem Versuch (Kapitel 3.3., Abb. 19) wurde eine Doppelfarbung mit dem
polyklonalen anti-P-12-LOX IgG (7212) und einem Thrombozyten-spezifischen Marker
durchgefuhrt. Bei beiden Farbungen war im Vergleich zur Isotypkontrolle eine
Verschiebung des Fluoreszenzsignals nach rechts im Histogramm feststellbar. Somit

konnte gezeigt werden, dass eine Doppelfarbung von Thrombozyten moglich ist.

Zusammengefasst kann man sagen, dass der Nachweis von P-12-LOX in Blutproben mit
Hilfe der Durchflusszytometrie bei entsprechender Probenvorbereitung moglich ist.

4.3. P-12-LOX und Krebs

Nach Firstenberger und Mitarbeiter (2006) ist P-12-LOX als Prokarzinogen anzusehen.
Mohammad et al (2006) konnten nachweisen, dass P-12-LOX in Brustkrebszellen
vermehrt exprimiert wird im Vergleich zum normalen angrenzenden Gewebe. P-12-LOX
Uben dariiber hinaus auch wichtige Einflisse bei Prostata- (Timar et al. 2000) und
Hautkrebs (Raso et al. 2004) aus. Produkte P-12-LOX-katalysierter Reaktionen haben tief
greifende Stimulationseffekte auf Krebszellen. Dies wird durch Untersuchungsergebnisse
verschiedener Arbeitsgruppen belegt:
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Von Pidgeon und Mitarbeiter (2003) wurde gezeigt, dass 12-LOX in zwei Krebszelllinien
ZellUberleben und Apoptose reguliert, indem sie die Bildung und Lokalisation von
Vitronectinrezeptor o3 ayf3s beeinflusst. McCabe et al. (2006) stellten fest, dass
Prostatakrebszellen mit erhohter Konzentration von P-12-LOX die VEGF Produktion
stimulieren und dadurch die Angiogenese fordern. Dass VEGF ein zentrales Glied in der
12-LOX stimulierten Tumorangiogenese ist, wurde auch durch Versuche von Nie und
Mitarbeitern (2006) belegt.

Die funktionelle Beteiligung von 12-LOX im Metastasierungsprozess bei Prostatakrebs
wurde durch Timar und Mitarbeiter (2000) nachgewiesen. Dies wurde in einem Versuch
demonstriert, in dem Prostatakrebszellen in vitro mit 12-LOX-Inhibitoren (z.B.
Baicalein) behandelt wurden und dadurch die Ansiedlung von Krebszellen in der Lunge
verhindert wurde. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass 12-LOX in
metastasierenden Prostatakarzinomzellen in einem signifikant hoéheren Ausmaly

exprimiert wird als in nicht-metastasierenden Krebszellen.

Die in der vorgelegten Arbeit beschriebenen Verfahren erlauben Untersuchungen zur
Rolle von P-12-LOX als potentieller Biomarker bei Krebserkrankungen. Dass P-12-LOX
als nutzlicher Biomarker im Rahmen der Friherkennung von Krebs in Epidermiszellen
fungieren konnte, belegen Untersuchungsergebnisse von Winer und Mitarbeitern (2002).
Demnach konnte P-12-LOX vermehrt in dysplastischen Navi und Melanomen im
Vergleich zu normalen humanen Melanozyten bzw. N&vi nachgewiesen werden. P-12-
LOX konnte auch als Risikomarker fiir die Entstehung von Metastasen Anwendung
finden. Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Konzentration von 12-LOX in humanen
Hauttumoren ein hohes Risiko fiir die Entwicklung von Metastasen darstellt (Raso et al.
2004).

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Antikoérper und Nachweisverfahren
(ELISA und Durchflusszytometrie) erganzen das methodische Repertoire fir
wissenschaftliche Untersuchungen zur Rolle von P-12-LOX in der Pathophysiologie von

Krebserkrankungen.
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Daruber hinaus erlauben die Untersuchungsergebnisse von Piao und Mitarbeitern (2008)
die Schlussfolgerung, dass der P-12-LOX-Stoffwechselweg ein effektiver Angriffspunkt
fiir die Chemoprévention bei der Entstehung von Hautkrebs darstellen konnte.

In einer aktuellen Arbeit beschreiben Zeeneldin und Kollegen (2009), dass das
krankheitsfreie Uberleben bei Patientinnen mit Brustkrebs hoher war in Patientinnen, die
12-LOX im Tumorgewebe berexprimierten. Dies steht offensichtlich im Widerspruch zu
den eingangs genannten Hypothesen einer pro-karzinogenen und ggf. auch
metastasenférdernden Wirkung von P-12-LOX. In den Untersuchungen von Zeeneldin
und Kollegen wurden allerdings keine antikorpergestitzen Verfahren eingesetzt, sondern
eine PCR zum Nachweis von P-12-LOX-spezifischer mMRNA. Hier wére es interessant zu
untersuchen, ob sich eine &hnliche Korrelation finden l&sst, wenn der P-12-LOX-
Nachweis auf Proteinebene gefiihrt wird. Entsprechende Untersuchungen sind unter

Verwendung des hier vorgestellten ELISA Tests in VVorbereitung.
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5. Zusammenfassung

P-12-LOX gehort zur Gruppe der Dioxygenasen und Kkatalysiert die Reaktion von
Arachidonséure zu 12-HETE. P-12-LOX wird bei verschiedenen Krebserkrankungen
vermehrt exprimiert. Es liegen Hinweise vor, dass Produkte von P-12-LOX-katalysierten
Reaktionen eine Rolle bei Tumorentwicklung, Tumorwachstum und Metastasierung
spielen. Bisher gab es keine Mdglichkeit, P-12-LOX mit Hilfe eines routinefdhigen
Verfahrens, z.B. eines ELISA, nachzuweisen. Grund hierfir war das Fehlen eines

geeigneten Antikorperpaares fir P-12-LOX.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein ELISA-Test zum Nachweis von P-12-LOX in
Korperfllssigkeit und Gewebeextrakten entwickelt. Der Test wurde auf seine Eignung

fiir den quantitativen Nachweis von P-12-LOX gepruft.

Daruber hinaus wurde untersucht, ob P-12-LOX mittels Durchflusszytometrie in

Thrombozyten nachgewiesen werden kann.

Die Spezifitat von anti-P-12-LOX Antikérpern wurde detailliert untersucht. Mit Hilfe
zweier ausgesuchter Antikorper (polyklonaler Antikorper IgG 7212 und monoklonaler
Antikorper 7213 mAb) wurde ein sog. ,,Sandwich-ELISA* aufgebaut. Der ELISA hat
eine ausreichende Sensitivitit und Genauigkeit fir den Einsatz unter
Routinebedingungen. Der ELISA wird durch die Probenmatrix ,,Plasma* praktisch nicht

beeinflusst und kann zur Quantifizierung von P-12-LOX in Plasma eingesetzt werden.

Nach Permeabilisierung mittels Detergenzbehandlung ist es mit den charakterisierten
Antikdrpern  moglich, P-12-LOX in  Thrombozyten  durchflusszytometrisch

nachzuweisen.
Der entwickelte ELISA-Test ist eine geeignete routinefahige Methode zum Nachweis von

P-12-LOX. Auch die Durchflusszytometrie ermdoglicht einen Nachweis von P-12-LOX

unter Routinebedingungen.

59



Zusammengefasst erlauben die in der vorgelegten Arbeit beschriebenen Verfahren
Untersuchungen zur Rolle von P-12-LOX als Biomarker unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen.
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5. Summary

P-12-LOX constitutes a group of dioxygenases. It catalyses the reaction of arachidonic
acid yielding 12-HETE. Elevated levels of p-12-LOX are expressed in a variety of
tumors. There is evidence that products of the p-12-LOX-catalysed reactions play a role
in tumor development, tumor growth and metastatic potential. Up to now the detection of

p-12-LOX with routine methods, such as for example ELISA, was not feasible.

In this dissertation, an ELISA-test for the detection of p-12-LOX in body fluids and
tissue extracts has been developed and checked for its ability to quantitate p-12-LOX.

Moreover, it has been explored whether p-12-LOX can be detected in platelets by flow

cytometry.

Reactivity and specificity of several anti p-12-LOX antibodies was explored in detail. By
using two selected antibodies (polyclonal antibody 7212 and monoclonal antibody 7213)
a sandwich-ELISA-test was established. Sensitivity and precision of the ELISA were
found to be sufficient for routine conditions. Moreover, basic reactivity of the ELISA-test
was not found to be affected by the sample matrix plasma. In conclusion the ELISA can

be used for quantification of p-12-LOX in blood plasma.

Anti p-12-LOX antibodies were also used for flow cytometry. A staining procedure with
a permeabilization step was developed that allows detecting intracellular p-12-LOX in

platelets by flow cytometry.
Taken together, the methods developed in this dissertation are important tools for

research on the role of p-12-LOX as a biomarker under physiological und pathological

conditions.
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