
Veronika Huber  0102963 

  Seite 101 10.01.2010 

5.2.3.1 Immunisierung mit DnaJ-Lap2α und Tests der 
generierten Seren 

Pro Antigen wurden 5 Tiere immunisiert, nämlich 2 Mäuse des Genotyp balb-c, 2 RBF-

Mäuse sowie ein Kaninchen. 

Nachdem von allen Tieren 3 Antisera verfügbar waren (präimmun, 1. und 2.), wurden diese 

im Westernblot auf das Vorhandensein spezifischer Lap2α Ak getestet: 

 
Abbildung 58: Westerndetektion durch die Antiseren (1:1000) nach der Immunisierung mit DnaJ-Lap2α 
–WT. Bei der Inkubation mit den Kaninchenseren wurde fälschlich anti-Maus-HRP verwendet. 
Verdünnung des monoklonalen 3A3 1:200, 7,5% SDS-PAA-Gel 

 
Abbildung 59: Westerndetektion durch die Antiseren nach der Immunisierung mit DnaJ-Lap2α –R690C. 
Verdünnung der Mausseren 1:1000, monoklonaler 3A3 1:200, 7,5% SDS-PAA-Gel 
 
Die Immunisierung verlief mit unterschiedlichen Ergebnissen, aber im Allgemeinen nicht so 

erfolgreich wie die HBc-Ag -Immunisierung. Hier war primär das hohe Maß an 
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unspezifischen Banden, die sich bei dem Westernblot mit den Antiseren dieser 

Immunisierung zeigten, auffällig. 

Bei der Immunisierung mit dem –WT Protein (Abb. 58) zeigten alle Tiere unterschiedlich 

starke, aber Lap2α -spezifische Reaktionen, trotz der zahlreichen Hintergrundbanden. Bei 

der Analyse des Kaninchenserums wurde der falsche sek. Ak eingesetzt (anti-Maus-HRP), 

trotzdem war ein LAp2α -spezifisches Signal erkennbar, was auf die Kreuzreaktion zwischen 

sekundärem anti-Maus und anti-Kaninchen IgG zurückzuführen war. Bei den Mäusen war 

vor allem bei den RBF -Mäusen im ersten Antiserum ein starkes Signal sichtbar. Die balb-c 

Mäuse lagen deutlich darunter. Die balb Maus 2 hatte in beiden Antiseren ein schwaches 

Signal und konnte diesen auch im Zeitraum zwischen erstem und zweitem Antiserum nicht 

steigern. Die balb Maus 1 zeigte bei beiden Antiseren ein vergleichbares Signal, das aber im 

Vergleich zur balb Maus 2 stärker war. 

Bei den Tieren die mit DnaJ-Lap2α -R690C immunisiert wurden (Abb. 59) zeigte in erster 

Linie das Kaninchen eine gute Immunreaktion auf das injizierte Antigen. Bei den Mäusen 

waren nur im 2. Antiserum der RBF Maus 2 Lap2α -spezifische Signale erkennbar. Allerdings 

konnten die Antiseren der Tiere, die mit der mutierten Form des Antigens immunisiert 

wurden, nur auf einem WT -Lysat getestet werden, da für die mutierte Form nach wie vor 

keine Zelllinie zur Verfügung stand die getaggtes Lap2α R690C exprimierten. 

 

In einer weiteren Testreihe wurden nun die Maus -Antiseren in mehreren Verdünnungen 

(1:1000-1:64000) auf beiden Formen des ungekoppelten Lap2α -Peptids (die letzten 11AS 

aus dem Fusionsprotein) im ELISA -Test getestet um deren Titer zu bestimmen und einen 

Hinweis auf mögliche vorhandene WT- oder R690C- spezifische Antikörper zu bekommen. 

Seren der DnaJ-WT immunisierten Mäuse in 
Vedünnung auf ungekoppelten Peptiden
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Seren der DnaJ-R690C immunisierten Mäuse in 
Verdünnung auf ungekoppelten Peptiden
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Abbildung 60: Resultate des ELISA’s der mittels Excelgrafik ausgewertet wurde; Verdünnung des 
zweiten Antiserums aller DnaJ-Lap2α immunisierten Tiere auf jeweils beiden ungekoppelten Lap2α -
Peptiden. Durchgezogene Linie ist jeweils das Signal auf dem Immunisierungspeptid, die strichlierte Linie 
steht für den Signalverlauf auf dem inversen Peptid. 
 

Die Ergebnisse des Immunoblots konnten überwiegend bestätigt werden. Von den DnaJ –

Lap2α –WT immunisierten Mäusen (Abb.60 a)) gaben mit einer Ausnahme alle Tiere schon 

hier ein Lap2α –WT spezifisches Signal. Die Maus die auch auf Westernstreifen nur ein 

undeutliches Signal gab (balb Maus 2) zeigte hier kein spezifisches Signal. Die Antiseren der 

weiteren Mäuse zeigten ähnlich WT- spezifische Signale. 

Im Gegensatz dazu gab nur eine einzige DnaJ-Lap2α –R690C immunisierte Maus ein Signal 

(wie im Immunoblot RBF Maus 2), jedoch auf der –WT beschichteten Platte. Die Signale auf 

der mit Lap2α –R690C beschichteten Platte zeigten ein deutlich unterschiedliches Muster. 

Weiterhin konnte nur eine der DnaJ-Lap2α –R690C immunisierten Mäuse (RBF Maus 2) ein 

deutliches Signal entwickeln, doch ist diese überraschender Weise niedriger als auf der –WT 

beschichteten Platte. Dieses Ergebnis wurde auf eine unterschiedliche 

Beschichtungskonzentration (geringer für Lap2α-R690C Peptid) zurückgeführt. Dies war 

wahrscheinlich mit Grund, warum die Werte der Antiseren der DnaJ-Lap2α –WT 

immunisierten Tiere auf R690C -Peptid generell niedriger waren. 

Vergleichend wurde auch ein ELISA auf den Immunisierungsantigenen DnaJ-Lap2α –WT 

und –R690C durchgeführt. Hier zeigten alle Mäuse vergleichbare und sehr hohe Titer was 

aber hauptsächlich durch die Immunogenität der DnaJ -Domäne bedingt war (Daten nicht 

gezeigt). 

 

Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wurde für die erste Fusion dieser 

Immunisierungsreihe die DnaJ-Lap2α –WT immunisierte RBF Maus 2 ausgewählt, da deren 
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Antiserum auf dem WT -Peptid den höchsten Titer, auf R690C –Peptid aber das niedrigste 

Signal zeigte. Mit Hinsicht auf die Ergebnisse des ELISA (Abb. 60 a)) zeigte sie die 

spezifischste Immunantwort und gab auch auf den Westenstreifen gute Signale. 

Bei Westerntests späterer Antiseren bestätigten sich die ersten Ergebnisse und keine der 

Mäuse die bis zum 2. Serum keine Lap2α -spezifische Immunantwort entwickelt hatte konnte 

dieses Defizit ausgleichen. 

Die verbleibenden Mäuse mit spezifischem Titer waren also: 

• DnaJ-Lap2α –WT RBFMaus 1 (Lap2α –WT -spezifischer Titer) 

• DnaJ-Lap2α –WT BalbMaus 1 (Lap2α –WT -spezifischer Titer) 

• DnaJ-Lap2α –R690C RBFMaus 2 (Lap2α spezifischer Titer, wahrscheinlich nicht für 

C690) 

Mit den Antiseren dieser drei Mäuse wurde noch ein Depletions -ELISA gemacht um 

genauere Aussagen über die Spezifität des Titers geben zu können. Der Test wurde mit 

einer 1:1000 Verdünnung des 4ten Serums durchgeführt. 

DnaJ-Lap2alpha, 4te Seren der positiv 
getesteten Mäuse 1:1000 verdünnt
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Abbildung 61: Depletions -ELISA der 4ten Seren der Mäuse (in Verdünnung 1:1000) dieser 
Immunisierungsreihe, die einen Lap2α spezifischen Titer entwickeln konnten. R690C immunisierte Maus 
(R690C RBFm2)wurde über Lap2α-WT depletiert (DI-V) und die inverse Kontrolle (INV) auf Lap2α 
R690C durchgeführt. Die Lap2α-WT immunisierten Mäuse (WT-RBF m1 und –balb m1) wurden über 
Lap2α R690C depletiert und die inverse Kontrolle auf Lap2α-WT Peptid ausgeführt. 
 

In fünf Depletions-Schritten (für die Lap2α –WT immunisierten Mäuse auf Lap2α-R690C 

Peptid und für die Lap2α-R690C immunisierte Maus auf Lap2α-WT Peptid durchgeführt) 

erreichten die Signale aller Antiseren einen sehr niedrigen Level nahe dem Hintergrundsignal 

von PBS. Den höchsten Titer auf ungekoppeltem R690C-Peptid zeigte von Anfang an die –

WT balb Maus 1. Auch im inversen Schritt (für Lap2α –WT immunisierte Mäuse auf WT-

Peptid und für Lap2α –R690C immunisierte Maus auf R690C Peptid) stiegen die Signale bei 

allen Antiseren deutlich an. Für alle Mäuse kann also auf punktspezifische Ak geschlossen 
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werden. Das Signal für die –R690C RBF Maus 2 fiel schon im ersten Depletions -Schritt 

stark ab und wurde auch in den Folgenden Schritten nicht wesentlich weiter abgeschwächt. 

Dies wies darauf hin, dass die Konzentraion des Lap2α –spezifischen Ak in diesem Serum 

auf Grund der Verdünnung bereits niedrig war. 

Den höchsten Wideranstieg des Signals beim inversen Schritt zeigte jedoch die –WT balb 

Maus 1, daher wurde diese als nächste für eine Fusion verwendet. 

Wie einführend erwähnt, wurden auch zwei Kaninchen mit den DnaJ-Lap2α 

Fusionsantigenen immunisiert. An den Lap2α spezifischen Titer der Antiseren der Kaninchen 

aus Abb.58 und 59 änderte sich bei fortschreitender Immunisierung nichts. 

5.2.3.2 Fusionen mit DnaJ-Lap2α immunisierten Mäusen 

Wie beschrieben wurde die erste Fusion mit der DnaJ -Lap2α –WT immunisierten RBF Maus 

2 gemacht. Deren Antiserum zeigte die höchste und spezifischste Immunantwort. 

In einem Verhältnis von 1:1 wurden die Milzzellen mit den X63-Myelomzellen fusioniert. 

Ausgetropft wurde die Fusion auf 10x 24-Well-Platten. 

Der anschließende ELISA wurde parallel auf ungekoppeltem –WT als auch –R690C Peptid 

durchgeführt, um Hinweise auf Klone mit Lap2α WT –spezifischen Ak zu erhalten (Werte 

nicht gezeigt). Auffällig war, dass die meisten Klone auf WT -Peptid im Durchschnitt höhere 

Signale gaben als auf R690C –Peptid. Auch das letzte Antiserum dieser Maus gab auf dem 

Lap2α -WT Peptid ein höheres Signal, was ja Voraussetzung für die Auswahl der Maus für 

die Fusion war. Jedoch könnte dies auch auf eine unterschiedliche 

Beschichtungskonzentration zurückgeführt werden, doch das polyklonale Kontrollserum 

(generiert gegen die vollständige Lap2α –WT Sequenz und zur Verfügung gestellt vom Labor 

von Roland Foisner) schloss einen solchen Unterschied in der Beschichtungskonzentration 

aus, da die Werte dieses Serum auf beiden Peptiden vergleichbar waren (ELISA -Daten 

nicht gezeigt). 

 
Abbildung 62: Westernblotanalyse der ELISA –positiven Mischklone der Fusion DnaJ-WT RBFMaus 2. 
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Klone 1:10 verdünnt, Seren 1:1000, polyklonales Serum (Lab. Roland Foisner) 1:300 000 auf einem HeLa 
Zelllysat mit exogenem mRFP-Lap2α –WT (7,5% SDS-PAA-Gel) 
 

Die Überstände der Klone 1A4 und 1A6 zeigten im ELISA Signale auf beiden Peptiden (WT 

als auch R690C) auf Hintergrundniveau und wurden als Negativkontrolle verwendet. 

Interessanterweise enthielt aber der Klon 1A6 trotzdem Lap2α -spezifische Ak und zeigte 

Banden auf dem HeLa mRFP-Lap2α –WT Lysat. Die Klone mit den stärksten Signalen 1C6, 

3A3 (prädominante Erkennungsbande knapp unterhalb des endogenen Lap2α), 4C6 (zeigt 

mehrere Hintergrundbanden), 7D4 und 9B3 wurden eingefroren. Der Mischklon 9A2 wurde 

zur Einzelklonisolierung weiter verdünnt, da er das stärkste und das Signal mit den 

wenigsten Hintergrundbanden zeigte (Abb. 62). Im Allgemeinen korrelierten die gemessenen 

ELISA –Werte (Werte nicht gezeigt) mit den Westernsignalen wieder nur bedingt (gewählte 

Negativkontrolle 1A6 enthielt Lap2α spezifische Ak, die in der Westernblotanalyse Signale 

zeigten). 

Beim ELISA der Verdünnung von 9A2 konnten keine positiven Signale mehr gemessen 

werden (Werte nicht gezeigt). Auch der Test von ELISA negativen Pools auf Westernstreifen 

führte zu keinen positiven Ergebnissen. 

 

Für die zweite Fusion wurde die Maus DnaJ- Lap2α –WT Balb Maus 1 ausgewählt. Auch hier 

wurden in Vorversuchen (Depletions –ELISA) WT -spezifische Ak im Antiserum 

nachgewiesen. Diese Fusion wurde in einem Verhältnis von 5:1 (Milzzellen: X63) mit der 

X63-Zelllinie gemacht. Ausgetropft wurde die Fusion auf 6x 24-Well-Platten und 4x 96-Well –

Platten. Der ELISA wurde sowohl auf WT –Peptid als auch auf R690C –Peptid ausgeführt. 

Bis auf einen Überstand (des Klones 7A3), der aber auch nur ein schwaches Signal (1,5 

faches Hintergrundsignal) auf der mit –WT beschichteten Platte zeigte, waren keine positive 

Signale zu verzeichnen. Daher wurden für 2 der 96-Well Platten jeweils Pools der 

Überstände von 8 Mischklonen in der Westernblotanalyse getestet (Mischklon 7A3 zusätzlich 

einzeln getestet). 
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Abbildung 63: Westerndetektion von Pools ausÜberständen von Mischklonen der Fusion DnaJ-Lap2α-
WT balb Maus 1 auf HeLa –Lysat mit mRFP-Lap2α-WT. Verdünnung jedes Überstandes im Pool 1:10, 
monoklonaler Kontroll-Ak 3A3 1:500 (Zelllysat auf 7,5% SDS-PAA-Gel) 
 

Ein deutlich Lap2α spezifisches Signal gab der Pool 3 der Platte 9 (3/9), die Überstände der 

betroffenen Mischklone wurden daher getrennt im Westernblot getestet. Der Pool 10/11 gab 

zwar auch ein deutliches Westernsignal, doch das Molekuargewicht des erkannten Proteins 

entsprach nicht dem von Lap2α, darüber hinaus müssten sowohl endogenes als auch GFP-

getaggtes Lap2α erkannt werden, was auch nicht der Fall war. Die Überstände aller anderen 

Pools, als auch jener des einzelne Mischklon 7A3 gaben kein Westernsignal. 

Die Aufspaltung des Pools 9/3 lieferte zwei positive Mischklone, die in der 

Westernblotanalyse das humane Lap2α erkennen konnten, allerdings nicht in der Lage 

waren Maussequenz von Lap2α zu erkennen. Sie waren somit spezifisch für die humane 

Lap2α –Sequenz. Diese unterscheidet sich aber nur in der letzten AS von der murinen 

Sequenz. Somit zeigten die Ak dieser Mischklone ähnliche Eigenschaften bezüglich der 

Spezifität, wie der bereits generierte Einzelklon 3A3, da die letzte AS offensichtlich Teil ihres 

Epitops war. Die Klone wurden eingefroren. 

5.2.4 Transfektion von HeLa –Zellen mit pVH1 

Der Vektor basiert auf pEYFP-C1 und die Expression der EYFP-Sequenz steht unter der 

Kontrolle des CMV-Promoter. Zusätzlich enthält dieser Vektor als Marker das Gen für eine 

Kanamycin/ Neomycinresistenz und einen SV40 polyA -Anhang hinter der MCS. Die 

exprimierte Sequenz kodiert für ein Fusionsprotein aus YFP und Lap2α-R690C. Weitere 

Details siehe Kap. 4.1.14. 

Die Transfektion erfolgte durch Kalzium-Phosphat, die Selektion auf 500µg/ml G418. Sofort 

nach der Transfektion war die Fluoreszenz gut sichtbar und ließ den Schluss auf eine hohe 

Transfektionsrate zu. Nach der Spaltung und einem erforderlichen Medienwechsel war die 

Fluoreszenz allerdings nicht mehr so stark und nur vereinzelt erkennbar. Natürlich wurde 
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parallel auch eine nicht transfektierte HeLa –Linie unter Selektion gesetzt, wovon alle Zellen 

starben. 

Von den selektionierten Transfektanten wurden 13 Einzelklone isoliert. Diese wurden zu 

verschiedenen Zeitpunkten unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet und zeigten im 

Kern Fluoreszenz wie folgt: 

Klon# frühe Fluoreszenz (24h nach der 

Isolierung) 

späte Fluoreszenz, eine Woche nach der 

Isolierung) 

1 - nachweisbar, aber schwach 

2 gering nur bei toten oder deformierten Zellen 

3 - nur bei toten oder deformierten Zellen 

4 - - 

5 - nur bei toten oder deformierten Zellen 

6 - hoher Level an Fluoreszenz 

7 - nachweisbar, aber schwach 

8 - nur bei toten oder deformierten Zellen 

9 - - 

10 - - 

11 gering hoher Level an Fluoreszenz 

12 gering hoher Level an Fluoreszenz 

13 - - 

Tab. 5: Fluoreszenz der isolierten Einzelkolonien nach der Transfektion mit pVH1 unter dem 
Fluoreszenzmikroskop 24h und eine Woche nach der Einzelklonisolierung. 
- steht für keine Fluoreszenz 
 

Im Allgemeinen war die Fluoreszenz bei sterbenden oder deformierten (‚angeschwollenen’) 

Zellen am Stärksten was den Schluss zuließ, dass die Expression von YFP-Lap2α R690C 

den Zellen in hohem Grad schadete. 

Die Westernblotanalyse von Lysaten dieser Klone mit den Ak 3A3, α-Lap2α poly und 15/2 

ergab: 
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a)  b) 
Abbildung 64: Westernblotanalyse von Einzelklonlysaten nach der Transfektion mit pVH1. a) Klone 7 
und 9 wurden mit dem monoklonalen Ak 3A3 (1:500), dem polyklonalen Serum (1:300 000) und dem 
ebenfalls monoklonalen 15/2 (1:10) inkubiert. b) Lysate der Klone 1, 4, 6, 9, 10, 11, 12, 13 und ein Zelllysat 
mit flag- LaminA –WT wurden mit dem polyklonalem Serum und dem monoklonalen 3A3 inkubiert. 
 

Keiner der Ak konnte bei einem der Zelllysate eine spezifische Bande mit dem errechneten 

Molekulargewicht des Fusionsproteins YFP-Lap2α R690C von 102kDa detektieren, alle 

detektierten hingegen die endogenen Form von Lap2α auf 75kDa. Einzig der monoklonale 

Ak 3A3 konnte bei manchen Lysaten (Klone 7 +9) knapp über der erwarteten Höhe (bei 110-

120kDa) eine sehr schwache Bande detektieren, aber selbst wenn diese das gewünschte 

Signal wäre. Trotz der deutlich sichtbaren Fluoreszenz bei manchen Klonen, erschien in der 

Westernblotanalyse mit keinem der verwendeten Ak ein korrespondierendes Signal für das 

Fusionsprotein YFP-Lap2α-R690C. Eine mögliche Erklärung dazu wäre eine 

posttranslationale Prozessierung, die zur Trennung von Lap2α-R690C und YFP führte. 

Um die Lokalisation der Fluoreszenz genauer bestimmen zu können, wurde mit dem gut 

fluoreszierenden Klon 12 eine Kontroll –IF gemacht. Wäre Lap2α von dem Fusionspartner 

YFP getrennt, wäre die Fluoreszenz gleichmäßig im Zytoplasma verteilt, da YFP nicht mehr 

über Lap2α im Kern verankert wäre. 

Der Klon wurde fixiert und einerseits mit 3A3 andererseits mit dem polyklonalen α-Lap2α Ak 

gegengefärbt: 
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Ansatz# primärer Ak Verdünnung sekundärer Ak DAPI 

1 Klon wurde nur fixiert, keine Ak-Färbung + 

2 3A3 1:50 α-mouse 594 + 

3 α-Lap2α poly 1:2000 α-rabbit 594 + 

Tab. 6: Auflistung der durchgeführten IF-Färbungen des, mit pVH1 transfektierten, Einzelklons 12. 
 

 a)               b)         

c) 
Abbildung 65: Fluoreszenzphotographien des Einzelklons 12 (transfektiert mit pVH1) a) Färbung mit 
3A3 und sekundärem α-Maus 594 (Emmissionsspektrum rot) b) Kernfärung mit DAPI c) 
Eigenfluoreszenz des Klons durch YFP-Expression 
 

Die Färbungen vom monoklonalen Ak 3A3 (Abb.65 a)), polyklonalen Serum (nicht gezeigt) 

als auch von DAPI (Abb.65 b)) überlappten und legten die Kerne deutlich fest. Die 

Eigenfluoreszenz durch das Fusionsprotein des Klons 12 hingegen, deckte sich mit diesen 

Signalen nicht vollkommen (Abb.65 c)). Zwar war die Fluoreszenz im Kernbereich am 

Stärksten, doch nicht zu 100% auf diesen beschränkt. 

Das Fusionsprotein, oder zumindest der YFP-Teil, wurde nicht vollständig im Kern verankert. 

Wäre dies alleine durch die Überexpression begründet, müsste ein deutliches Westernsignal 

nachweisbar sein, was allerdings nicht so war (Abb.64 b)). In der gegebenen Zeit war es mir 

nicht möglich eine Zelllinie zu etablieren, die den Vektor pVH1 und somit YFP-Lap2α R690C 

nachweislich exprimierte. Die Ursache dafür konnte ich in der verbleibenden Zeit nicht mehr 

aufklären. 

6 Diskussion 
Unser Ziel war es ein Paar von monoklonalen Ak zu isolieren, von denen einer die WT- Form 

und der andere eine punktmutierte Form eines Proteins erkennen sollte. Somit wäre die 
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Unterscheidung dieser zwei Proteinformen in verschiedenen Applikationen auch direkt in der 

Zelle (Westernblotanalyse, IF und IP) möglich. 

Laborintern konnte bereits ein monoklonaler Ak produziert werden, der spezifisch für die 

regulative (B) alpha und delta Untereinheit von PP2A ist, obwohl auch zu den anderen 

Isoformen dieses Proteins (beta und gamma) eine hohe Sequenzhomogie besteht. Die 

Immunisierungen wurden mit dem angeführten Proteinabschnitt der B alpha Untereinheit 

durchgeführt 

 alpha:  398 C A S G K R K K D E I S V D 411 

 beta:  394 C V G G K R R K D E I S V D 407 

 gamma: 394 C V G G K R R R C C I S V D 407 

 delta: 404 C S G G K R K K D E I S V D 417 

Basierend auf diesen Ergebnissen hielten wir es für möglich einen Ak zu generieren, der 

spezifisch für die Änderung in nur einer AS wäre. 

In Hinblick auf dieses Ziel konnten sehr vielversprechende Ergebnisse erzielt werden: die 

Isolierung des monoklonalen Ak 3A3, der zwischen der humanen und der murinen Sequenz 

von Lap2α unterscheiden kann. Diese unterscheiden sich im Bereich des 

Immunisierungspeptides nur um eine AS. Das Epitop dieses Ak konnte somit auf den 

Bereich dieser Substitution (human His => murin Gln), dem äußersten C-Terminus von 

Lap2α zugeordnet werden. Außerdem lieferte der Immunisierungsansatz mit dem HBc- Ig -

fold Fusionsprotein auch direkt nach der Fusion bereits Testergebnisse, die auf die Existenz 

von mutationsspezifischen Ak schließen ließen. 

Hinweise auf Ak, die zwischen dem WT- und dem mutierten Protein unterscheiden können, 

erhielten wir in folgenden Ansätzen und Tests: 

• Immunisierung mit HBc-Ag LaminA R482W => Depletions –ELISA (Abb. 34a)) und 

Westernblotanalyse (Abb. 38) 

• Immunisierung mit KLH-Lap2α WT => Depletions –ELISA (Abb. 41) 

• Immunisierung mit DnaJ –Lap2α –WT => Depletions –ELISA (Abb. 61) 

 

Durch die folgend angeführten Immunisierungsansätze konnten die aufgelisteten Ergebnisse 

erreicht werden: 

1. Immunisierung mit dem HBc –LaminA Fusionsprotein (nativ exprimiertes 

Protein) 

2. Immunisierung mit KLH gekoppelten Peptiden (wurde bei beiden Proteinen, 

LaminA und Lap2α, angewandt) 

3. Immunisierung mit dem DnaJ –Lap2α Fusionsprotein 

Es wurden bereits Studien über die Immunogenität eines Fusionsproteins aus HBc-Ag und 

einer integrierten globulären Einheit, in diesem Fall GFP, publiziert (Kratz et al.). Dabei 
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wurde allerdings die Formierung von CLPs (Capsid like particles) nachgewiesen. Die 

globuläre Domäne (GFP) wurde dabei in das immunodominante c/e1 Epitop integriert. Über 

die Fluoreszenz von GFP konnten die korrekte Faltung von GFP und die Formierung von 

CLPs leicht nachgewiesen werden und zur Immunisierung wurden nur vollständige CLPs 

genutzt. Parallel zur Immunisierung mit den CLPs wurden auch Kaninchen mit denaturiertem 

Antigen immunisiert. Zwar führten beide Ansätze zu polyklonalen Antiseren, die im 

Westernblot GFP detektierten, doch nur das Antiserum aus dem Immunisierungsansatz mit 

nativem Fusionsprotein konnte in der IP GFP in großem Maße im Eluat anreichern. 

In unserem Fall wurde die Kontrolle der Faltung des Fusionsproteins, im Speziellen der 

inserierten globulären Ig-Domäne, und die Formierung von CLPs nicht durchgeführt. Die 

inserierte Ig -Domäne hatte keine vergleichbaren Eigenschaften, die zur Identifizierung der 

korrekten Faltung oder Isolierung von CLPs genutzt werden konnte. Jedoch konnte auch 

ohne diese Nachweisverfahren eine hohe und Ig-fold spezifische Immunantwort 

hervorgerufen werden. 

Es war wichtig, das HBcAg -Ig -fold Fusionsprotein unter nativen Bedingungen zu 

exprimieren, da die Struktur des Ig –folds von LaminA erhalten werden sollte. Dies war nötig, 

da konformationsspezifische Ak isoliert werden sollten. Die bekannte Struktur des Ig –folds 

legte die Vermutung nahe, dass vor allem die Mutation R453W (aber auch R482W) zu einer 

Änderung der Sekundärstruktur führen würde. Bis zur Eluierung der Proteine von den Ni-

NTA beads verhielten sich die drei Proteine (HBc-Ag LaminA –WT, -R453W, und –R482W) 

ähnlich, doch dann zeigten sich deutliche Unterschiede. Das Fusionsprotein HBc-Ag LaminA 

R453W konnte nativ in nur sehr geringer Konzentration von den Beads gelöst werden (Abb. 

32), zu gering für eine Immunisierung. Für die R453W Mutation wurde, wie bereits erwähnt, 

eine Änderung der Sekundärstruktur vorhergesagt die scheinbar zu einer veränderten/ 

stärkeren Bindung zu den Ni-NTA beads führte. Nur unter denaturierenden Bedingungen war 

es möglich adäquate Mengen an Protein von den beads zu lösen (Abb. 30). Wegen der 

geringeren erreichten Konzentration des löslichen HBc-Ag –R453W Proteins wurde die 

Immunisierung nur für die verbleibenden zwei Proteinformen gestartet (HBcAg –WT und 

R482W). 

Obwohl bei der Immunisierung mit dem Fusionsprotein HBcAg –Ig -fold der gesamte Ig -fold 

von LaminA zur Immunisierung benutzt wurde, entwickelte die Immunreaktion eine hohe 

Zahl an LaminA spezifischen Ak, die sich auch gegen die gewünschte Region um die AS 

R/W482 richteten. Allerdings konnten im Depletions-ELISA (Abb. 34) nur punktmutations-

spezifische (W482) nachgewiesen werden, scheinbar war die Substitution von R auf W482 

immunogener oder besser zugänglich. 

Die unterschiedlichen Immunisierungserfolge zwischen HBc-Ag LaminA –WT und –R482W 

und die Unterschiede in der Aufreinigung der Fusionsproteine (HBc-Ag LaminA –WT, -
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R453W und –R482W), unterstützte die Hypothese der vorhergesagten geänderten 

Sekundärstruktur. 

Die Immuniserungen mit den Fusionsproteinen HBc-Ag LaminA –WT und –R482W war 

äußerst erfolgreich, da die Antiseren ausnahmlos aller Tiere sehr hohe Titer mit LaminA/C 

Ig-fold –spezifischen Signalen in der Westernblotanalyse zeigten. 

Bei allen HBc-Ag LaminA R482W immunisierten Tieren konnten im Depletions –ELISA 

mutationsspezifische Ak nachgewiesen werden. Da in diesem Fall das Protein unter nativen 

Bedingungen aufgereinigt wurde, könnte der LaminA –Teil des HBc-Ag LaminA –WT 

Proteins so gefaltet sein, dass er für eine Immunreaktion erschwert zugänglich oder 

schwächer immunogen ist. Dies würde erklären wieso für das Epitop R482 der WT -Form 

keine spezifischen Ak nachgewiesen werden konnten. Generell war die Reaktion auf den 

HBc –Teil des Fusionspoteins bei allen Tiere sehr hoch (im ELISA getestet, Daten nicht 

gezeigt). 

Einige Klone aus der Fusion von der Maus HBc-Ag LaminA R482W balb 2 erkannten auf der 

Höhe von LaminC eine nicht weiter definierte Doppelbande, es handelte sich dabei um die 

Klone 7G12, 8A8, 8C3, 8D9, 8E7, 9C5 und 9D10. Vielleicht liegt LaminC in einer 

modifizierten, prozessierten oder auch mutierten Form vor, die allerdings noch nicht genauer 

beschrieben ist. 

Die geänderte Sekundärstruktur der mutierten LaminA-Proteine, oder die Formierung von 

CLPs (Capsid like particles), die in vergleichbaren Studien (Kratz P.A. et al.; Nassal M. et al.) 

erfolgte und nachgewiesen wurde, könnte Auswirkung auf das Bindungsverhalten des 

Proteins an die Ni -Beads nach sich ziehen. Ersichtlich wurde dies bei der Aufreinigung der 

drei HBc-Fusionsproteine (-WT; -R453W, und –R482W, Abb. 30 und 32). Im Falle von 

formierten CLPs wird eine Bindung an Ni -NTA –Beads wahrscheinlich erschwert, da der 

His-Tag im Inneren der CLPs unzugänglich wird. Jedenfalls war bis zum Schritt der 

Eluierung das Expressionsverhalten der R453W Mutante vergleichbar zu den anderen zwei 

Formen. 

Der Immunisierungsansatz mit dem HBc -Fusionsprotein lieferte mit Abstand den schnellsten 

Immunisierungserfolg für LaminA im Vergleich mit dem KLH- Immunisierungsansatz. Auch 

waren bei der HBc- Immunisierung kaum Hintergrundsignale in der Westernblotanalyse 

ersichtlich. Ein sehr hoher und spezifischer Titer war bereits im ersten Serum nachweisbar. 

Im ELISA –Depletionstest konnten dann auch mutationsspezifische Ak nachgewiesen 

werden. Für die WT –Form allerdings war dieses nicht möglich. 

Allerdings setzte dieser Immunisierungsansatz voraus, dass das inserierte Protein (globuläre 

Domäne mit N- und C- Terminus in räumlicher Nähe und autonome Faltung), weswegen 

dieser Ansatz auch für den C-Terminus von Lap2α nicht genutzt werden konnte. Eine weitere 

Alternative wäre allerdings ein Immunisierungsversuch bei dem ebenfalls nur ein kurzes 
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Peptid mit entsprechend langen linkern in das immunodominante c/e1 Epitop des HBcAg 

inseriert wird. Dieser Ansatz würde die hohe Immunogenität des HBc –Fusionsproteins mit 

einer möglicherweise gesteigerten Spezifität eines kurzen Peptides vereinen. Es würde 

wahrscheinlich nicht zur nativen Faltung des inserierten Antigens kommen. 

 

Der Immunisierungsansatz mit KLH wurde sowohl für Lap2α WT und R690C als auch 

LaminA R482 und W482 angewandt. Für beide Proteine (LaminA als auch Lap2α) konnte 

eine spezifische Immunreaktion hervorgerufen werden, jedoch mit unterschiedlichem Erfolg. 

Bei den KLH-LaminA immunisierten Tieren (für R482 (WT) und W482 durchgeführt) konnte 

in der Westernblotanalyse nur bei 3 von 8 Tieren ein, teils schwaches, LaminA spezifisches 

Signal nachgewiesen werden. Im Depletions –ELISA konnten jedoch keine WT- oder 

mutations- spezifischen Ak nachgewiesen werden. Aus diesem Immunisierungsansatz wurde 

daher keine Maus für eine Fusion ausgewählt. 

Bei den KLH-Lap2α immunisierten Tieren hingegen ließen sich bei allen 5 Mäusen im ELISA 

-Test Lap2α spezifische Ak nachweisen und die Antiseren der KLH –Lap2α WT 

immunisierten Tiere zeigten im Depletions –ELISA auch Lap2α –WT spezifische Signale. 

Dafür, dass die KLH- Lap2α -R690C immunisierten Tiere keine nachweisbaren 

mutationsspezifischen Ak entwickelten, gibt es folgende Erklärungen: Einerseits erfolgt die 

Kopplung des Peptides über ein endständiges Cystein (Teil der regulären Primärsequenz), 

was aber auch über die gewählte Mutation (Arginin zu Cystein) erfolgen kann. Sollte dies 

vermehrt der Fall gewesen sein, wäre ein Epitop, das diese Aminosäure enthält anders 

(erschwert) für die sich entwickelnde Immunreaktion zugänglich, verglichen mit dem WT-

Epitop. Außerdem war es möglich, dass das Cystein der Mutation intra- sowie intermolekular 

in Schwefelbrücken komplexiert wurde. Auch dies würde zu einer anderen Zugänglichkeit 

des C690-Epitops im mutierten Protein führen. 

 

Der zweite Ansatz für die Entwicklung Lap2α-spezifischer Ak war jener, der Fusion der 

letzten 11 AS der humanen LAP2α –Sequenz an die DnaJ -Domäne des Polyomavirus 

SV40. Die nachgewiesene Immunogenität der DnaJ -Domäne (Schirmbeck et al.) wurde 

hierbei genutzt. Die Expression und Aufreinigung des DnaJ- Fusionsproteins stellte keine 

Probleme, da das kleine Protein bereits unter Standardbedingung in hohem Maße exprimiert 

wurde und in der löslichen Fraktion zu finden war. Auch die Proteinanreicherung war 

dadurch, und durch die Tatsache, dass die Eluierung unter denaturierenden Bedingungen 

möglich war ,über Ni-NTA beads effektiv und in hoher Konzentration von allen drei 

Proteinformen (-WT, –R690C und -R690S) möglich. 

Der DnaJ -Ansatz wurde nur für das Lap2α Protein durchgeführt. Abgesehen von der WT –

Form und der R690C mutierten Form wurde zusätzlich eine R690S Form kloniert und 
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exprimiert. Wie bereits beschrieben, bestand auch hier die Möglichkeit, dass das Cystein des 

mutierten Proteins in Schwefelbrücken komplexiert wurde, und daher keine Ak gegen dieses 

Epitop gebildet werden können. Um diese mögliche Komplikation auszuschließen, wurde 

statt dem Cystein ein Serin eingefügt. Die Substitution von Cystein zu Serin kommt auch in 

der Natur öfters vor und kann dabei auch ohne pathogene Auswirkungen bleiben. Außerdem 

unterscheiden sich diese zwei AS (C und S) in ihrer Seitenkette nur durch ein einziges Atom 

(Serin trägt ein Sauerstoff- statt einem Schwefelatom). Ein monoklonaler Ak, der gegen die 

Serin –mutierte Form entwickelt wurde, könnte vielleicht auch die Cysteinmutation erkennen. 

Die Immunisierung mit dem DnaJ –Lap2α R690S Protein wurde von mir gestartet, doch die 

generierten Antiseren nicht mehr von mir getestet. Die Antiseren der anderen Mäuse (mit 

DnaJ -Lap2α –WT und –R690C immunisiert) wurden sowohl im ELISA (Abb. 59), Depletions 

–ELISA (Abb. 60) als auch in der Westernblotanalyse (Abb. 58) getestet. Dabei lieferten 3 

der 4 mit DnaJ –Lap2α –WT immuniserten Tiere Lap2α –WT spezifische Ergebnisse, jedoch 

nur eine DnaJ –Lap2α -R690C immunisierte Maus generierte Lap2α spezifische Ak, deren 

Antiserum war auch mutationsspezifisch. 

Im Immunisierungsansatz mit dem DnaJ- Fusionsprotein wurden die Erwartungen nicht ganz 

erfüllt. Gerechnet wurde, basierend auf der hohen Immunogenität der DnaJ –Domäne, mit 

einer sehr hohen und schnellen Immunantwort auch gegen das fusionierte Peptid. Die Zahl 

an Mäusen, die folgend auf die DnaJ- Immunisierung einen spezifischen Titer entwickelten, 

lag jedoch sogar unter der Zahl an Mäusen die nach der Immunisierung mit KLH 

gekoppelten Peptiden einen Lap2α spezifischen Titer entwickelten. Mit dem KLH 

gekoppelten Peptid waren es 5 aus 5 Mäusen, die zumindest einen Lap2α spezifischen Titer 

entwickelten, im Gegensatz zum DnaJ –Immunisierungsansatz, bei dem nur 4 aus 8 Mäusen 

Lap2α spezifische Signale lieferten. Ein Vorteil dieser beiden Immunisierungsansätze war die 

Länge des eingesetzten Fusionspeptides. Schließlich bestand die Lap2α –Domäne nur aus 

11 AS was die Wahrscheinlichkeit für die Erkennung der zentral gelegenen Mutation 

verbessern sollte. Für die Mäuse die mit der WT –Form immunisiert wurden konnten in 

beiden Ansätzen WT- spezifische Ak nachgewiesen werden, doch für Mäuse die mit der 

R690C mutierten Form immunisiert wurden, war dies nur bei einer Maus im DnaJ- Ansatz 

möglich. Wie bereits mehrmals erwähnt könnte dies auch daran liegen dass die 

Seitengruppe des Cysteins in einer Disulfidbrücke ‚versteckt’ und somit erschwert zugänglich 

ist. 

Die hohe Immunogenität der DnaJ -Domäne wirkte sich nicht so positiv auf den fusionierten 

Teil von Lap2α aus wie erwartet, der Schwerpunkt der Immunreaktion konzentrierte sich 

natürlich auf die wesentlich längere DnaJ -Domäne. Denn wie in einem ELISA -Test sichtbar 

war zeigten alle Mäuse dieses Immunisierungsansatzes gegen die DnaJ –Domäne einen 

sehr hohen Titer. Das Lap2α- Fusionspeptid konnte also von der an sich starken 
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Immunreaktion nicht ausreichend profitieren. Allerdings war auch im HBc –Ansatz die 

Immunreaktion der Tiere gegen den HBc- Teil groß, was sich aber auf den Ig –fold von 

LaminA übertrug. Vielleicht lag es daran, dass das HBc –Protein den Ig-fold beidseitig 

umschloß und nicht nur N -terminal fusioniert war, außerdem bot der Ig-fold im Vergleich 

zum kurzen Lap2α –Peptid wesentlich mehr potenzielle Epitope. 

Eine Alternative zum Immunisierungsansatz mit dem Fusionsprotein mit der DnaJ-Domäne 

wäre zum Beispiel die Kopplung der gleichen, oder noch kürzeren Peptiden an die zellulären 

Bindungspartner der DnaJ –Domäne, Proteine der hsp70 Familie. Denn die Immunogenität 

der DnaJ –Domäne beruht auf der Bindung an eben diese zelluären Proteine (Schirmbeck at 

al.). 

 

Rückblickend auf die drei unterschiedlichen Immunisierungsreihen (HBc-Ag für den LaminA 

Ig-fold, DnaJ für das Lap2α- Peptid, und KLH für Lap2α als auch LaminA R482 und W482) 

waren alle drei Ansätze durchaus zielführend, aber mit unterschiedlicher Effizienz. 

Der KLH- Fusionsansatz scheint hoch effizient zur Generierung eines Ak der spezifisch für 

einen speziellen Proteinabschnitt sein soll, doch zur Generierung punktspezifischer Ak 

schien vor allem der HBc- Ag Immunisierungsansatz sehr gut geeignet. Jedoch schließt 

dieser Ansatz durch die experimentellen Grundlagen Antigene aus, denn nur globuläre 

Domänen mit bekannter Sekundärstruktur und räumlich eng zusammenliegenden N- und C- 

Termini können bislang in das HBc –Ag eingesetzt werden. Allerdings existieren auch 

Studien bei denen Proteine über längere Linker in das c/e1 Epitop von HBc inserierten 

wurden (OspA, Nassal et al.), was eine gute Alternative für Proteine wäre, die nicht den 

geforderten Ansprüchen genügen (Pumpens P. und Grens E.). 

 

Nur eine der durchgeführten Fusionen führte zur Produktion eines monoklonalen Ak, der den 

C-Terminus von humanem Lap2α erkennt. Der isolierte Einzelklon 3A3 bietet alle der 

ausgetesteten Anwendungsmöglichkeiten: ELISA, Westerndetektion, IF und IP. Die Analyse 

der Ak-Eigenschaften zeigte, dass dieser Ak bereits spezifisch zwischen zwei Proteinformen 

unterscheiden kann, die sich nur in einer AS unterscheiden und zwar der humanen und der 

murinen Form von Lap2α (Unterschied in der letzten AS). Somit konnte bereits ein 

punktspezifischer Ak isoliert werden. Im Laufe der Charakterisierung konnte das Epitop auf 

den äußersten C-Terminus eingeschränkt werden und auch die terminale COOH-Gruppe 

konnte als Teil des Epitops festgelegt werden (erkennt Lap2α in einer C -terminal GFP 

getaggten Form nicht). 

 

Im Zuge des Protokolls zur Generierung von monoklonalen Ak ist so, dass oft 

vielversprechende Klone im Laufe der Verdünnungsschritte, die zur Einzelklonisolierung 
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essentiell sind, verloren gehen oder zumindest ihre Ak -Produktivität verlieren. Nach wie vor 

entsteht durch die Fusion eine polyploide Zelle, die dazu tendiert ihren Chromosomensatz 

gerade in den ersten Teilungen nach der Fusion zu reduzieren. Da aber nicht direkt auf die 

Produktion von Ak selektiert werden kann, ist es möglich, dass die Zelle das Chromosom zur 

Produktion von Immunglobulinen verliert und somit nicht länger zur Ak –Produktion im 

Stande ist. Zwar existiert ein spezieller Mausstamm bei dem durch eine natürliche 

Translokation das Chromosom mit dem Lokus der Ig -Produktion und das Chromosom mit 

dem Selektionslokus (APRT) zu einem Chromosom vereinigt sind (Robertsonian 

Translokation; CByJ.RBF-Rb(8.12)5Bnr/J – Mausstamm), doch konnte dieser die erwartete 

Hybridomstabilität nicht erhöhen. 

Ein weiterer Faktor weswegen manche Klone vielleicht verloren gingen, oder gar nicht erst 

gefunden wurden, ist der des Detektionsverfahrens, zuerst durch ELISA und erst danach 

durch die Westernblotanalyse. Allerdings ergab sich diese Einschränkung aus dem 

Versuchsaufbau. Wie beschrieben erkennen nicht alle Ak ihr Epitop in ELISA als auch 

Westernblotanalyse. Der ELISA bat den Vorteil, viele Kulturüberstände in einem Test zu 

untersuchen, was für den Westerntest unter den gegebenen Bedingungen nicht praktizierbar 

war. Allerdings war es das Ziel einen Ak zu isolieren der in erster Linie in der 

Westerndetektion zur Anwendung kommen sollte, daher schränkte sich die Suche auf die 

Schnittgruppe ein, die in beiden Anwendungen positive Signale gibt. Diese Einschränkung 

konnte jedoch durch Westernblotapparaturen, die es ermöglichen eine große Zahl von 

Überständen in der Westernbloanalyse parallel zu testen, bereits ausgemerzt werden. 

Bei den von mir ausgeführten Fusionen war es einmal der Fall, dass ein Klon, der ohne 

ELISA –Signal als Negativkontrolle in der Westernblotanalyse eingesetzt wurde, dann doch 

ein Signal lieferte (Fusion DnaJ –Lap2α WT immunisierte Maus RBF2, Abb 62 Klon 1A6). 

Ansonsten lieferten ca. 60% der ELISA positiven Überstände auch in der 

Westernblotanalyse ein Signal. 

Ein möglicher Grund für diese Diskrepanz liegt in der Art der Protein/ Peptid-Präsentation, 

denn im ELISA, im Gegensatz zur Westernblotanalyse, unterliegt das Protein oder Peptid 

nicht denaturierenden Bedingungen. Hier könnten also nativ erkennende Ak auch ihr Epitop 

finden. 

Im Laufe meiner Arbeit konnte ich Hinweise liefern, dass es möglich ist 

punktmutationsspezifische Ak zu generieren, diesbezüglich lieferte vor allem der 

Immunisierungsansatz mit dem HBc-LaminA-Ig-fold Fusionsprotein vielversprechende 

Ergebnisse. Ich konnte einen monoklonalen Ak gegen den C-Terminus von humanem Lap2α 

produzieren, der sowohl in der Immunfluoreszenz als auch in der Immunopräziptation 

einsetzbar ist. 
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