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Referat  

Cathepsin F (CF) ist ein proteolytisches Enzym der Papain-Familie der Cystein-Proteasen, zu der            
15 humane Cathepsine zählen [1]. Die Cathepsine spielen eine entscheidende Rolle in der endosomalen 
bzw. lysosomalen Proteolyse [2-3]. Cathepsin F wird in vielen Geweben exprimiert [4-5] und übt eine 
allgemeine Funktion als intrazelluläre housekeeping Protease aus, wie z. B. die Cathepsine B, C, H, L, O und 
X [6-7]. Cathepsin F hat zudem spezifische Funktionen, wie z. B. in bestimmten Zellen des 
Immunsystems [8], im Lipoprotein- [9] und Kollagenstoffwechsel [10], im Nervensystem [11-12] und ist 
vermutlich für die Tumorgenese von Bedeutung [4-5, 13]. Seine optimale Aktivität entfaltet es im sauren 
pH-Bereich von 5,2-6,8, wie er in den Lysosomen vorliegt [4-5, 14-15]. Cathepsin F, das 1998 erstmals 
beschrieben wurde [4], bildet mit Cathepsin W (CW) eine neue Subgruppe der Cathepsine, die der CF-
ähnlichen Proteasen, die strukturell mit anderen Cystein-Cathepsinen verwandt ist [16-17]. Pro-Cathepsin 
F (484 Aminosäuren [AS]; 53,4 kDa [5]) besteht aus einer Signalsequenz von 19 AS [5], einem Propeptid 
von 251 AS [5], das das Sequenzmotiv ERFNAQ [4] enthält, das ebenso in CW vorkommt und eine 
Modifikation des in Cathepsin L-ähnlichen Proteasen konservierten ERW/FNIN-Sequenzmotiv [16] 
darstellt und dem katalytisch aktiven reifen Teil des Enzyms von 214 AS (reifes CF: 23,6 kDa) [5]. Das 
Gen für CF befindet sich wie das CW-Gen auf dem langen Arm des Chromosom 11 (11q13.1-13.3) [5, 16-
18]. Die Aminosäuresequenzen von CF und CW weisen eine Sequenzidentität von 42% und eine 
Sequenzhomologie von 58% auf [4]. 
Im Gegensatz zu den anderen Cathepsinen ist nicht viel über CF bekannt und seine Funktionen sind nicht 
vollständig geklärt. Dies ist u. a. auf das Fehlen spezifischer monoklonaler Antikörper in der 
Vergangenheit zurückzuführen.  
Inhalt der vorliegenden Arbeit war es, spezifische und kreuzreaktivitätsfreie monoklonale (mAk) und 
polyklonale Antikörper (pAk) zu generieren, zu charakterisieren (mittels ELISA, Immunoblot und 
Epitopkartierung) und in der Immunpräzipitation und Immunhistochemie einzusetzen, da zu Beginn 
dieser Arbeit die Expression von CF nur auf Transkriptionsebene [4-5, 14] nicht aber auf Proteinebene 
beschrieben worden war. 
In dieser Arbeit wurden Antikörper (Ak) gegen humanes rekombinantes CF aus Escherichia coli und gegen 
mehrere spezifische CF-Peptide generiert. Aus ca. 7.000 Hybridomen wurden monoklonale CF-
spezifische Ak (CF77-3C2, CF77-4D1, CF169-6H12) selektiert. Zudem wurden gegen CF gerichtete pAk 
(„Franzi“, „Fritzi“) generiert. Alle Ak zeigten keine Kreuzreaktion mit dem eng verwandten CW. Der pAk 
„Fritzi“ präzipitierte CF aus HeLa-S3-Zellen, die CF überexprimieren. In immunhistochemischen 
Untersuchungen der Kolonmukosa, des Herz- (Kardiomyozyten) und Lebergewebes (Hepatozyten und 
Gallengangepithel) wurde CF nachgewiesen. Im Thymus wurde kein CF detektiert. Die in der Literatur 
beschriebene Expression von humanem CF auf Transkriptionsebene der einzelnen Gewebe konnte damit 
auf Proteinebene bestätigt werden [4-5, 14]. Der zum Vergleich dienende, kommerziell erhältliche pAk 
„Santa Cruz“ zeigte identische Ergebnisse. Cathepsin F wurde zudem (von den mAk CF77-4D1 und 
CW39-2E2, ein mit CF kreuzreagierender gegen CW generierter Ak bzw. den pAk „Franzi“ und „Fritzi“) 
in den arteriellen Gefäßen der Herz- und Leberschnitte detektiert. Dies ist evtl. auf das Vorhandensein 
atherosklerotischer Veränderungen zurückzuführen, da CF in der Intima normaler Arterien nur schwach, 
jedoch in entzündlichen Infiltraten (v. a. durch Makrophagen) atherosklerotisch veränderter Gefäße 
vermehrt exprimiert wird [19].  
Die vorliegenden Resultate bestätigen die erfolgreiche Generierung von spezifischen Ak gegen CF und 
geben einen Überblick über das Vorkommen von CF auf Proteinebene. Zur Klärung weiterer 
gewebsspezifischer Funktionen von CF müssen weiterführende Untersuchungen z. B. mittels der 
gewonnenen spezifischen Ak erfolgen. 
 
 
 
 
 
 
Wickboldt, Nadine: Generierung und Charakterisierung spezifischer monoklonaler und polyklonaler 
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1 Verzeichnis der Abkürzungen 

 

µ mikro (1*10-6) 

% Prozent 

°C Grad Celsius 

A Ampere 

Abb. Abbildung 

ABTS 2,2’-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure) 

Ag Antigen 

Ak Antikörper 

APC Antigen-Presenting Cell (Antigen-präsentierende Zelle) 

apoB-100 Apolipoprotein(apo)B-100 

aqua dest., bidest., tridest. Aqua destillata, bidestillata, tridestillata 

AS Aminosäure 

AS-Sequenz Aminosäuresequenz 

ATP Adenosintriphosphat 

BM Basalmembran 

bzgl. Bezüglich 

bzw. Beziehungsweise 

ca. Circa 

CD Cluster of Differentiation 

cDNA complementary DNA (komplementäre DNA) 

CF, CW etc. Cathepsin F, Cathepsin W etc. 

CLIP CLass II-associated Invariant chain Peptide 

Da Dalton 

DAB 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid 

DNA DeoxyriboNucleic Acid (Desoxyribonukleinsäure) 

E. coli Escherichia coli 

ECL Enhanced ChemiLuminescence  

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

et al. et alii 

F(ab’) Fragment antigen-binding 

Fc Fragment crystalline 

FKS Fetales Kälberserum 
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g Gramm 

GTP Guanosintriphosphat 

h Stunde 

H+L Heavy and Light chain (schwere und leichte Kette) 

HAT Hypoxanthin, Aminopterin, Thymidin (Medienzusätze für die Selektion 

von Hybridomklonen) 

H2O2 Wasserstoffperoxid 

HDL High Density Lipoprotein 

HGPRT Hypoxanthin-Guanin-Phophoribosyl-Transferase 

HRP HorseRadish Peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

HT Hypoxanthin, Thymidin (Medienzusätze nach der Selektion von 

Hybridomklonen) 

IFA inkomplettes Freundsches-Adjuvans 

Ig; IgG, IgM etc. Immunglobulin; Immunglobulin G, Immunglobulin M etc. 

Ii invariante Kette 

Iip10 kleinstes Fragment der invarianten Kette (Ii) von 10 kDa 

IP Immunpräzipitation 

k kilo (1*103) 

KFA komplettes Freundsches-Adjuvans 

KK Konjugatkontrolle (second step control) 

KÜ Kulturüberstand 

L Liter 

LDL Low Density Lipoprotein 

LMW Low Molecular Weight 

LSAB Labelled StreptAvidin-Biotin 

m Meter oder milli (1*10-3) 

M Molarität 

mAk monoklonaler Antikörper 

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time-Of-Flight 

 2-ME 2-Mercaptoethanol 

MHC-II Major Histocompatibility Complex class-II 

min Minute 

MM Molmasse 

MMP Matrix-Metalloproteinase 

MS Massenspektrometrie 
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Englische Fachbegriffe werden in kursiver Schreibweise dargestellt. Die Bezeichnung der Aminosäuren 

erfolgt nach dem Einbuchstabencode auf der Grundlage der IUPAC-IUB-Nomenklatur [20]. Länder-

bezeichnungen werden nach der internationalen Nomenklatur ISO 3166-1-Alpha 2 vorgenommen [21]. 

n nano (1*10-9) 

NCL neuronale Ceroid-Lipofuszinose 

P Peptid 

p. a. pro analysis 

Pa Pascal 

PAK Primärantikörper 

pAk polyklonaler Antikörper 

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PIC Protease Inhibitor Cocktail 

POD Peroxidase 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RT Raumtemperatur 

s  Sekunde 

SAK Sekundärantikörper 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 

(Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese) 

Tab. Tabelle 

TP Tandempeptid 

TPI Triosephosphatisomerase 

u. a. unter anderem 

v. a. vor allem 

v/v volume/volume 

vgl. vergleiche 

w/v weight/volume 

x g -fache Erdbeschleunigung 

z. B. zum Beispiel 

z. T. zum Teil 
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2 Einleitung 

2.1 Zielstellung: Generierung und Charakterisierung von monoklonalen 

und polyklonalen anti-Cathepsin F-Antikörpern 

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, monoklonale und polyklonale Antikörper gegen humanes 

Cathepsin F (CF) zu generieren und zu charakterisieren. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war CF nur 

auf Transkriptionsebene jedoch nicht auf Proteinebene in verschiedenen Geweben nachgewiesen worden 

[4-5, 14]. Die Funktionen von CF, z. B. im Proteinstoffwechsel, sind weitestgehend ungeklärt, was u. a. auf 

das bisherige Fehlen spezifischer, insbesondere monoklonaler Ak (mAk) gegen CF zurückzuführen ist. 

Spezifische Antikörper (Ak), wie in dieser Dissertationsarbeit generiert, könnten für diagnostische und 

therapeutische Ansätze von Bedeutung sein. 

2.2 Cystein-Proteasen der Papain-Familie 

Cathepsin F gehört zu den Cystein-Proteasen, einer der vier Hauptgruppen der proteolytischen Enzyme, 

die von einer Vielzahl von Organismen, u. a. Pflanzen, Viren, Bakterien, Protozoen, Helminthen, Insekten 

und Säugetieren exprimiert werden [22-26]. Die Cystein-Proteasen erfüllen verschiedene Funktionen: im 

intrazellulären Protein-Turnover [27], bei der viralen Proteolyse, in Signalkaskaden, bei der Apoptose und 

als extrazelluläre Proteasen [28]. Diese Gruppe der proteolytischen Enzyme lässt sich in mehr als            

20 Familien, u. a. die Papaine, die Calpaine, die Streptopaine, die viralen Cystein-Proteasen und die 

Caspasen unterteilen [2]. Die größte Subgruppe der Cystein-Proteasen stellt die Papain-Familie [29] mit 

einer Vielzahl von Enzymen in Pro- und Eukaryoten dar [23, 29]. Es lassen sich innerhalb der Papain-

Familie 15 Cathepsine, sogenannte C1-Peptidasen (u. a. die Cathepsine B, F, H, L, S, W) unterscheiden [1, 

30], die eine Schlüsselfunktion in der endosomalen bzw. lysosomalen Proteolyse einnehmen [2-3]. Die 

Abbildung 1 gibt einen Überblick über die phylogenetische Verwandtschaft der einzelnen Cathepsine. 
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Abb. 1. Schematische Darstellung der evolutionären Verwandtschaft humaner Cystein-
Cathepsine. 
Phylogenetischer Stammbaum basierend auf der Aminosäuresequenz von 11 humanen Cathepsinen der Papain-Familie; in 
Anlehnung an Wex et al. [16] und an Santamaria et al. [5].  
1 Cathepsin V wird auch als Cathepsin L2, M oder U bezeichnet. 
2 Cathepsin Z ist ebenfalls unter den Bezeichnungen Cathepsin P oder X bekannt. 

2.3  Cystein-Cathepsine  

Expressionsmuster. Die Cathepsine lassen sich nach ihrer Gewebsverteilung in 2 Gruppen unterteilen: 

(1) Cathepsine mit ubiquitärem Expressionsmuster: die Cathepsine B [31], C [32], F [4], H [33-34], L [35-

36], O [37-38] und Z (auch CP oder CX genannt) [14, 39-42]. Die Cathepsine haben einerseits eine 

entscheidende Funktion als intrazelluläre housekeeping Proteasen in der unspezifischen terminalen 

Proteinspaltung [6-7, 37]. Andererseits üben sie auch spezifische Funktionen in physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen aus (siehe 2.3 Cystein-Cathepsine; Funktion), wie z. B. Cathepsin L, das 

zum einen eine entscheidende Rolle in der Prozessierung der invarianten Kette (Ii) des Major 

Histocompatibility Complex class-II (MHC-II) in kortikalen Thymus-Epithelzellen spielt und damit für die 

positive Selektion von CD4+ T-Lymphozyten entscheidend ist [43] und das zum anderen für die 

Regulation der Proliferation basaler Keratinozyten und Haarfollikelepithelzellen notwendig ist [44].  

(2) Cathepsine mit gewebsspezifischer Expression [45-46]: die Cathepsine J [47], K [48], S [49], V [30, 50] 

und W [51]. Cathepsin J wird während der späten Gestationsphase in der Plazenta exprimiert, wo es eine 

Rolle bei der Implantation des Embryos und für die Plazentaentwicklung bzw. -funktion spielt [47]. 

Cathepsin K kommt in hoher Konzentration in Osteoklasten vor und beeinflußt den Knochenabbau [48, 

52-55]. Mutationen im humanen CK-Gen können zur Pyknodysostose, einer autosomal-rezessiv vererbten 

Osteochondrodysplasie führen [56]. Cathepsin S [49, 57] wird in verschiedenen Zellen des lymphatischen 

Gewebes [58-59] exprimiert und ist essentiell für die spezifische Degradation der Ii des MHC-II-

Komplexes in Antigen-präsentierenden Immunzellen [60-63]. Weiterhin spielt CS eine Rolle in der 

Makrophagen-vermittelten Gewebsdestruktion [49]. Cathepsin W wird v. a. in zytotoxischen CD8+ T-
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Lymphozyten und natürlichen Killerzellen exprimiert und ist für die Immunantwort von Bedeutung [51]. 

Cathepsin V (auch Cathepsin L2, M oder U genannt), das eng mit CL verwandt ist, kann im Thymus, wo 

es vermutlich in der positiven T-Zell-Selektion involviert ist [30, 50, 64-65], im Korneaepithel [66] und in 

den Testis [30], wo es eine mögliche Rolle in Fertilitätsprozessen spielt [50], detektiert werden.  

Zudem spielen proteolytische Enzyme in der Tumorprogression eine Rolle. Cystein-Proteasen der Papain-

Familie werden in humanen Karzinomen verschiedenen Ursprungs überexprimiert: CF kommt vermehrt 

im Zervixkarzinom und in Tumorzelllinien, wie den HeLa-Zellen, vor [5, 13]; CV wird in Mamma- und 

Kolonkarzinomen exprimiert [50]; CO wurde ursprünglich aus einem Mammakarzinom isoliert [37] und 

CZ wurde in Tumorzelllinien und in Primärtumoren nachgewiesen [41].  

Proteinstruktur. Die Cystein-Cathepsine sind strukturell miteinander verwandt [67]. Sie bestehen jeweils 

aus einer Signalsequenz von 16-23 Aminosäuren (AS), einem Propeptid von 38-251 AS und einem 

katalytisch aktiven reifen Enzym von 220-230 AS [6]. Die Propeptide lassen sich in 3 Subfamilien gliedern:  

(1) Die Klasse der CL-ähnlichen Proteasen (Cathepsine H, J, K, L, S und V) mit einem Propeptid von ca. 

90 AS, in der das Sequenzmotiv ERW/FNIN konserviert wurde, das in einer der drei Helices (α1, α2, α3) 

lokalisiert ist [16, 47, 68].  

(2) Die CB-ähnlichen Proteasen (Cathepsine B, C und Z), die eine kürzere Proregion von ca. 40 AS [68] 

bzw. 60 AS [5] aufweisen und kein konserviertes ERW/FNIN-Motiv enthalten [68].  

(3) Die Subgruppe der CF-ähnlichen Proteasen (Cathepsine F und W) [16-17] mit einem Propeptid von 

251 bzw. 106 AS. Die nahe Verwandtschaft von CF und CW [51] wird u. a. durch das in der Propeptid-

Sequenz des CF und des CW gelegene gemeinsame Motiv ERFNAQ deutlich [4], das eine Modifikation 

des in CL-ähnlichen Proteasen vorkommenden Sequenzmotivs ERW/FNIN [16] darstellt.  

Drei Cystein-Proteasen sind bisher noch nicht genau charakterisiert: das CC (Dipeptidyl-Peptidase I) mit 

einem Propeptid von 206 AS [32], das CZ mit einem je nach Literaturangabe varierenden Propeptid von 

38 AS [40-41] bzw. 40 AS [5] und das CO mit einem Propeptid von 84 AS [37-38].  

In ihrer Proform sind die Cathepsine zunächst katalytisch inaktiv. Das Propeptid erfüllt vielfältige 

Funktionen. Neben der intrinsischen Inhibition der proteolytischen Aktivität der Protease [69-72] und der 

damit verbundenen Regulation der Enzymaktivität ist es essentiell für die Proteinfaltung und die 

Strukturstabilisierung der Protease insbesondere bei pH-Veränderungen (pH-Optimum im sauren Milieu) 

[69-70, 73-76]. Es ermöglicht zudem die Bindung der Cathepsine an die Membran von Mikrosomen und 

die Aufnahme der Cathepsine über den Mannose-6-Phospat-Weg ins endosomale bzw. lysosomale 

Zellkompartiment (lysosomales targeting) [28, 76-77]. Nach Abspaltung und Dissoziation des Propeptids 

findet eine Konformationsänderung des Moleküls statt, die eine Aktivierung des Enzyms bewirkt [70-71, 

78]. Das aktivierte Enzym besitzt ein aktives Zentrum, das sich aus den AS Cystein (C), Histidin (H) und 

Asparagin (N) zusammensetzt, die als katalytische Triade bezeichnet werden [23]. Die Cystein-Proteasen 

der Papain-Familie lassen sich in Endopeptidasen (z. B. die Cathepsine K, L, S und V) und Exopeptidasen     

(z. B. die Cathepsine B, H und Z) [79-81] gliedern [82]. Die thiol-abhängigen Cathepsine weisen N-Glyko-

sylierungsstellen auf [4]. 



Einleitung  Seite 4 

 

 

 

Funktion. Unterschiede in der gewebsspezifischen Verteilung (siehe 2.3 Cystein-Cathepsine; 

Expressionsmuster), der intrazellulären Lokalisation und den Enzymeigenschaften, wie Substratspezifität 

und pH-Stabilität tragen zu den spezifischen Funktionen dieser strukturell relativ ähnlichen Proteasen bei. 

So sind die Cystein-Proteasen der Papain-Familie der Säugetiere an Prozessen der Proteolyse beteiligt, wie 

der Aktivierung von Proenzymen [83-84], der Antigenprozessierung [43, 60] und der Antigenpräsentation 

[60, 85], der hormonellen Reifung [86-87] und dem Proteinabbau und Proteinumsatz im endosomalen/ 

lysosomalen System [3]. Cystein-Proteasen können unter bestimmten Bedingungen von Zellen sezerniert 

werden und dann extrazellulär an verschiedenen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen 

teilnehmen, wie dem Abbau der extrazellulären Matrix beim physiologischen Knochenumbau [52, 88-89], 

der Osteoporose [90], der Muskeldystrophie [91-92], den chronischen inflammatorischen Erkrankungen 

wie der Arthritis [93-94], dem Lungenemphysem [95-96], der Tumorinvasion und Metastasierung [97-100] 

und bei der Alzheimer Erkrankung [101-103]. Aufgrund der Expression der Cystein-Proteasen im Rahmen 

dieser pathologischen Prozesse bzw. Krankheitsbilder besteht ein grosses Interesse, die Expression dieser 

Proteasen z. B. durch spezifische Antikörper zu ermitteln für evtl. diagnostische Aussagen und für ihre 

Evaluierung als targets für mögliche Therapieansätze.  

2.4 Cathepsin F 

2.4.1 Cathepsin F und seine Charakteristika 

Gen. Das CF-kodierende Gen setzt sich aus 12 [5, 16] bzw. 13 Exons [104] und 12 Introns zusammen 

und liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 11 (11q13.1-13.3) [5, 17]. In der gleichen Genregion 

befindet sich das Gen von CW (11q13.1-13.3) [16, 18] und das Gen von CC (11q14.1-14.3) [105]. Die 

Gene der restlichen Cathepsine liegen auf anderen Chromosomen [38, 56, 62, 106-110]. Das Gen von CF 

befindet sich außerdem in enger Nachbarschaft zu den Genen des Cystein-Proteasen Inhibitors, Cystatin 

M (CST 6) (11q13) [111], des Interleukin-1β-Converting-Enzyms (11q22-23) [112] und der großen 

Untereinheit des Calpain I (11q11) [113]. Neun von 12 der im CF-Gen vorkommenden Spleißstellen sind 

mit denen des CW-Gens identisch; im Gegensatz zu den anderen Papain-ähnlichen Cystein-Proteasen 

(Cathepsine K, L, O oder S), für die eine Identität von nur 4 von 12 Spleißstellen besteht [16]. Zudem hat 

Cathepsin F zwei für die anderen Cathepsine untypische Spleißstellen, an denen die Cystatin-ähnliche 

Domäne der Proregion gespalten wird [14] und die Ähnlichkeit mit den Spleißstellen der Cystatin-Gene, 

wie z. B. denen der humanen Cystatine C, D und SN zeigen [104]. Es wird deshalb vermutet, dass CF ein 

Fusionsprodukt zwischen einem Cathepsin- und einem Cystatin-Gen ist [104]. 

Expression. Das CF wird in vielen Geweben exprimiert. Erstmalig wurde es aus einer λgt10-

Skelettmuskel-cDNA-Bibliothek kloniert (302 AS) [4] und später u. a. aus einer humanen Prostata- bzw. 

Ovar-cDNA-Datenbank (484 AS) gewonnen [5, 14]. Cathepsin F wird v. a. im Herzen, im Gehirn, in der 

Skelettmuskulatur und in den Genitalorganen (Ovar und Testis) exprimiert [5]. In Leber, Kolon, Pankreas, 

Niere, Plazenta und Prostata zeigt sich eine moderate Expression von CF und in Dünndarm, Milz und 
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Lunge wird CF in noch geringerem Maße exprimiert. Im Thymusgewebe und in peripheren Lymphozyten 

ist CF nicht detektierbar [4-5]. Cathepsin F kann in bestimmten Tumorzelllinien nachgewiesen werden, 

insbesondere in HeLa-Zellen und zu einem geringeren Grad in Melanomen, Leukämie- (K-562) und 

Lungenkarzinomzelllinien [4-5]. Es könnte somit eine Rolle in der Tumorprogression und in der 

Metastasierung spielen. Cathepsin F kommt in der Zelle juxtanukleär im endoplasmatischen Retikulum 

oder in Lysosomen vor [4-5, 11]. 

Homologie mit anderen Cathepsinen. Proteinsequenzanalysen zeigen eine enge Verwandtschaft von 

Pro-CF (302 AS) mit anderen humanen Pro-Cathepsinen, insbesondere mit Pro-CW (Sequenzidentität: 

42%, Homologie: 58%) und Pro-CB (Sequenzidentität: 22%, Homologie: 38%) [4]. Vergleiche der 

Aminosäuresequenz (AS-Sequenz) des reifen CF mit denjenigen anderer Cathepsine ergeben bei Nägler et 

al. eine Sequenzidentität von 34-42% mit den Cathepsinen H, K, L, O, S, V und W und von 26-32% mit 

den Cathepsinen B, C und X [14]. Das Propeptid des Pro-CF (484 AS), das sich in Länge (längstes bisher 

für Säugetiere beschriebenes Propeptid der Familie der Cystein-Proteasen) bzw. Sequenz von denjenigen 

anderer Cathepsine unterscheidet, weist eine Homologie von 39% im Vergleich mit dem Propeptid des 

Pro-CW auf und eine Homologie von 13-20% verglichen mit denjenigen anderer Pro-Cathepsine, wie den 

Cathepsinen K, L und S [14]. Basierend auf dem konservierten Sequenzmotiv ERFNAQ (siehe 2.3 

Cystein-Cathepsine; Proteinstruktur), der benachbarten chromosomalen Lokalisation (siehe 2.4.1 

Cathepsin F und seine Charakteristika; Gen) und der hohen Aminosäuresequenzidentität lassen sich CF 

und CW zur Subgruppe der CF-ähnlichen Proteasen zusammenfassen [16]. Die Homologie von humanem 

und murinem CF liegt zwischen 72% [5] und 89% [17]. 

Proteinstruktur (Abb. 2). Cathepsin F wird als Präproenzym translatiert. Dies wird ins Proenzym 

überführt und über ein an das CF gekoppeltes Mannose-6-Phosphat ins Lysosom aufgenommen. Hier 

wird es durch Abspaltung und Dissoziation der Proregion aktiviert [15]. Das Signalpeptid von CF setzt 

sich aus 19 AS zusammen und wird zwischen zwei Alanin-Aminosäuren (A19-A20) vom Proenzym 

abgespalten [5]. Das Proenzym besteht aus dem N-terminalen Propeptid, das mit seiner 251 AS zählenden 

AS-Sequenz im Vergleich zu anderen Cathepsinen (38 [CZ] [39-41] bis 206 [CC] [32] AS) sehr lang ist [5]. 

Das Propeptid lässt sich in 3 Regionen unterteilen: (1) eine N-terminale Cystatin-ähnliche Domäne [14, 

16], (2) eine C-terminale, dem Propeptid der CL-ähnlichen Enzyme gleichende Domäne und (3) ein 

Verbindungselement, über das die beiden Domänen miteinander verknüpft sind [5, 14]. Die Cystatin-

ähnliche Domäne fungiert hierbei als endogener Inhibitor und kann möglicherweise physiologische 

Effekte auf andere Cystein-Proteasen ausüben [14, 16, 104]. Durch Spaltung zwischen Leucin und Alanin 

(L270-A271) entsteht aus dem Proenzym das reife CF-Protein (214 AS; 23,6 kDa). Pro-Cathepsin F setzt 

sich aus 484 AS zusammen und besitzt eine Molmasse von 53,4 kDa [5]. Das humane Pro-CF-Molekül 

weist 5 N-Glykosylierungsstellen auf: N160-E161-T162, N195-R196-T197, N367-F368-S369, N378-D379-S380 und N440-

R441-S442 [5], die an der Enzymoberfläche liegen [15]. Drei der 5 Glykosylierungsstellen befinden sich im 

reifen CF [15]. Es wird angenommen, dass mindestens eine der 5 Stellen permanent glykosyliert vorliegt 
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und Mannose-6-Phosphat gebunden hat, um die Aufnahme des CF-Proteins ins endosomale/lysosomale 

Zellkompartiment zu gewährleisten [5, 14]. Im CF sind zusätzlich 6 Cysteine vorhanden, die 3 Disulfid-

brücken ausbilden (C292-C333,  C326-C366 und C424-C472). Die Disulfidbrücken formen und stabilisieren die 

Tertiärstruktur des Proteins [114-118] und ermöglichen die Konformation des funktionellen Proteins [119-

120].  

Enzymaktivität. Das CF entfaltet seine maximale Aktivität in einem pH-Bereich von 5,2-6,8 [4], wie er  

z. B. in Lysosomen vorliegt [5, 14-15]. Im Zytosol, bei einem pH von 7,2, ist es nicht stabil und hat eine 

kurze Halbwertszeit von nur wenigen Minuten [4]. Die katalytische Aktivität des CF gegenüber 

synthetischen Substraten (z. B. Benzyloxycarbonyl-Phenyl-Arginin-7-Amido-4-Methylcoumarin, ein häufig 

für die Charakterisierung der Funktion der Cystein-Proteasen eingesetztes Substrat [121]) und seine 

Inhibition u. a. durch Transepoxysuccinyl-L-Leucylamido-(4-Guanidino)Butan (E-64) [5] sind mit CL 

vergleichbar und höher als die der Cathepsine V und Z [5, 41, 50]. 

Molekülstruktur und katalytisches Zentrum. Das reife CF setzt sich aus 2 Domänen zusammen; der 

L-Domäne, die aus 3 α-Helices aufgebaut ist und der R-Domäne, die aus 2 α-Helices und einer β-

Faltblattstruktur besteht [122]. Die 2 Domänen bilden gemeinsam die Substratbindungsstelle und das 

katalytische Zentrum [122]. Das aktive Zentrum ähnelt denen anderer Cystein-Proteasen der Papain-

Familie [78, 123] und besteht aus der katalytischen Triade: C295, H431 und N451 [5]. In Abwesenheit eines 

gebundenen Substrats oder Inhibitors liegen die beiden AS C295 und H431 als Thiolat-Imidazolium-

Ionenpaar vor [124-126], das mit seiner nukleophilen Thiolatgruppe die Hydrolyse des Substrats initiieren 

kann [122]. Die Substratbindung erfolgt über 4 Bindungsstellen (S1, S2, S3 und S1’) zwischen der L- und 

der R-Domäne [122]. Die AS der Bindungsstellen bedingen das elektrische Potenzial des aktiven 

Zentrums (z. B. CF: elektronegativ oder neutral, CL: elektronegativ, CS: elektropositiv) und damit die 

verschiedenen Substratspezifitäten [122, 127]. Das CF hat mit einigen anderen Cathepsinen der Cystein-

Protease-Familie identische AS N-terminal vom katalytischen Zentrum (Glutamin [Q289 oder Q19], 

Tryptophan [W177] und hydrophobe AS, die an das C295 des aktiven Zentrums angrenzen) und C-terminal 

vom katalytischen Zentrum (aromatische AS und Glycin, die in der Nähe von H431 und N451 der 

katalytischen Triade liegen). 

Funktion. Das Vorkommen von CF in den Lysosomen vieler Gewebe [5] weist auf dessen Rolle im 

intrazellulären Proteinkatabolismus hin [6-7, 37]. Die variierende Höhe der Expression von CF in 

Geweben lässt vermuten, dass CF auch spezifische Funktionen [6-7, 37], z. B. im Nervensystem [11] 

ausübt. Seine Expression in Tumorzelllinien bzw. Tumorgewebe gibt Hinweis darauf, dass CF eine Rolle 

in der Tumorprogression verschiedener Karzinome spielt [5, 13], insbesondere da die 11q13-Region des 

Chromosoms 11, die u. a. für das CF-Gen kodiert, in Tumoren häufig modifiziert ist [128-129]. 
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Abb. 2. Proteinstruktur und Aminosäuresequenz des Pro-Cathepsin F. 
Abb. 2-1: Schematische Darstellung der linearen Pro-Cathepsin F-Struktur. 
Abb. 2-2: Schematische Darstellung der 3D-Struktur des Pro-Cathepsin F [130]. 
Abb. 2-3: Aminosäuresequenz des Pro-Cathepsin F [5].  
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2.4.2 Bedeutung von Cathepsin F für verschiedene physiologische und 

pathophysiologische Prozesse 

Immunsystem. Die Peptidbindungsstelle von neu synthetisierten α/β-Heterodimeren des MHC-II 

bindet die invariante Kette (Ii) und verhindert damit die frühzeitige Assoziation mit endogenen 

Polypeptiden [131]. Die invariante Kette reguliert ebenfalls den intrazellulären Transport von MHC-II-

Dimeren durch das endosomale Kompartiment von Antigen-präsentierenden Zellen (APC) (vom rauhen 

endoplasmatischen Retikulum über den Golgi-Apparat zum Lysosomen) [132-136]. Im endosomalen/ 

lysosomalen Zellkompartiment findet ein stufenweiser proteolytischer Abbau des Ii über das 10 kDa 

große Iip10 (kleinstes Ii-Fragment) zum 3 kDa großen CLass II-associated Invariant chain Peptide (CLIP) statt, 

das dissoziiert und so die Bindung eines antigenen Peptides an MHC-II ermöglicht [137-144]. Der 

Antigen-beladene Haupthistokompatibilitätskomplex wandert zur Antigenpräsentation an die Zellober-

fläche. Die Degradation von Iip10 zu CLIP ist der entscheidende Regulationsschritt, an dem die 

Cathepsine L [43] und S [60, 63, 145] mitwirken. Bei einem Defizit von CL zeigt sich eine Akkumulation 

von Iip10 in der Thymusrinde der Maus [43]. Im humanen Thymus ist jedoch CV für den Abbau von 

Iip10 verantwortlich [30, 122]. Cathepsin S ist v. a. am Abbau des Ii in den APC (B-Zellen, dendritische 

Zellen und Makrophagen) [146] beteiligt. Ein Defizit von CS führt insbesondere in Splenozyten zu einem 

shift in der CD4+ T-Zelldifferenzierung vom Th2- zum Th1-Typ [8]. In anderen Antigen-präsentierenden 

Zellen, wie den Makrophagen lassen sich auch bei einem Defizit bzw. bei Inhibition von CL und CS Ii zu 

CLIP prozessieren, MHC-II Dimere mit Antigen-Peptiden beladen und die antigenen Strukturen auf der 

Zelloberfläche präsentieren. Dies ist auf die Expression von Cathepsin F zurückzuführen, das in 

Makrophagen genauso effizient wie CS ist [8]. Eine klinische Relevanz für das CF und dessen Hemmung 

könnte sich aus der Möglichkeit einer Therapie für mit inadäquat erhöhter Immunantwort einhergehender 

Krankheitsbilder (z. B. Asthma, rheumatoide Arthritis oder andere Autoimmunkrankheiten) ergeben. 

Lipoproteinstoffwechsel. Am Metabolismus der Lipoproteine ist CF beteiligt, indem es u. a. Low Density 

Lipoproteins (LDL) partiell hydrolysiert. Diese aggregieren dann u. a. durch den Abbau von 

Apolipoprotein(apo)B-100 (apoB-100) zu Lipidtröpfchen [19], wie sie in vitro oder in atherosklerotischen 

Gefäßveränderungen vorkommen [147-150]. Die so entstandenen LDL-Partikel können z. B. von der 

arteriellen extrazellulären Matrix, insbesondere von Proteoglykanen [151], die v. a. apoB-100-haltige 

Lipoproteine binden [152-155], eingeschlossen und von den in der Gefäßintima lokalisierten 

Makrophagen aufgenommen werden [9]. Dies führt zur Bildung von Schaumzellen [9] und zur 

Anreicherung von LDL-Cholesterol in der arteriellen Intima [151]. Cathepsin F kann außerdem apoB-100 

der High Density Lipoproteins (HDL) hydrolysieren und damit deren Kapazität, Cholesterol aus 

Schaumzellen zu binden [150], einschränken. Dies führt ebenfalls zur Anreicherung von Cholesterol in 

Schaumzellen, da Makrophagen nur über den Cholesterolausstrom die intrazelluläre Cholesterol-

anreicherung regulieren können [156].  
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Kollagenstoffwechsel. Cathepsin F ist in der Lage, Kollagenfragmente zu hydrolysieren, die von der 

Matrix-Metalloproteinase-1 [10] generiert wurden. Letztere ist eine Kollagenase, die fibrilläres Kollagen 

spezifisch spalten kann [157].  

Atherosklerose. Im Rahmen der Entwicklung von Atherosklerose spielt die Proteolyse eine 

entscheidende Rolle. In den atherosklerotischen Läsionen kommen vermehrt Elastase, Kollagenase, 

Gelatinase und Cystein-Cathepsine (Cathepsine F, K und S [19, 158]) vor [159], wobei letztere von 

Makrophagen [19, 160], von glatten Gefäßmuskelzellen [158] und von Endothelzellen sezerniert werden 

[161]. Im Verlauf der Atherogenese ist CF vermutlich am remodeling der extrazellulären Matrix der 

inflammatorisch veränderten Arterienintima und an der Modifikation und Anreicherung von Lipo-

proteinen in der Intima beteiligt [9, 19]. Die Induktion der Expression von CF in Makrophagen wird, wie 

von Kaakinen et al. [162] gezeigt wurde, u. a. von Angiotensin-II reguliert, das eine pro-atherogene 

Aktivität aufweist [163-167]. Angiotensin-II wird von Makrophagen in der atherosklerotisch veränderten 

Gefäßintima von vulnerablen, potenziell rupturgefährdeten Arterienabschnitten sezerniert [168]. Über 

einen Angiotensin-II Typ 2-Rezeptor werden die Expression und die Sekretion von CF signifikant 

gesteigert, bei konstantem intrazellulären CF-Spiegel [162]. Über diesen Rezeptor lässt sich ebenfalls die 

Sekretion der Matrix-Metalloproteinase-1 [169] steuern. Wie die meisten Cathepsine hat CF ein pH-

Optimum im Sauren (pH 5,2-6,8). Aus diesem Grund können Makrophagen, die lysosomale Cathepsine 

sezernieren, die perizelluläre Umgebung u. a. durch eine erhöhte Laktatsekretion [170] ansäuern [171-172]. 

Zur pH-Senkung tragen ebenfalls die durch Lipolyse aus Lipoproteinen entstandenen freien Fettsäuren 

bei [173]. Im Gegensatz zu atherosklerotisch geschädigten Gefäßen liegt in der Intima gesunder Gefäße 

ein annähernd neutraler pH-Wert vor. Die Expression des Inhibitors der extrazellulären Cystein-

Proteasen, des Cystatin C, ist in atherosklerotisch veränderten Gefäßen vermindert [174]. Die Störung der 

Balance zwischen Synthese und Abbau der extrazellulären Matrix kann zur Instabilität und zur Ruptur der 

atherosklerotischen Plaques führen [162].  

Diabetische Veränderungen der Kornea. Verzögerte und abnorme epitheliale Wundheilung, Ulcera, 

Ödeme, rezidivierende Erosionen, oberflächliche Punktkeratitiden, Abnormalitäten des Endothels und 

der Korneanerven sind Hauptmanifestationen der diabetischen Korneaerkrankung [175-180]. Es ist seit 

langem bekannt, dass Alterationen der epithelialen Basalmembran (BM) - erhöhte BM-Fragilität [177, 181-

182] und verringerte Anzahl von Hemidesmosomen [181, 183] - sowie deren Interaktion mit dem 

Korneaepithel Diabetes-typische Korneaveränderungen bedingen können. Wachstumsfaktoren, 

Mediatoren [184-187] und das wahrscheinlich u. a. durch die erhöhte Expression von CF bedingte 

verringerte Vorkommen spezifischer BM-Komponenten (Laminin-1 bzw. Laminin-10, Entactin/Nidogen 

und Integrin α3β1) [188] können zur Bildung diabetischer Keratopathien beitragen. Saghizadeh et al. 

zeigten, dass die Überexpression von CF und der Matrix-Metalloproteinase-10 (MMP-10) im normalen 

Korneagewebe eine wie beim Diabetes mellitus beobachtete verzögerte Wundheilung induziert [189].  
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Zervixkarzinom. HeLa-Zellen [5] und das Zervixkarzinom [13] zeigen eine erhöhte Expression des CF-

Gens im Vergleich zu den gesunden Ursprungsgeweben. Im Zevixkarzinom findet eine erhöhte 

Transkription von Promotergenen statt, die eine Expression u. a. von CF und der Matrix-

Metalloproteinasen MMP-11 und MMP-12 bewirken [13]. Diese Proteasen spielen bei tumorassozierten 

Prozessen, wie tumorinduzierter Angiogenese, Zellmigration, Zellproliferation und Abbau von 

Bindegewebe [190-191] und der damit verbundenen pathologischen Gewebszerstörung und dem 

invasivem Tumorwachstum eine Rolle [13, 192].   

Neurodegeneration und neuronale Ceroid-Lipofuszinosen (NCL). Unter dem Begriff neuronale 

Ceroid-Lipofuszinose (NCL) werden verschiedene lysosomale Speichererkrankungen, v. a. des Zentral-

nervensystems, zusammengefasst [12]. Die NCL manifestiert sich durch folgendes Krankheitsbild: 

progressiver Verlust motorischer Fähigkeiten und des Augenlichts, mentaler Verfall, Myoklonie, Epilepsie 

und frühzeitiger Tod [193]. Es handelt sich v. a. um autosomal-rezessiv vererbte Erkrankungen. Bei diesen 

Erkrankungen sind Gene betroffen, die ein im endosomalen/lysosomalen Zellkompartiment lokalisiertes 

Protein kodieren, wie die Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1, die Tripeptidyl-Peptidase 1 [194-195] und das 

Cathepsin D, das einen NCL-Phänotyp mit viszeraler Beteiligung zeigt [196-197]. Die NCL zeigt einen 

frühen Beginn im Kindesalter [198]. Bei der sogenannten KUFS Krankheit, die im Erwachsenenalter 

auftritt, ist nur wenig über die genetischen Veränderungen bzw. Ursachen bekannt [199-203]. In diesem 

Zusammenhang untersuchten Tang et al. [11] CF-knock out-Mäuse (CF-/-), die zwischen dem 12. und 16. 

Lebensmonat eine der NCL-ähnliche Erkrankung entwickelten mit progressiver Hinterbeinschwäche und 

Abnahme der motorischen Koordination bzw. Gangschwierigkeiten. Sechs Monate später führte die 

Erkrankung zu einem Gewichtsverlust und schließlich zum Exitus. In Abwesenheit von CF wurden ab 

der 6. Lebenswoche zunehmend eosinophile zytoplasmatische Granula, die lysosomalem Lipofuszin 

gleichen, in den Neuronen und Gliazellen akkumuliert [11]. Da CF Lipoproteine abbaut [9, 19], wird eine 

Lipoprotein-Komponente des Lipofuszin-Komplexes als Substrat von CF in den Neuronen vermutet. In 

älteren CF-/- Mäusen tratt neben der Anreicherung von Lipofuszin eine ausgeprägte Gliose auf [11], die 

ein Indikator für neuronalen Stress und Neurodegeneration ist [204], was auch für NCL-Patienten 

demonstriert wurde [205-206]. Zudem zeigte sich bei CF-/- Mäusen eine Abnahme der Hirnmasse, was 

vermutlich auf einen Neuronenverlust zurückzuführen ist. Cathepsin F ist das einzige Cystein-Cathepsin, 

dessen fehlende Aktivität allein einen lysosomalen Speicherdefekt und damit einhergehende progressive 

neurologische Veränderungen verursachen kann. Der späte Krankheitsbeginn gibt Grund zur Annahme, 

dass das CF-Gen mit der im Erwachsenenalter auftretenden späten Form (late adult-onset) der NCL im 

Zusammenhang stehen könnte [11]. Die CF-Sequenzierung bei 13 late-onset NCL-Patienten hat jedoch bei 

Tang et al. keinen Hinweis für das Vorhandensein von Mutationen des CF-Gens ergeben. In CF-/- 

Mäusen konnte zudem keine erhöhte Akkumulation der mitochondrialen ATP-Synthase-Untereinheit c 

detektiert werden, die eine in den meisten humanen NCL-Erkrankungen anzutreffende Lipofuszin-

Komponente ist [11]. In neueren Untersuchungen von Smith et al., publiziert 2013, wurde bestätigt, dass 

Mutationen im humanem CF-Gen zum Typ B der KUFS Krankheit mit spät auftretender progressiver 
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neuronaler Dysfunktion in Form einer früh auftretenden Demenz und motorischen Defiziten führen 

[207]. Zudem gab ein in silico Modell Aufschluss darüber, wie missense (nicht-synonyme) Mutationen die 

Proteinstruktur und -funktion von CF verändern können [207]. Basierend auf diesen Erkenntnissen 

könnten bei Patienten mit Verdacht auf KUFS Krankheit zur Diagnosesicherung evtl. Veränderungen im 

CF-Gen durch Genomscreening ermittelt und somit invasive Gehirn-Biopsien vermieden werden [207]. 

Bei zahlreichen peripheren Neuropathien mit Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter finden sich 

genetische Veränderungen in der Region 11q12 bis 11q14 des Chromosoms 11, das ebenso für das CF-

Gen (11q13.1-13.3) kodiert [208-209].  

2.4.3 Cathepsin F als Forschungsthema 

Cathepsin F ist eine Cystein-Protease mit nahezu ubiquitärem Expressionsmuster. Es ist an 

unterschiedlichen intra- und extrazellulär ablaufenden physiologischen bzw. pathophysiologischen 

Prozessen beteiligt. Cathepsin F übt eine generelle housekeeping Funktion im lysosomalen Proteinabbau aus 

[4-5] und spielt vermutlich eine entscheidende Rolle im Stoffwechsel der Lipoproteine [19], bei der 

Entstehung von Atherosklerose [9], bei der Tumorgenese [5, 13] und bei Erkrankungen, wie der 

rheumatoiden Arthritis und der neuronalen Ceroid-Lipofuszinose [11].   

Die in den beschriebenen Prozessen wahrgenommenen Funktionen des 1998 endeckten CF [4] sind nicht 

abschließend geklärt, was u. a. auf das Fehlen hochspezifischer Ak gegen humanes CF zurückgeführt 

werden kann. Aus diesem Grund bestand die Aufgabe der vorliegenden Arbeit darin, gegen CF gerichtete 

monoklonale und polyklonale Ak zu generieren, diese zu charakterisieren, spezifische und kreuzreaktions-

freie Ak zu selektieren und in der Immunhistochemie einzusetzen. 

Mit Hilfe von Ak können physiologische und pathophysiologische Funktionen des CF untersucht werden 

und diagnostische Optionen und Therapieansätze entwickelt werden.  
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3 Material und Methoden 

3.1 Chemikalienverzeichnis 

Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung Roth, Karlsruhe 

Amidoschwarz (0,8%) Lösung Merck, Darmstadt 

Ammoniumpersulfat (APS) SERVA GmbH, Heidelberg 

Ammoniumsulfat ([NH4]2SO4) Roth, Karlsruhe 

2,2´-Azino-bis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure)  

-diammonium-Salz (ABTS) Roche Diagnostics, Mannheim 

Blockierungsreagenz für ELISA Roche Diagnostics, Mannheim 

Bovines Serumalbumin (BSA) SERVA GmbH, Heidelberg 

Bromphenolblau Kallies Feinchemie AG, Sebnitz                                    

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (PIC)-Tabletten Roche Diagnostics, Mannheim 

Coomassie®-Brilliant-Blau G-250 Bio-Rad Laboratories, München 

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Dako, Hamburg 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Invitrogen, Karlsruhe  

ECL Lumi-Light Immunoblotting Substrate  Roche Diagnostics, Mannheim 

Essigsäure  Roth, Karlsruhe 

Ethanol 99,8%  Merck, Darmstadt 

Fetales Kälberserum (FKS) GIBCO, Paisley, GB 

Folin-Ciocalteau-Phenol-Lösung                                 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Formaldehyd  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Formalinlösung 35% Sigma-Aldrich, Steinheim 

Freundsches-Adjuvans, komplett und inkomplett Sigma-Aldrich, Steinheim 

Geneticin G-418 GIBCO, Paisley, GB 

Gentamycin SERVA GmbH, Heidelberg  

Glutamin Invitrogen, Karlsruhe 

Glutaraldehyd 25% Lösung SERVA GmbH, Heidelberg 

Glycerol Roth, Karlsruhe  

Glycin  Roth, Karlsruhe 

2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-piperazinyl)- 

ethansulfonsäure (HEPES) Merck, Darmstadt 

Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin Medium (HAT) Invitrogen, Karlsruhe 

Hypoxanthin-Thymidin Medium (HT) GIBCO, Paisley, GB 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Kaliumchlorid (KCl) Roth, Karlsruhe 
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt 

Kaliumhydrogentartrat  Merck, Darmstadt 

Kupfersulfat (CuSO4) Roth, Karlsruhe 

Laemmli-Puffer SERVA GmbH, Heidelberg 

Magermilchpulver  Roth, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol (2-ME)  Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Natriumcarbonat (Na2CO3) Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 

Natriumcitrat Merck, Darmstadt 

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Merck, Darmstadt 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt 

Di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt 

Natriumhydroxid (NaOH) Roth, Karlsruhe 

Natriumphosphat (Na3PO4) Merck, Darmstadt 

Natriumthiosulfat (Na2S2O3) Fluka, Schwalbach 

Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Dihydrogen  

(NADH2) Roche Diagnostics, Mannheim 

4-Nitrobluetetrazoliumchlorid (NBT) Roche Diagnostics, Mannheim 

Phenol  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Polyethylenglykol (PEG 1500) Roche Diagnostics, Mannheim 

Ponceau S Merck, Darmstadt 

RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640-Medium   GIBCO, Paisley, GB 

Saccharose Merck, Darmstadt 

Silbernitrat (AgNO3) Fluka, Schwalbach 

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Natriumdodecylsulfat) SERVA GmbH, Heidelberg 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth, Karlsruhe 

Thimerosal Fluka, Schwalbach 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Merck, Darmstadt 

TritonTM-X-100 SERVA GmbH, Heidelberg 

Tween® 20 (Polyoxyethylen [20] Sorbitan Monolaurat) Merck, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid 30% (H2O2) Merck, Darmstadt 

Western Blocking Reagent Roche Diagnostics, Mannheim 

Xylol Roth, Karlsruhe 

Zitronensäure  Chemapol, Prag, Tschechische Republik         

Soweit nicht anderweitig beschrieben, wurden alle Chemikalien mit dem Reinheitsgrad p. a. verwendet. 
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3.2 Materialien 

Tab. 1: Materialien geordnet nach methodischen Anwendungsgebieten. 

 Produkt Hersteller 

ELISA (vgl. 3.8.1) 

Mikrotiterplatten 
(Polystyrol) 

Mikrotiterplatte Costar high binding (96 Kavitäten) Bioscience, San Diego, US 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (vgl. 3.8.2) 

Lösungen NuPAGE® LDS Sample buffer Invitrogen, Karlsruhe 

  NuPAGE® Sample Reduction Agent Invitrogen, Karlsruhe 

Gradientengele NuPAGE® Novex® Bis-Tris Gel  Invitrogen, Karlsruhe 

Immunoblotting (vgl. 3.8.4) 

Nitrozellulosemembran     Nitrocellulose Membrane HybondTM-c extra Amersham, Heidelberg 

Nitrocellulose Membrane HybondTM-ECL Amersham, Heidelberg 

Epitope Mapping (vgl. 3.8.5) 

Tracker Tapes Tracker TapeTM RPN 2050  Amersham, Heidelberg 

Immunglobulinreinigung/Immunpräzipitation (vgl. 3.8.6/3.9.3) 

Protein G-Sepharose HiTrapTM Protein G-Sepharose HP Amersham, Heidelberg 

  HiTrapTM IgM Purification HP  Amersham, Heidelberg 

Immunhistochemie (vgl. 3.12) 

Streptavidin-Peroxidase Dako REALTM Streptavidin Peroxidase (HRP)  Dako, Hamburg 

Verdünnungspuffer Dako REALTM Antibody Diluent Dako, Hamburg 

Substratpuffer Dako REALTM HRP Substrate Buffer Dako, Hamburg 

Chromogen Dako REALTM DAB (50x)  Dako, Hamburg 

Zellkernfarbstoff Mayer’s Hämalaunlösung Merck, Darmstadt 

 

Tab. 2: Molmassemarker. 

Molmassemarker Molmassebereich Hersteller 

LMW-SDS Marker Kit 14-97 kDa Amersham, Heidelberg 

PageRulerTM Prestained Protein Ladder  10-170 kDa Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 

 

Tab. 3: Sonstige Materialien. 

 Produkt Hersteller 

Film HyperfilmTM ECL  Amersham, Heidelberg 

  Lumi-Film Chemiluminescent-Detection Film Roche Diagnostics, Mannheim 
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3.3 Stammlösungen und Puffer 

Tab. 4: Standardlösungen. 

Standardlösung Zusammensetzung 

PBS (Phosphate-Buffered Saline; Phosphat-gepufferte 
Salzlösung) 

270 mM NaCl; 16 mM NaH2PO4; 5,4 mM KCl;  
2,9 mM KH2PO4; pH 7,4 

TBS (Tris-Buffered Saline; Tris-gepufferte Salzlösung) 20 mM Tris-HCl; 155 mM NaCl; pH 7,5  

TBST (TBS Tween) TBS; 0,05% (v/v) Tween® 20; pH 7,5 

 

Tab. 5: Puffer und Lösungen für die einzelnen Methoden. 

 Zusammensetzung 

ELISA (vgl. 3.8.1) 

NaCl-Tween®-Puffer 155 mM NaCl; 2% (v/v) Tween® 20 

Immunoblotting (vgl. 3.8.4) 

Transferpuffer  20 mM Tris-HCl; 150 mM Glycin; 20% (v/v) Methanol; 0,05% (w/v) SDS; 
pH 8,3 

Blockierungslösung TBST; 3% (w/v) Magermilchpulver; 0,5% TritonTM-X-100 

Epitope Mapping (vgl. 3.8.5) 

Blockierungslösung TBST; Western Blocking Reagent; 146 mM Saccharose 

Regenerierungspuffer 50 mM Tris-HCl; 100 mM 2-ME; 2% (v/w) SDS; pH 6,7 

Immunglobulinreinigung mittels Affinitätschromatographie (vgl. 3.8.6) 

Bindungspuffer IgG: 20 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; pH 7,0 

IgM: 20 mM Na3PO4; 0,8 M (NH4)2SO4; pH 7,5 

Elutionspuffer IgG: 0,1 M Glycin-HCl; pH 2,7 

IgM: 20 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; pH 7,5 

Neutralisationspuffer 1 M Tris-HCl; 1% Thimerosal; pH 9,0 

Regenerierungspuffer 20 mM Na2HPO4; 20 mM NaH2PO4; 30% Isopropanol; pH 7,5 

3.4 Zelllinien 

Tab. 6: Zelllinien. 

Bezeichnung Ursprung Charakterisierung 

HeLa-S3 Humane epitheliale 
Zervixkarzinomzelllinie 
(Kurzname „HeLa“) 

Epithelzellen eines Zervixkarzinoms einer 31-jährigen 
afroamerikanischen Frau namens Helen Lane, aus 
denen die erste permanente humane Zelllinie am 
Johns Hopkins Hospital etabliert wurde.  
(Gey et al., 1952 [210]) 

P3X63-Ag8/653  Murine Myelomzelllinie 
(Kurzname „Ag8“) 

Die Zelllinie weist einen Defekt im salvage pathway der 
Nukleinsäuresynthese auf. Es fehlt das Enzym 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase 
(HGPRT). (Kearny et al., 1979 [211]) 
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FTC-133 Humane Zelllinie aus einem 
metastasierten follikulären 
Schilddrüsenkarzinom 

Die Zellen bilden noch Thyreoglobulin und besitzen 
intakte EGF- und TSH-Rezeptoren. 
(Goretzki et al., 1990 [212]) 

EPLC-32M1 Humane Zelllinie aus einem 
nicht-kleinzelligen 
Bronchialkarzinom 

Histologisch mittelmässig differenzierte Zellen aus 
der Lymphknotenmetastase eines Patienten mit 
squamösem epitheloidzelligen Karzinom, die als Non-
Small-Cell Lung Cancer (NSCLC) Zelllinie eines 
Nacktmaus-Transplantats in der Abteilung für 
Hämatologie/Onkologie des Zentrums für Innere 
Medizin der Philipps-Universität Marburg etabliert 
wurden. (Bepler et al., 1988 [213]) 

 

Zellkulturmaterial und -zusätze wurden von den Firmen Roth (Karlsruhe), Invitrogen (Karlsruhe) und 

Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen. Für die Immunisierung der Mäuse wurde Freundsches-Adjuvans 

(komplett und inkomplett) von der Firma Sigma-Aldrich (Steinheim) verwendet. 

3.5 Antikörper 

Tab. 7: Primäre anti-Cathepsin F-Antikörper und sekundäre Antikörper. 

Primärantikörper Spezies Hersteller Verdünnung 

Anti-human Cathepsin F (C-20): sc-9634, 
pAk („Santa Cruz”) 

Ziege Santa Cruz Biotechnology, 
Heidelberg 

1:30 - 1:3.000 

Sekundärantikörper Spezies Hersteller Verdünnung 

Anti-Maus-Sekundärantikörper 

Anti-Maus IgG, Fcγ, pAk, HRP-markiert Kaninchen Dianova, Hamburg 1:5.000 - 1:10.000 

Anti-Maus IgG (H+L), F(ab’)2-Fragment, 
pAk, HRP-markiert 

Schaf Dianova, Hamburg 1:500 - 1:100.000 

Anti-Maus IgG+IgM (H+L), pAk, HRP-
markiert 

Kaninchen Dianova, Hamburg 1:5.000 - 1:10.000 

LSAB-Kit: Dako REALTM Link Biotinylated 
Secondary Antibodies (AB2) 

  Dako, Hamburg Fertiglösung 

Anti-Kaninchen-Sekundärantikörper 

Anti-Kaninchen IgG1 (leichte Kette), 
mAk, HRP-markiert 

Maus Dianova, Hamburg 1:5.000 - 1:10.000 

Anti-Kaninchen IgG (H+L), pAk, HRP-
markiert 

Ziege Dianova, Hamburg 1:500 - 1:100.000 

LSAB-Kit: Dako REALTM Link Biotinylated 
Secondary Antibodies (AB2) 

  Dako, Hamburg Fertiglösung 

Anti-Ziege-Sekundärantikörper 

Anti-Ziege IgG (H+L), pAk, HRP-
markiert 

Kaninchen Dianova, Hamburg 1:500 - 1:100.000 

 

Zum Herstellen gebrauchsfähiger Sekundärantikörper wurden diese im Verhältnis 1:2 in Glycerol 

verdünnt. Die Konjugate wurden bei -20°C aufbewahrt. 
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3.6 Humanes Cathepsin F 

Zu Beginn dieser Arbeit basierte die Antigengenerierung auf einer Aminosäuresequenz (AS-Sequenz) des 

humanen Pro-Cathepsin F (CF) von 302 Aminosäuren (AS) [4]. Diese AS-Sequenz wurde im späteren 

Verlauf von Santamaria et al. auf 484 AS korrigiert [5]. 

Rekombinantes Cathepsin F. Auf der Grundlage der 302 AS umfassenden AS-Sequenz von Pro-

CF [4] wurde humanes rekombinantes CF aus Escherichia coli (E. coli) gewonnen, das 

freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe von Dr. D. Brömme und PD Dr. T. Wex (2001 am 

Mount Sinai Hospital, New York, US) zur Verfügung gestellt wurde. 

Cathepsin F-Peptide. Nach Bekanntwerden der 484 AS umfassenden Pro-CF-AS-Sequenz [5] wurden 

mit Hilfe der Firma EMC (Tübingen) CF-Peptide synthetisiert, entweder als Einzelpeptide mit einer 

Länge von 6-15 AS oder als aus 2 und mehr identischen oder unterschiedlichen Einzelpeptiden 

zusammengesetzte Tandempeptide. Die CF-Peptide wurden u. a. an Pam3Cys oder Lysin gekoppelt. 

3.7 Generierung von monoklonalen und polyklonalen Antikörpern gegen 

humanes Cathepsin F 

3.7.1 Immunisierung 

Zur Herstellung von Antikörpern (Ak) gegen CF wurden als Antigene (Ag) humanes rekombinantes CF 

oder Einzel- bzw. Tandempeptide eingesetzt, die auf der Grundlage der humanen CF-AS-Sequenz 

synthetisiert wurden. Für die Herstellung von monoklonalen Antikörpern (mAk) wurden Mäuse              

(3 Monate alte Balb/c-Mäuse: insgesamt 11), für diejenige von polyklonalen Antikörpern (pAk) 

Kaninchen (6 Monate alte Kaninchen: insgesamt 4) eingesetzt. Für die Erstimmunisierung (Abb. 3 am 

Beispiel der Maus) wurde das Protein (25 µg Ag pro Maus bzw. 50 µg Ag pro Kaninchen) in 200 µL 

isotonischer NaCl-Lösung (0,154 M) gelöst und in 300 µL komplettem Freundschen-Adjuvans (KFA) 

suspendiert und bis zur Entstehung einer Emulsion gemischt. Die Antigenapplikation erfolgte bei der 

Maus intraperitoneal und beim Kaninchen bei der ersten Immunisierung subkutan und dann bei jeder 

weiteren intramuskulär. Vor der ersten Immunisierung wurde zu Kontrollzwecken Prä-Immunserum 

gewonnen. Die erste Auffrischung der Immunantwort fand nach einem Zeitraum von 6 Wochen statt. Pro 

Maus wurden 20 µg CF-Antigen bzw. pro Kaninchen 40 µg CF-Antigen gemischt mit 200 µL NaCl (0,154 

M) und mit 300 µL inkomplettem Freundschen-Adjuvans (IFA) injiziert. Die zweite Auffrischungs-

immunisierung erfolgte nach weiteren 14 Tagen. Pro Maus wurden 20 µg CF bzw. pro Kaninchen 40 µg 

CF appliziert. Bei der Maus erfolgte 4 Tage vor und am Vortag der Fusion eine erneute Antigeninjektion 

(boost) von 20 µg CF. Am Fusionstag wurde die Isolierung der Milzzellen vorgenommen.  
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    0. Tag  1. Tag                 6. Woche         8. Woche                         4. und 1. Tag vor der Fusion 

 2. Auffrischung 

 20 µg Antigen  

 

Blutabnahme 

vor der Fusion 

Serumgewinnung 

1. Titerbestimmung 

Fusion 

   Prä-Immunserum 

  

 

 Erstimmunisierung 

 25 µg Antigen + KFA 

 1. Auffrischung 

 20 µg Antigen + IFA 

 

 3. + 4. Auffrischung 

 je 20 µg Antigen  

 

 

 

               

 

 

Abb. 3. Immunisierungsschema am Beispiel der Maus (Schema entlehnt von Dr. E. Weber). 
KFA = komplettes Freundsches-Adjuvans (Wasser-in-Öl-Emulsion, die hitzeinaktivierte Tuberkelbakterien, Myco-
bacterium tuberculosis, enthält), das zur primären Antigeninjektion verwendet wurde. IFA = inkomplettes Freundsches-
Adjuvans (Wasser-in-Öl-Emulsion, die nicht mit Mykobakterien versetzt ist), das für Folgeinjektionen eingesetzt wurde 
[214]. 

3.7.2 Serumgewinnung 

Zur Serumgewinnung wurden die Blutproben (bei der Maus 100 µL Blut für die Titerkontrollen zur 

Bestimmung des Fusionszeitpunktes und beim Kaninchen 20-30 mL für die Gewinnung von pAk) bei RT 

stehen gelassen. Das geronnene Blut wurde über Nacht bei 4°C aufbewahrt und dann zur Gewinnung des 

Serums für 10 min bei RT bei 3.500 x g abzentrifugiert. Das Serum wurde aliquotiert und bis zur weiteren 

Verwendung bei -20°C eingefroren.  

3.7.3 Zellhybridisierung - Fusion  

1. Vorbereitung der Fusion 

Zur Titerbestimmung vor der Fusion und um die Anzahl der Erythrozyten in der zu isolierenden Milz in 

vivo zu minimieren, erfolgte eine Blutentnahme (0,5 mL) ca. 30 min vor der Milzentnahme bei der Maus. 

Im Folgenden wurden unter Einhaltung der Sterilitätskriterien drei Zelltypen gewonnen und aufgearbeitet: 

Makrophagen, Splenozyten (beide aus der Maus) und Myelomzellen (P3X63-Ag8/653) [211] (aus der 

Zellkultur). 

Makrophagen. Die Peritoneal-Makrophagen der immunisierten Maus übernehmen in der Co-Kultur mit 

Hybridomzellen die Aufgabe der Sezernierung von Wachstumsfaktoren und der Phagozytose von toten 

Zellen. Zu ihrer Gewinnung wurde die Peritonealhöhle eröffnet und diese nach Aufnahme der 

Peritonealflüssigkeit 4 x mit je 1 mL RPMI 1640-Medium (4°C), das ohne fetales Kälberserum (FKS) 

versetzt war, gespült. Die Zellsuspension wurde in einem sich im Eisbad befindenden 

Zentrifugenröhrchen gesammelt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer bestimmt und 

auf 1 x 106 Zellen/5 mL HAT-Medium eingestellt. Es wurden je 100 µL Makrophagen-Zellsuspension pro 

Kavität auf 96 well-Zellkulturplatten verteilt. 
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Splenozyten. Die Milz wurde präpariert und in eine Petrischale gegeben. Zur Gewinnung der 

Splenozyten wurde die Milzkapsel 2-3 x mit je 10 mL FKS-freiem RPMI 1640-Medium gespült. Die 

isolierten Milzzellen wurden mit serumfreiem Medium 2-3 x gewaschen und die Zellzahl ermittelt.  

Myelomzellen. Die mit FKS-haltigem RPMI 1640-Medium kultivierten Myelomzellen (P3X63-Ag8/653) 

wurden am Fusionstag 5 x mit je 35 mL FKS-freiem Medium gewaschen. Die Myelomzellen befanden 

sich zum Zeitpunkt der Fusion in der exponentiellen Wachstumsphase.  

2. Fusion von  Maus-B-Lymphoblasten und Maus-Myelomzellen (P3X63-Ag8/653) 

Die Milzzellen (1-2 x 108 Zellen/mL) wurden im Verhältnis 2:1 mit den Zellen der Myelomzelllinie Ag8 

(P3X63-Ag8/653) gemischt (Abb. 4). Das Zellgemisch wurde in ein Glaszentrifugenröhrchen überführt, 

1-2 x mit je 25 mL auf 37°C erwärmten serumfreiem Medium gewaschen und 10 min bei 300 x g 

zentrifugiert. Nach vollständiger Entfernung des Überstandes wurden zu dem Myelomzell-

Milzzellgemisch 1,5 mL des auf 37°C erwärmten Polyethylenglykols (PEG 1500) langsam innerhalb 1 min 

unter ständigem Drehen des Zentrifugenröhrchens im 37°C-Wasserbad zugeführt und während einer 

weiteren Minute stetig gedreht. Dann wurden tropfenweise insgesamt 24 mL des vorgewärmten 

serumfreien Mediums unter Drehen des Zentrifugenröhrchens bei 37°C hinzugegeben: 1 mL in der         

1. Minute, 3 mL in der 2. Minute, 18 mL in der 3. Minute. Die Suspension wurde dann für 10 min bei   

200 x g zentrifugiert. Das Zellgemisch verblieb für 5 min bei 37°C im Wasserbad. Im Anschluss wurde der 

Überstand abgegossen und das Zellpellet in 8 mL FKS-haltigem RPMI 1640-Medium, das mit 

Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin (HAT) versetzt war, vorsichtig resuspendiert. Ein Zehntel des 

Fusionsansatzes wurde sofort in 40 mL HAT-Medium aufgenommen und auf 4 Zellkulturplatten mit je 96 

Kavitäten verteilt (100 µL/Kavität). Jede Zellkulturplatte (96 wells) war mit insgesamt 1 x 106 Makro-

phagen/5 mL HAT-Medium (1 x 104 Makrophagen/well) vorbeschichtet. Die nicht der Zellkultur 

zugeführten Zellen wurden kryokonserviert. 

3. Selektion von Hybridomzellen 

Nach der Fusion (Abb. 4) verbleiben viele, nicht-fusionierte Zellen in Kultur. Erythrozyten und 

Lymphozyten sterben im Laufe der Zeit ab und werden von den Makrophagen phagozytiert. Die nicht-

fusionierten Myelomzellen, die sich durch eine unbegrenzte Lebensdauer auszeichnen, könnten in 

kürzester Zeit die Hybridome überwuchern. Um dies zu unterbinden, werden Myelomzellen mit einer 

Defektmutation im Nukleinsäurestoffwechsel eingesetzt (P3X63-Ag8/653).  Der Hauptstoffwechselweg 

der de novo-Nukleotidbiosynthese wird durch den Zusatz von Aminopterin im HAT-Medium inhibiert, das 

ein Folsäureantagonist ist und die Dihydrofolatreduktase hemmt, so dass weder Guanosintriphosphat 

(GTP) noch Thymidintriphosphat (TTP) gebildet werden. Normalerweise können über einen 

Reservestoffwechsel die für die DNA-Synthese benötigten Purine mit Hilfe des Enzyms Hypoxanthin-

Guanin-Phophoribosyl-Transferase (HGPRT) aus Hypoxanthin und Guanin synthetisiert werden. Die 

Myelomzellen vom Typ P3X63-Ag8/653 besitzen jedoch keine funktionelle HGPRT, so dass sie kein 

GTP aus Hypoxanthin synthetisieren können [215-216]. Aus diesem Grund überlebten durch die 
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Selektion mit HAT-Medium nur fusionierte Zellen (Klone), bei denen der Fusionspartner (B-Lympho-

blasten) eine funktionelle HGPRT in die Hybridzelle eingebracht hatte. Das für die DNA-Synthese 

ebenfalls erforderliche Thymidin war in den Medienzusätzen enthalten. Die Zellen wurden somit für 2 

Wochen mit RPMI 1640-HAT-Medium (Endkonzentrationen im Ansatz: 100 µM Hypoxanthin; 0,4 µM 

Aminopterin; 16 µM Thymidin) kultiviert. Dann wurde die Zellkultur für 1-2 Wochen mit RPMI 1640-

HT-Medium (Endkonzentrationen im Ansatz: 100 µM Hypoxanthin; 16 µM Thymidin) und schließlich 

nur noch mit RPMI 1640-Medium versorgt. Alle Medien enhielten 10% FKS. 

4. Klonierung positiver Hybridome 

Mit Hilfe des indirekten Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) (3.8.1) konnten 2-3 Wochen nach 

der Fusion die Kavitäten auf das Vorhandensein spezifischer anti-CF-Ak-produzierender Klone analysiert 

werden. Positive Klone wurden selektiert und kloniert. Zur Klonierung (Abb. 4) wurde das Zellgemisch 

aus der entsprechenden Kavität der Mutterplatte verdünnt, um am Ende der Verdünnungsreihe statistisch 

nur eine einzelne Ak-produzierende Zelle pro Kavität zu erhalten. Dazu wurde die Zellsuspension auf 

eine Zellzahl von 1 x 104 Zellen/mL eingestellt und davon 200 µL in die erste Kavität einer 96 well-

Mikrotiterplatte überführt und in seriellen Verdünnungsschritten (1:2) bis zur Kavität 12 einer 

horizontalen Reihe vereinzelt. Während der Klonierung wurden die Zellen mit FKS-haltigem RPMI 1640-

Medium versorgt. Nach 10-15 Tagen fand eine erneute Testung der Kulturüberstände hinsichtlich der 

Produktivität der Klone und der Spezifität der Antikörper mittels indirektem ELISA statt. Positive Klone 

wurden einer zweiten Klonierung unterzogen, anschließend propagiert und für Massenkulturen zur Ak-

Gewinnung verwendet bzw. kryokonserviert. 
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Abb. 4. Generierung monoklonaler Antikörper-produzierender Hybridome (Schema entlehnt von Dr. 
E. Weber). 
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3.8 Charakterisierung der monoklonalen und polyklonalen anti-Cathepsin 

F-Antikörper 

3.8.1 Indirekter Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

Der indirekte ELISA diente in der vorliegenden Arbeit zur Titerbestimmung von Maus- und 

Kaninchenseren, zur Überprüfung der mAk-Produktion der Hybridome und zur Charakterisierung von 

mAk und pAk. 

Durchführung.  

 

3.8.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Für die Auftrennung eines Proteingemisches entsprechend der Molmasse (MM) wurde die 

diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [217] bzw. nach 

O’Farrell [218] eingesetzt. Zunächst wurden die Proteine durch Erhitzung der Proteingemische auf 95°C 

denaturiert, verstärkt durch die gleichzeitige Reduktion mit 2-Mercaptoethanol (2-ME). Durch Bindung 

von SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) an die Proteine entstehen negativ geladene SDS-Protein-Komplexe mit 

konstantem Ladungs-Masse-Verhältnis (1,4 g SDS/g Protein in 1%iger SDS-Lösung). Diese Komplexe 

wandern im elektrischen Feld zur Anode und der Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidmatrix erlaubt 

ihre Trennung gemäß ihrer Molmasse. 

Durchführung. Die Gele hatten eine Größe von 83 x 73 x 1,5 mm. Es wurden Trenngele mit 

unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen (7,5%, 12,5% und 15%) sowie Sammelgele mit einer 5%igen 

Acrylamidkonzentration verwendet (Tab. 8). Die Proteinkonzentrationen der verwendeten Proben lagen 

 Adsorption:  50 µL CF-Antigen-Lösung/Kavität (Beschichtungskonzentration für rekombi-
nantes CF: 2 µg/mL TBS und für Einzel- bzw. Tandempeptide von CF: 5 µg/mL TBS) über 
Nacht bei 4°C bzw. für 2 h bei RT. 

 Waschen:  3 x NaCl-Tween® 20. 

 Blockierung: 200 µL Blockierungsreagenz/Kavität für 1 h bei RT. 

 Waschen:  3 x NaCl-Tween® 20. 

 Bindung des Primärantikörpers: 30 µL Hybridoma-Zellkulturüberstand und 20 µL TBST/ 
Kavität für 90 min bei RT. 

 Waschen:  3 x NaCl-Tween® 20. 

 Bindung des Sekundärantikörpers: 50 µL anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen- bzw. anti-Ziege-Ak, 
HRP-konjugiert (1:5.000 bzw. 1:10.000)/Kavität für 60 min bei RT. 

 Waschen:  3 x NaCl-Tween® 20. 

 Nachweis der Ag-Ak-Reaktion: 50 µL Peroxidase-Substrat ABTS-Chromogenlösung/Kavität 
für 10 min bei RT. Oxidation von ABTS (2,2´-Azino-bis-[3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure]) bei 
Anwesenheit von H2O2 mittels der an den sekundären Ak gebundenen Peroxidase unter Bildung 
eines grünen Farbstoffes.  
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in einem Bereich von 10 ng Protein pro Bahn bis maximal 50 µg Protein über die gesamte Gelbreite. Die 

Proteinproben wurden im Verhältnis 1:2 mit SDS-Probenpuffer (0,5 M Tris-HCl; 10% [v/v] Glycerol; 

2,3% [w/v] SDS; pH 6,8) versetzt und anschließend für 5 min bei 95ºC inkubiert. Für die Untersuchung 

der Proteingemische unter reduzierenden Bedingungen wurde 2-ME (5% [v/v]) zum Probenpuffer 

zugegeben. Nach Abkühlen der Proben auf RT wurden 25-50 µL Probe pro Bahn bzw. 150-300 µL Probe 

über die gesamte Gelbreite aufgetragen. Die Trennung des Proteingemisches erfolgte in 25 mM Tris/200 

mM Glycin-Puffer (pH 6,8) über 90 min bei einer konstanten Stromstärke von 20 mA pro Gel. Zur 

Identifizierung der Proteinmasse wurde ein Molmassemarker verwendet (MM-Bereich: 14,4 bis 97,0 kDa).  

Tab. 8: Herstellung von 7,5%-, 12,5%- und 15%-Trenngelen bzw. von Sammelgel für die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Lösungen Trenngel 
7,5%ig 

Trenngel 
12,5%ig 

Trenngel 
15%ig 

Sammelgel 

30% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid  7,5 mL 12,5 mL 15 mL 1,5 mL 

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCl; pH 8,8 7,5 mL 7,5 mL 7,5 mL   

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCl; pH 6,8       2,5 mL 

Aqua dest. 15 mL 10 mL 7,5 mL 6 mL 

10% APS 100 µL 100 µL 100 µL 60 µL 

TEMED 20 µL 20 µL 20 µL 10 µL 

3.8.3 Proteinfärbung 

Nach elektrophoretischer Trennung erfolgte die direkte Visualisierung der Proteine im SDS-

Polyacrylamidgel mittels Coomassie®-Brilliant-Blau-Färbung bzw. Silberfärbung.  

1.  Coomassie®-Färbung 

Die Proteine im Polyacrylamidgel werden durch Methanol und Essigsäure fixiert und durch Coomassie®-

Brilliant-Blau gefärbt. Dieses Färbeverfahren kann zur semi-quantitativen Bestimmung der Protein-

konzentration (Nachweisgrenze: 0,1 µg-1 µg Protein/Bande) verwendet werden.  

Durchführung. Das Polyacrylamidgel wurde 1 h bzw. über Nacht in der Färbelösung (2 g Coomassie®-

Brilliant-Blau G-250; 50% [v/v] Methanol; 20% [v/v] Essigsäure) inkubiert. Danach wurde nicht Protein-

gebundener Farbstoff durch Waschen mit Coomassie®-Blau-Entfärberlösung G-250 (25% [v/v] Ethanol; 

8% [v/v] Essigsäure) entfernt.  

2.  Silberfärbung 

Die Detektion von Proteinen erfolgt bei der Silberfärbung mit hoher Sensitivität mit einer 

Nachweisgrenze von 5 ng Protein/Bande. Die Silberfärbung ist damit 10- bis 100-fach empfindlicher als 

die Coomassie®-Färbung. Diese Methode ist durch die unterschiedlichen Färbeeigenschaften 

verschiedener Aminosäuren jedoch nur eingeschränkt zu deren Quantifizierung einsetzbar [219]. Die 

Visualisierung der Proteinbanden erfolgte in Anlehnung an die Silberfärbung nach Blum et al. [220] und 
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Shevchenko et al. [221] bzw. nach Merril et al. [222]. Die dabei ablaufende chemische Reaktion beruht auf 

einer Umwandlung der nicht-stöchiometrisch an Proteine gebundenen Silberionen aus der 

Silbernitratlösung (AgNO3) zu elementarem, metallischem Silber mittels Formaldehyd. Die Proteinbanden 

werden durch unterschiedliche Schwarzfärbung sichtbar. Durch einen vorausgehenden Reduktionsschritt 

mit 0,8 mM Natriumthiosulfatlösung (Na2S2O3) wird die Nachweisgrenze für Proteine erhöht [223]. 

Durchführung. Alle Lösungen wurden mit aqua tridest. hergestellt und die Versuchsschritte wurden bei 

RT durchgeführt. 

 

Die Silberfärbung wurde ebenfalls mit Hilfe des SilverQuest Silver Staining Kit (Invitrogen, Karlsruhe) für 

massenspektrometrische (MS) Untersuchungen kompatibel durchgeführt. 

3.8.4 Immunoblotting 

Nach ihrer Trennung im SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proteine beim Blotten ebenfalls 

elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Das Immunoblotting erfolgte nach der von 

Towbin et al. beschriebenen Methode [224] im Tank-Blot-Verfahren (Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, 

Bio-Rad Laboratories, München). 

Durchführung. Die einzelnen Versuchsschritte erfolgten, sofern nicht anders beschrieben, bei RT. 

 Vorfixierung:   50% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsäure für 30 min. 

 1. Fixierung:    5% (v/v) Methanol; 7% (v/v) Essigsäure für 30 min. 

 2. Fixierung:    2,5% (v/v) Glutaraldehyd für 30 min. 

 Waschen:   aqua tridest. über Nacht. 

 Waschen:  aqua tridest. für 30 min. 

 Reduktion:  0,8 mM Natriumthiosulfat (Na2S2O3) für 90 s. 

 Waschen:   aqua tridest. für 3 x 20 s. 

 Färbung:  12 mM Silbernitrat (AgNO3) für 20 min.  

 Waschen:  aqua tridest. für 2 x 20 s. 

 Entwicklung: 566 mM Natriumcarbonat (Na2CO3); 150 µL Formaldehyd; 0,016 mM Na2S2O3 
für 5-10 s zur Auswaschung des weißlichen Silberniederschlages, gefolgt von einer Inkubation von 
1-5 min zum Entwickeln. 

 Waschen:  aqua tridest. für 2 x 2 min. 

 Stopplösung:  50% (v/v) Methanol; 12% (v/v) Essigsäure für 10 min. 

 Waschen:   aqua tridest. für 20 min. 
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3.8.5 Epitope Mapping 

Mit Hilfe des Epitope Mapping wird diejenige Peptidsequenz (Epitop) innerhalb einer gegebenen AS-

Sequenz ermittelt, an die der eingesetzte Ak spezifisch bindet. Im Versuch wurden mittels Pep-SPOT-

Synthesetechnik (Abb. 5) 98 Tridecapeptide (13-mere) der Cathepsin F-AS-Sequenz (nach Wang et al. [4]: 

1.-302. AS und nach Santamaria et al. [5]: 183.-484. AS) bzw. 115 Tridecapeptide der Cathepsin W-AS-

Sequenz synthetisiert, die um jeweils 3 AS gegeneinander fortlaufend verschoben waren. Diese 

Peptidsequenzen wurden mit dem C-terminalen Teil kovalent an eine Zellulosemembran gebunden. 

 Proteintransfer:  Transferpuffer für 2 h bei konstanter Stromstärke von 480 mA bzw. für 1-2 h 
bei 350-400 mA. 

 Überprüfung des Proteintransfers: 2%ige Ponceau S-Lösung.  

 Blockierung:  Blockierungslösung für 1 h bei RT bzw. für 30 min bei 37°C. Der 
Membranbereich, der die zur Identifikation der Proteingröße mitgeführten Molmassemarker 
enthielt, wurde vor der Blockierung von der Blotmembran abgetrennt und mit in Essigsäure (5%) 
gelöstem Amidoschwarz sichtbar gemacht. 

 Waschen:   TBS für 3 x 10 min.  

 Bindung des Primärantikörpers: in TBST verdünnter primärer anti-CF-Ak über Nacht unter 
leichtem Schütteln.  

 Waschen:  TBS für 3 x 10 min.  

 Bindung des Sekundärantikörpers: in TBST verdünnter, HRP-gebundener anti-Maus- bzw. 
anti-Kaninchen- bzw. anti-Ziege-Ak (1:5.000-1:10.000) für 1 h.  

 Waschen:  TBS für 3 x 10 min.  

 Visualisierung des Ag-Ak-Komplexes:  

 Chromogene Entwicklung: Nitrobluetetrazolium (NBT) unter Lichtausschluss (HRP-
Substratlösung: 6 mg NBT in 20 mL TBST; 20 mg NADH2; 30 µL [80%] Phenol; 30 µL 
[30%] H2O2). Nach 5-10 min Sichtbarwerden der gesuchten Bande und anschließendes 
Stoppen der  Enzymreaktion durch einen Überschuss an Leitungswasser.  

 Filmentwicklung: ECL Lumi-Light Immunoblotting Substrate gemäß den Herstellerangaben. Das 
bei der ECL (Enhanced ChemiLuminescence)-Entwicklung entstandene Chemilumineszenz-
Signal wurde auf einem ECL-Film abgebildet.  
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 Waschen:   Methanol für 10 min und TBST für 3 x 10 min. 

 Blockierung:   Blockierungslösung für 1 h.  

 Waschen:   TBST für 10 min. 

 Bindung des Primärantikörpers: in Blockierungslösung verdünnter primärer Antikörper         
(1-10 µg/mL) für 90 min.  

 Waschen:   TBST für 5 min. 

 Bindung des Sekundärantikörpers: anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen- bzw. anti-Ziege-Ak, HRP-
konjugiert (1:5.000-1:10.000) für 90 min. 

 Waschen:   TBST für 3 x 10 min.  

 Detektion des Ag-Ak-Komplexes: ECL Lumi-Light Immunoblotting Substrate gemäß den 
Herstellerangaben und Detektion des Chemilumineszenz-Signals auf HyperfilmTM bzw. Lumi-Film. 

 Waschen:  TBST für 3 x 10 min.  

 Regenerierung:  Regenerierungspuffer für 30 min bei 50°C.  

 Waschen:   TBST für 3 x 10 min und Methanol für 10 min.  

Abb. 5. Prinzip des Epitope Mapping nach der Pep-SPOT-Technik (Schema entlehnt von Dr. E. Weber). 
Die Bezeichnung der Aminosäuren erfolgt zum besseren Verständnis nach dem Alphabet und nicht nach dem 
Einbuchstabencode auf der Grundlage der IUPAC-IUB-Nomenklatur [24]. 

Durchführung. Es wurden die Epitope Mapping-Membranen CF: Je_350_3#1355 für CF bzw. CW: 

Je_299_10 für CW eingesetzt, die wie folgt behandelt wurden: 

 

Die Membran wurde im Anschluß wiederverwendet oder getrocknet und bei -20°C gelagert. Die einzelnen 

Versuchsschritte der Epitopkartierung wurden, sofern nicht anders angegeben, auf einem Rotations-

schüttler bei RT durchgeführt. 
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3.8.6 Immunglobulinreinigung 

1.  IgG-Reinigung  

Die Reinigung mono- und polyklonaler Immunglobuline (Ig) vom Typ IgG aus Kulturüberständen der 

Hybridomazellen bzw. aus Seren wurde mittels Affinitätschromatographie an HiTrapTM Protein G-

Sepharose durchgeführt. Protein G (MM: 35 kDa) ist ein Oberflächenprotein der Streptokokken der 

Gruppe G, das über einen Typ III Fc-Rezeptor an die Fc-Region des IgG bindet. Das Protein G ist an 

Sepharose-Beads gekoppelt [225]. Die verwendete Protein G-Sepharose wies eine Bindungskapazität von 

25 mg humanem (7 mg murinem) IgG/mL Protein G auf. Die Affinitätsreinigung der Ak wurde mit 

einem Low Pressure Liquid Chromatography System (Bio-Rad Laboratories, München) durchgeführt. 

Durchführung. Protein G-Sepharose (1 mL) wurde mit 10 mL Bindungspuffer (pH 7,0) äquilibriert. Der 

antikörperhaltige Kulturüberstand wurde zunächst für 5 min bei 3.500 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde 

verworfen und der Überstand mit Bindungspuffer (1:5) verdünnt. Nach dem Auftragen der Ak-Lösung 

auf die Protein G-Sepharose-Säule wurde die Matrix 5 x mit je 1 mL Bindungspuffer gespült. Dann 

erfolgte die Elution der Ak mit 3-6 mL Glycin-HCl-Puffer (pH 2,7) unter Aufzeichnung des 

Elutionsprofils bei 278 nm. Das Eluat wurde in 50 µL Neutralisationspuffer (pH 9,0) fraktioniert 

aufgefangen. Die Protein G-Sepharose wurde nach Versuchsende mit 20% Ethanol überschichtet und bei 

+4°C bis +8°C gelagert. Die Aufreinigung der eluierten Proben wurde elektrophoretisch in der SDS-

PAGE (3.8.2) überprüft. 

2.  IgM-Reinigung  

Die Reinigung der Ak vom Typ IgM wurde mittels der Matrix HiTrapTM IgM Purification HP durchgeführt. 

Dies ist ein aus Polypropylen bestehendes thiophiles Adsorbtionsmedium, das mit 2-Mercaptopyridin an 

SepharoseTM High Performance gebunden ist. Die Bindungskapazität der Matrix liegt bei 5 mg humanem 

IgM/mL Sepharose. 

Durchführung. Die mit der HiTrapTM IgM-Matrix (3 g) bestückte Säule wurde mit jeweils 5 mL  

Bindungs-, Elutions- und Regenerierungspuffer gewaschen und anschließend nochmals mit 5 mL 

Bindungspuffer äquilibriert. Die IgM-enthaltenden Kulturüberstände wurden für 10 min bei 3.500 x g 

zentrifugiert.  Der Überstand wurde mit 0,8 M Ammoniumsulfat langsam versetzt und anschliessend über 

die Säule gegeben. Ungebundene Bestandteile des Proteingemisches wurden mit 15 mL Bindungspuffer 

eliminiert. Dann wurden die an die Matrix gebundenen Ak mit Elutionspuffer eluiert, fraktioniert 

gesammelt und mit 1% Thimerosal (Endkonzentration 0,01%) versetzt. Die Säulen zur IgM-Reinigung 

wurden mit 5-10 mL Regenerierungspuffer versetzt und mit 5 mL Bindungspuffers reäquilibriert. Dann 

wurden sie mit 20% Ethanol überschichtet und bei +4°C bis +8°C gelagert. Die eluierten Proben wurden 

in der SDS-PAGE (3.8.2) untersucht.  
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3.8.7 Konzentrierung von Antikörpern  

Antikörperlösungen wurden in einer Amicon®-Zelle (Millipore, Bedford, GB) mit einer dem Ig-Typ 

entsprechenden Millipore® Ultrafiltrationsmembran (Millipore, Bedford, GB) bei +4°C eingeengt; IgG 

(MM: 146-165 kDa) mit einer Membran der Porengröße für 10 kDa und IgM (MM: 970 kDa) mit einer 

für 100 kDa. Das in der Zelle verbleibende minimale Restvolumen wurde 2-3 x mit PBS-(0,01%) 

Thimerosal-Puffer (pH 7,4) verdünnt und bis zum Erreichen einer Ak-Konzentration von 1 mg/mL 

eingeengt. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Lowry et al. [226] bzw. Bradford [227] (3.8.8). Eine 

Funktionsüberprüfung der Ak wurde per ELISA (3.8.1) durchgeführt. 

3.8.8 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Um die Konzentrationen von Proteinen in Lösungen zu bestimmen, wurden die Methoden nach Lowry et 

al. [226] und Bradford [227] angewandt. 

1.  Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry 

Bei der Lowry-Methode, die eine Verfeinerung der Biuret-Methode darstellt, wird aus Cu2+-Ionen des 

Kupfersulfat (CuSO4) und Peptidbindungen ein Kupfer-Proteinkomplex gebildet, wobei eine Reduktion 

der Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen stattfindet. Die Cu+-Ionen und die aromatischen Aminosäuren Tyrosin und 

Tryptophan reduzieren das Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagenz, so dass ein blauer Farbstoff entsteht, über 

dessen Extinktionsbestimmung sich die Proteinkonzentration quantitativ ermitteln lässt [226].  

Durchführung. Reagenzien für die Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry: 

 

Die Proben (je 20 µL), für die eine 5-fache Bestimmung pro Verdünnungsreihe durchgeführt wurde, 

wurden im Verhältnis 1:10 mit Lösung C versetzt (je 200 µL) und für 20 min bei RT unter Lichtausschluss 

inkubiert. Anschließend wurden zu jeder Probe je 200 µL Folin-Ciocalteau-Lösung (1:10) gegeben und für 

2 h bei RT unter Lichtausschluss inkubiert. Die Extinktion des gebildeten Farbstoffs wurde bei 595 nm 

gemessen. Zur Berechnung der Proteinkonzentration wurde eine Standardkurve aus bovinem Serum-

albumin im Konzentrationsbereich von 0,015-1,0 mg/mL etabliert.  

2.  Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford 

Bei Bindung eines Proteins an den Farbstoff Coomassie®-Brilliant-Blau G-250 verschiebt sich dessen 

Absorptionsmaximum von 465 nm (rot-braun) nach 595 nm (blau). Die Zunahme der Absorption bei  

595 nm ist dabei ein Maß für die Proteinkonzentration der Lösung [227-230]. Die Bradford-Methode ist 

ein einfaches und schnell auszuführendes Verfahren, das sensitiver und weniger störanfällig, insbesondere 

Lösung A:  943 mM Na2CO3 ; 5,3 mM Kaliumhydrogentartrat; 500 mM NaOH 

Lösung B:  1% CuSO4 

Lösung C:  20 mL Lösung A + 1 mL Lösung B + 30 mL aqua dest. 
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gegenüber Reduktionsmitteln, als die Lowry-Methode ist. Nachteilig ist hingegen die Störanfälligkeit 

gegenüber Detergenzien [227]. 

Durchführung. Es wurde der Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, München) nach Bradford 

eingesetzt. Je Protein wurden 2-3 verschiedene Verdünnungen für 5-fache Bestimmungen angefertigt. Es 

wurden 20 µL einer Proteinlösung mit je 980 µL 1:5-verdünntem Reagenz versetzt und für 5 min bei RT 

inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei 595 nm. In Relation zum Bio-Rad Protein Standard aus 

bovinem Immunglobulin (Konzentrationsbereich: 0,04-1,34 mg/mL) erfolgte die Berechnung der 

Proteinkonzentration der Proben. 

3.9 Gewinnung von Cathepsin F aus einer humanen Tumorzelllinie 

3.9.1 Kultivierung der Karzinomzelllinie HeLa-S3 

Kulturmedium. Die humane Tumorzelllinie HeLa-S3 wurde in RPMI 1640-Medium (25 mM HEPES;    

2 mM L-Glutamin; 2 g NaHCO3/L; 5,5 g NaCl/L; 80 mg Gentamycin/L; 300 mg Geneticin G-418/L 

und 10% FKS, das vorher für 20 min bei 56°C hitzeinaktiviert wurde) kultiviert. Der Mediumwechsel 

erfolgte regelmäßig alle 3-4 Tage.  

Kulturbedingungen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte unter Standardkulturbedingungen im 

Inkubator (HERAcell®150, Heraeus®, Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold) bei 37°C, 

90% Luftfeuchtigkeit und einem CO2-Gehalt von 5%. 

Zellpassagierung. In Abhängigkeit von der Zellkonfluenz wurden die Zellen nach 3-6 Tagen passagiert. 

Hierfür wurden die Zellen mechanisch von der Bodenfläche der Zellkulturflasche gelöst, in 

Kulturmedium resuspendiert und gemäß der gewünschten Zellzahl auf Zellkulturflaschen verteilt. 

Kryokonservierung.  Die Zellen (≥ 2 x 106 Zellen/mL Kulturmedium) wurden für 10 min bei 4°C und 

300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium (90% [v/v] FKS und 10% [v/v] DMSO) 

resuspendiert und dann in flüssigem N2 bei -196°C eingefroren. Zur Rekultivierung wurden die 

kryokonservierten Zellen bei 37°C schnell aufgetaut und in Kulturmedium überführt, um die toxische 

Wirkung des Einfriermediums zu reduzieren. 

3.9.2 Herstellung von Zelllysaten  

Zum Nachweis von zellulären Proteinen mussten die Zellen lysiert werden. Dazu wurden die HeLa-S3-

Zellen 3 x in je 10 mL RPMI 1640-Medium gewaschen und für 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde in Protease Inhibitor Cocktail-Lösung (PIC) (1 x 106 Zellen/mL PIC-Lösung; PIC gelöst in 

aqua dest.) resuspendiert, die Zellen mechanisch mittels eines Ultra-Turrax® (IKA®, Staufen) (3-5 x 20 s) 

im Eisbad aufgeschlossen und die Zelllyse mikroskopisch kontrolliert. Es folgte eine Alkalisierung des 

Zelllysats durch 1 M NaOH auf einen pH > 7. Es schlossen sich 5 Frier-Tau-Vorgänge an. Die nach 
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mechanischem und thermischem Aufschluss verbleibenden Zellfragmente, inklusive genomischer DNA, 

wurden durch 10-minütige Zentrifugation bei 2.400 x g als Pellet entfernt. Der CF-enthaltende Überstand 

wurde u. a. im Immunoblot (3.8.4) und in der Immunpräzipitation (3.9.3) eingesetzt.  

3.9.3 Immunpräzipitation 

Die Immunpräzipitation (IP) diente der Isolierung von CF aus Zelllysaten mit Hilfe von anti-CF-Ak.  

Durchführung. Zur Äquilibrierung der Hi-TrapTM Protein G-Sepharose wurde diese mehrmals mit PBS-

Puffer gewaschen. Es wurden 100 µL Protein G-Sepharose-Suspension (1:2 mit PBS verdünnt) mit 4 mL 

des vorbereiteten Zelllysats (ca. 2 x 107 Zellen/mL Zelllysat pro IP-Ansatz) versetzt, um alle unspezifisch 

an die Matrix gebundenen Moleküle aus dem Lysat zu entfernen. Die Prä-Adsorption erfolgte für 1 h bei 

4°C im Überkopfschüttler. Nach Abtrennung der Protein G-Sepharose durch Zentrifugation (2 min bei 

600 x g) wurde der vorgereinigte Zelllysatüberstand mit polyklonalen anti-CF-Ak (10-500 µL) oder mit 

monoklonalen anti-CF-Ak aus Zellkulturüberständen (10 mL) bzw. mit affinitätschromatographisch 

gereinigten und konzentrierten monoklonalen anti-CF-Ak (5-10 µL) versetzt.  Die Immunpräzipitation 

erfolgte für 4 h bzw. über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler. Zur Isolierung der spezifischen Ag-Ak-

Komplexe wurde mit 100-300 µL der gewaschenen und aufbereiteten Protein G-Sepharose (1:2 mit PBS) 

inkubiert (2 h, RT oder 4°C, im Überkopfschüttler). Das durch Zentrifugation gewonnene Pellet aus 

Protein G-Sepharose und gebundenen Immunkomplexen wurde mit 500 µL PBS gewaschen und 

anschließend mit 500 µL Lysispuffer (1 M Tris-HCl; 5 M NaCl; 20% TritonTM-X-100; 10% [v/w] SDS) 

und Protease Inhibitor Cocktail (1 Tablette PIC/10 mL Lysispuffer) für 3 x 10 min bei 4°C versetzt. Zur 

Trennung des Immunkomplexes von der Matrix wurden 100 µL 2-fach Probenpuffer (1 M Tris-HCl; 20% 

[v/v] Glycerol; 4,6% [w/v] SDS; pH 6,8) und Laemmli-Puffer (SERVA GmbH, Heidelberg; 126 mM Tris 

HCl; 4% [v/w] SDS; 20% Glycerin; 0,02% Bromphenolblau; pH 6,8) im Verhältnis 1:2 zugesetzt und für  

5-10 min bei 95°C erhitzt. Durch Zugabe von 10% 2-Mercaptoethanol (5 min, 95°C) wurde das Ag vom 

Ak getrennt. Nach Zentrifugation (10 min, RT, 3.000 x g) wurde der Überstand zur Detektion des Ag in 

der SDS-PAGE (3.8.2) und im Immunoblot (3.8.4) analysiert.  

3.10 Isotypbestimmung  

Zur Bestimmung des Immunglobulin-Isotyps und der Subklasse der mAk wurden Teststreifen des Iso 

Quick Kit (Sigma-Aldrich, Steinheim) eingesetzt. 

3.11  Kreuzreaktivität 

Die generierten monoklonalen und polyklonalen anti-CF-Ak wurden bzgl. ihrer Kreuzreaktion mit CW im 

indirekten ELISA (3.8.1) und im Immunoblot (3.8.4) untersucht.  
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3.12 Immunhistochemie  

Mit Hilfe immunhistochemischer Verfahren lassen sich Verteilungsmuster von Proteinen in 

Gewebeschnitten visualisieren. Dazu wird das zu analysierende Protein (Antigen, Ag), wie z. B. das 

Cathepsin F, von einem spezifischen Primärantikörper (PAK) detektiert, der wiederum von einem 

Sekundärantikörper (SAK), der u. a. an ein Enzym (Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase) 

konjugiert vorliegen kann, erkannt und gebunden wird. Durch die enzymatische Umsetzung eines 

Substrats (Chromogen, Fluoreszenzfarbstoff) wird die Ag-Ak-Bindung lichtmikroskopisch sichtbar 

gemacht (indirekte Immunhistochemie, Abb. 6-2). 

3.12.1 In der Immunhistochemie eingesetzte Gewebe 

Die Expression des in vielen Geweben vorkommenden Cathepsin F wurde mittels immunhistochemischer 

Methoden an mikroskopischen Schnittpräparaten formalinfixierter und in Paraffin eingebetteter Gewebe 

(Herz, Kolon, Leber und Thymus) untersucht. Die Gewebeproben wurden freundlicherweise vom Institut 

für Pathologie der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg zur Verfügung 

gestellt. 

3.12.2 Vorbereitung der immunhistochemischen Analysen 

Die Paraffinschnitte wurden zunächst in Xylol für 3 x 10 min eingelegt, um das Paraffin zu entfernen. 

Anschließend wurden die Präparate durch Inkubation in 95% und 70% Ethanol (je 2 x 3 min) und in aqua 

dest. (30 s) rehydratisiert und dann mit PBS-Puffer gespült. Bei formalinfixierten Gewebsschnitten wurde 

zur Demaskierung der Ag eine Mikrowellenbehandlung in Citratpuffer (15 mL Lösung A [10,5 g 

Zitronensäure-Monohydrat in 500 mL aqua dest.] und 85 mL Lösung B [14,7 g Natriumcitrat-Dihydrat in 

500 mL aqua dest.] in 1.000 mL aqua dest.; pH 6,0) für maximal 10 x 1 min bei einer Wattleistung von  

700 W durchgeführt. Nach der hitzeinduzierten Epitopdemaskierung (HIER) und Abkühlung der Objekt-

träger für mindestens 20 min auf RT folgte nach einer 5-minütigen Spülung in PBS eine Inkubation für 20 

min im Methanol-Wasserstoffperoxid-Gemisch (120 mL kaltes Methanol und 30 mL 3% H2O2), um 

endogene Peroxidasen (in Erythrozyten, Granulozyten und Muskelzellen) zu blockieren. Dann folgten     

3 Waschschritte (2 x 1 min und 1 x 5 min) mit PBS.  
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Abb. 6. Direkte und indirekte Immunhistochemie bzw. Immunfluoreszenz. 
Abb. 6-1:  Prinzip der direkten Immunfluoreszenz (Abb. 6-1a) bzw. der direkten Immunhistochemie (Abb. 6-1b). 
Abb. 6-2:  Prinzip der indirekten Immunhistochemie (z. B.: Labelled Streptavidin-Biotin [LSAB]/Horseradish 
 Peroxidase [HRP]-Methode).  
 Pro Primärantikörper können bis zu 8 Sekundärantikörper gebunden werden und pro Sekundärantikörper 
 können mehrere Enzym-gekoppelte Streptavidin-Einheiten gebunden werden (2-facher Signalamplifikations-
 effekt). 

3.12.3 Antikörper 

Die wie unter 3.12.2 vorbehandelten Gewebepräparate wurden mit 250 µL monoklonalem bzw. poly-

klonalem anti-CF-PAK über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Dann wurde 3 x 1 min 

mit PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem SAK (anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen- [Dako 

REALTM Link biotinylierter Sekundärantikörper, Dako, Hamburg] bzw. anti-Ziege-Ak) für 30 min bei RT. 

Danach wurde 1 min mit PBS gewaschen.  

3.12.4 Visualisierung mittels LSAB-Methode und Diaminobenzidin-Reaktion 

Zur Visualisierung der Immunreaktion wurde die Labelled StreptAvidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode, 

Dako, Hamburg) eingesetzt. Der Nachweis der Bildung der Ag-Ak-Kaskade erfolgte durch die Bindung 

des Meerrettichperoxidase-konjugierten Streptavidin an das an den SAK gekoppelte Biotin. Die 

Gewebsschnitte wurden für 35 min bei RT mit Dako REALTM Streptavidin Peroxidase inkubiert. Nicht-

gebundene LSAB-Komponenten wurden durch 3-maliges Spülen mit PBS entfernt. Bei der 

anschließenden Diaminobenzidin-Reaktion wurde mit Hilfe der Peroxidase das farblose Chromogen 3,3’-

Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) zu einem braunen Reaktionsprodukt oxidiert und damit das 
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Zielantigen lokalisiert. Dazu wurden die Gewebsschnitte mit jeweils 250 µL DAB-Reagenz, das mit 

wasserstoffperoxidhaltigem Substratpuffer 1:50 verdünnt worden war, versetzt und für 10 min inkubiert.  

3.12.5 Gegenfärbung mit Hämalaun  

Zur Darstellung des umliegenden Gewebes wurde nach vorangegangenem Spülen in aqua bidest. eine 

Kernfärbung mit 1:5 verdünntem 0,1% saurem Mayer’s Hämalaun für 2 min durchgeführt. Zum Bläuen 

wurden die Präparate mit Leitungswasser entfärbt und dann erneut mit aqua bidest. gespült. 

3.12.6 Konservierung der Präparate 

Die Paraffinschnitte wurden zunächst mit Ethanol (je 1 min in 50% und 70%, 2 x 1 min in 96%, 1 min 

und 5 min oder 10 min in 100% Ethanol) dehydratisiert. Nach der Dehydratisierung wurden sie mit Xylol 

(2 x 1 min und 5 min oder 15 min) behandelt, um den im Gewebe befindlichen Alkohol zu verdrängen. 

Das Eindeckeln fand mit einem auf organischen Lösungsmitteln basierenden Fixiermittel, Entellan® 

(Merck, Darmstadt), statt. 

3.12.7 Negativkontrolle und Positivkontrolle 

Die bei jedem Versuch mitgeführten Negativkontrollen wurden wie oben beschrieben in identischer 

Weise behandelt, wobei anstelle des PAK mit PBS inkubiert wurde. Thymusgewebe, das CF nicht 

exprimiert [4], wurde auch als Negativkontrolle eingesetzt. Als Positivkontrolle für das Anfärbeverfahren 

im Thymusgewebe diente die Färbung von CD45. 

3.12.8 Bewertung der immunhistochemisch gefärbten Präparate 

Vorkommen, Lokalisation und Verteilungsmuster des CF in den immunhistochemisch angefärbten 

Präparaten wurden lichtmikroskopisch bei 20- bzw. 40-facher Vergrößerung analysiert (Lichtmikroskop: 

Axioplan-2, Zeiss, Jena; AxioCam-Kamera; Photodokumentation: Programme AxioVision und Corel 

Photo-Paint).  

3.13 Massenspektrometrie 

Die massenspektrometrischen Untersuchungen wurden freundlicherweise mit Hilfe von Dr. A. 

Schierhorn (Forschungsgruppe „Enzymologie der Proteinfaltung“ der Max-Planck-Gesellschaft, 

Halle/Saale) realisiert.  

Durchführung. Die Zusammensetzung der Proben wurde durch Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization-Time-Of-Flight (MALDI-TOF)-Massenspektrometrie an einem Esquire-LC-Ionen-

fallen-Massenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik, Bremen) detektiert. Hierfür wurden die das zu 

identifizierende Protein enthaltenden Silbergelbanden (3.8.3) (MS-kompatible Silberfärbung mittels 

SilverQuest Silver Staining Kit [Invitrogen, Karlsruhe]) aus der SDS-PAGE (3.8.2) ausgeschnitten und 3 x in 
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aqua dest., 2 x mit 10 mM Ammoniumbicarbonat und anschließend mit 10 mM Ammoniumbicarbonat in 

50% Acetonitril gewaschen. Die Gelproben wurden getrocknet und erneut in 20 µL 10 mM Ammonium-

bicarbonat (pH 8,0) rehydratisiert, um dann mit Trypsin (Promega, Madison, WI, US) über Nacht bei 

37C inkubiert zu werden [221]. Daraufhin wurden die trypsinierten Peptide aus dem Gel extrahiert und 

unter Verwendung eines Micromass CapLC (Micromass, Manchester, GB) in Verbindung mit einem 

Quadrupol-Time-Of-Flight-Massenspektrometer (Q-TOF 2, Micromass, Manchester, GB) analysiert. Die 

Proben wurden durch eine Symmetry300TM-C18-Säule (Waters, Eschborn) entsalzt und an einer Atlantis 

dC18 NanoEaseTM-Säule (Waters, Eschborn) mit einem Gradienten von 5% bis 60% Acetonitril in 

0,1%iger Ameisensäure in 30 min getrennt. Im Anschluss wurde der Gradient innerhalb von 10 min auf 

95% Acetonitril in 0,1%iger Ameisensäure erhöht und nach 4 min erneut auf die Ausgangsbedingungen 

zurückgebracht. Die Ionenspektren der Peptidfragmente wurden mit der MSDB Proteinsequenz-

Datenbank bzgl. eventueller Übereinstimmungen abgeglichen, wobei die Suchmaschine MASCOT (Matrix 

Science, London, GB) eingesetzt wurde. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Gewinnung von Cathepsin F und Cathepsin F-Peptiden 

4.1.1 Cathepsin F-Aminosäuresequenz  

Zu Beginn der Versuche war nur die von Wang et al. ermittelte Aminosäuresequenz (AS-Sequenz) des 

humanen Cathepsin F (CF) von 302 Aminosäuren (AS) (keine Signalsequenz, Präpeptid: 87 AS, 

Propeptid: 88 AS [1.-88. AS], reifes CF: 214 AS [89.-302. AS]) und einer Molmasse (MM) von 33,9 kDa 

bekannt [4]. Später wurde diese CF-AS-Sequenz von Santamaria et al. auf 484 AS (Signalsequenz: 19 AS 

[1.-19. AS], Propeptid: 251 AS [20.-270. AS], reifes CF: 214 AS [271.-484. AS]) mit einer MM von 53,4 

kDa korrigiert [5, 231]. 

4.1.2 Cathepsin F und Cathepsin F-Peptide  

Humanes rekombinantes Cathepsin F aus Escherichia coli. Das zunächst eingesetzte, aus E. coli 

gewonnene rekombinante CF, freundlicherweise von Dr. D. Brömme und PD Dr. T. Wex zur Verfügung 

gestellt, wurde auf der Grundlage der von Wang et al. [4] beschriebenen 302 AS zählenden CF-AS-

Sequenz generiert und nicht nach der erst später von Santamaria et al. [5] ermittelten CF-AS-Sequenz von 

484 AS. Dies führte zu anfänglichen Schwierigkeiten in der Interpretation der Versuchsergebnisse, 

insbesondere im Immunoblot (siehe 4.4.1 Antikörper gegen E. coli-Proteine).   

Gegen dieses, aus E. coli stammende CF wurden in der Maus keine spezifischen anti-CF-Antikörper, 

sondern nur gegen E. coli-Proteine gerichtete Antikörper (Ak) gewonnen (siehe 4.4.1 Antikörper gegen E. 

coli-Proteine). Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf der Arbeit CF-Peptide eingesetzt (Tab. 9). 

Cathepsin F-Peptide. Cathepsin F-Peptide (Tab. 9) wurden anhand der CF-AS-Sequenz nach 

Santamaria et al. [5] ausgesucht. Zur Vermeidung von Kreuzreaktionen, insbesondere mit dem 

phylogenetisch verwandten Cathepsin W (CW) [4, 14], wurden identische oder homologe AS-Abschnitte 

zwischen CF und CW mittels verschiedener Datenbanken [110, 232] und durch Sequenzalignment 

(Sequenzvergleichsprogramm von Rothen AG) ermittelt und für die Peptidsynthese ausgeschlossen. Für 

die Peptide wurden Sequenzabschnitte von 6 bis 15 AS ausgewählt, die eine geringe Wahrscheinlichkeit 

der Kreuzreaktion zeigten. Aus kurzen AS-Abschnitten bestehende Antigene (Ag) mit einer MM < 5 kDa 

sind wenig immunogen [233]. Sie wurden an Carrier gekoppelt, um eine zur Ak-Bildung führende 

Immunreaktion zu initiieren [234]. Um die Immunogenität des Ag zu erhöhen, wurden im späteren 

Versuchsverlauf Tandempeptide aus 2-3 Einzelpeptiden synthetisiert, die ungekoppelt oder an einen 

Carrier gebunden zur Immunisierung eingesetzt wurden. Als CF-Peptid-Carrier wurden Pam3Cys und 

später Lysinreste verwendet, da die Bildung von Ak gegen Pam3Cys beobachtet wurde.  
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Aminosäuresequenz der CF-Peptide. Die Tabelle 9 und die Abbildung 7 geben einen Überblick über 

die zur Immunisierung eingesetzten CF-Peptide, deren AS-Sequenz und deren Lokalisation innerhalb der 

484 AS umfassenden CF-AS-Sequenz [5].  

Tab. 9: Cathepsin F-Peptide. 

Bezeichnung Aminosäure-
Anzahl 

Aminosäuresequenz der Cathepsin F-Peptide innerhalb 
der Cathepsin F-Aminosäuresequenz 

Rekombinantes Cathepsin F 

Pro-CF aus E. coli  302 183MASIF…SAVVD484  

Cathepsin F-Einzelpeptide (1ungekoppelt, 2an Lysinreste gekoppelt) 

CF-P11, 2 10 309FLNQGTLLSL318  

CF-P21, 2 6 327DKMDKA332 

CF-P31, 2 10 367NFSAEKAKVY376 

CF-P41, 2 7 474VNTMASS480  

CF-P51, 2 8 416ISRPLRPL423 

CF-P62 18 405NAFGMQFYRHGISRPLRP422 

CF-P72 12 353TEDDYSYQGHMQ364 

Cathepsin F-Tandempeptide (1ungekoppelt, 2an Lysinreste gekoppelt, 3an Pam3Cys gekoppelt)  

CF-TP-1/11, 3 20 309FLNQGTLLSL318-309FLNQGTLLSL318 

CF-TP-2/4/51, 2, 3 21 327DKMDKA332-474VNTMASS480-416ISRPLRPL423 

CF-TP-3/31, 2, 3 20 367NFSAEKAKVY376-367NFSAEKAKVY376 

Pro-Cathepsin F-Peptide (1ungekoppelt, 2an Lysinreste gekoppelt, 3an Pam3Cys gekoppelt) 

Pro-CF-P11, 2, 3 15 256EPGNKMKQAKSVGDL270 

Pro-CF-P21, 2, 3 13 20APAQPRAASFQAW32 

Pro-CF-P31, 2, 3 14 68RVRRAGQGSLYSLE81 

CF = Cathepsin F; P = Peptid; TP = Tandempeptid; Pro = Pro-Peptid. 
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< >   < Pro-Cathepsin F  

1 M A P W L Q L L S L L G L L P G A V A A P A Q P R A A S F Q AWG P P S P E L L A P T R F A L E M F N R G R A A G T R A 60

61 V L G L V R G R V R R A G Q G S L Y S L E A T L E E P P CN D P M V C R L P V S K K T L L C S F Q V L D E L G R H V L L 120

121 R K D C G P V D T K V P G A G E P K S A F T Q G S A M I S S L S Q N H P D N R N E T F S S V I S L L N E D P L S Q D L P 180

181 V K M A S I F K N F V I T Y N R T Y E S K E E A R WR L S V F V N N M V R A Q K I Q A L D R G T A Q Y G V T K F S D L T 240

>  < 

241 E E E F R T I Y L N T L L R K E P G N K M K Q A K S V G D L A P P E WDWR S K G A V T K V K D Q G M C G S CWA F S V 300

301 T G N V E G QW F L N Q G T L L S L S E Q E L L D C D K M D K A C M G G L P SN A Y S A I K N L G G L E T E D D Y S Y Q 360

367CF-P3376 

361 G H M Q S C N F S A E K A K V Y I N D S V E L S Q N E Q K L A AW L A K R G P I S V A I N A F G M Q F Y R H G I S R P L 420

421 R P L C S P W L I D H A V L L V G Y G N R S D V P F WA I K N S WG T DWG E K G Y Y Y L H R G S G A C G V N T M A S S 480

>
481 A V V D 484

405CF-P6422

256Pro-CF-P1270

309CF-P1318

353CF-P7364

416CF-P5423

Reifes Cathepsin F

327CF-P2332

474CF-P4480

353CF-P7364

68Pro-CF-P381

20Pro-CF-P232 Signalsequenz

Abb. 7. Position der Cathepsin F-Peptide innerhalb der humanen Pro-Cathepsin F-Aminosäure-
sequenz [5].  
Lokalisation der Pro-CF-Peptide (orange) und der CF-Peptide (hellblau) innerhalb der 484 Aminosäuren (AS) 
umfassenden humanen Pro-Cathepsin F (CF)-AS-Sequenz. Die Signalsequenz (AS 1-19), das Pro-Peptid des Pro-CF 
(AS 20-270) und das reife CF (AS 271-484) sind durch senkrechte blaue Striche voneinander abgegrenzt. 

Oberflächenexposition der selektierten CF-Peptide. Die CF-Peptide wurden hinsichtlich ihrer Lage 

im CF-Molekül untersucht [232], wobei deren Präsentation an der Moleküloberfläche die Antikörper-

Bindung ermöglicht [235]. Abbildung 8 gibt Auskunft über die Position einiger der zur Peptid-Synthese 

verwendeten CF-Sequenzen (CF-P1 bis CF-P7; gelb) im CF-Molekül. Das CF-Molekül ist ein Dimer, das 

aus 2 Subeinheiten (in Abb. 8 pink und blau) besteht, die sich aus Abschnitten mit α-Helix, β-Faltblatt-

struktur und mit linearer AS-Abfolge zusammensetzen. 

Alle CF-Peptidsequenzen sind optimal für eine Ak-Bindung exponiert, insbesondere die der Peptide CF-

P3, CF-P5, CF-P6 und CF-P7.  
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Abb. 8. Oberflächenexposition der Peptide CF-P1 bis CF-P7 im Cathepsin F-Dimer.  
Lokalisation der CF-Peptide (gelb) im CF-Protein [236]. Folgende Angaben zu den CF-Peptiden können der Abbildung 
entnommen werden: Peptidbezeichnung; Aminosäuresequenz der Peptide und deren Lokalisation innerhalb der CF-
Aminosäuresequenz [5]; 3D-Struktur des CF-Dimers (aus 2 Monomeren [pink und blau]) in Form eines 
Banddiagramms (1-dimensionale lineare Aminosäureabfolge und 2-dimensionale α-Helix bzw. β-Faltblattstruktur).  

4.2 Gewinnung von monoklonalen und polyklonalen Antikörpern gegen 

humanes Cathepsin F 

Die CF-Peptide wurden gemäß dem in Abschnitt 3.7.1 in Material und Methoden erläuterten 

Immunisierungsschema appliziert (Abb. 3). Dabei kamen Mäuse zur Gewinnung von monoklonalen Ak 

(mAk) (Tab. 10; Überblick über die 11 Fusionen und die getesteten Klone) bzw. Kaninchen für die 

Herstellung polyklonaler Ak (pAk) zum Einsatz. Die Tabelle 11 gibt eine Übersicht der gewonnenen anti-

CF-Ak und der zur Immunisierung eingesetzten CF-Peptide.  

 

CF-P5   

416ISRPLRPL423 

CF-P1   

309FLNQGTLLSL318 

CF-P3   

367NFSAEKAKVY376 

CF-P6  

405NAFGMQFYRHGISRPLRP422 

CF-P2   

327DKMDKA332 

CF-P7   

353TEDDYSYQGHMQ364 

CF-P4   

474VNTMASS480 
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Tab. 10: Anzahl der getesteten Klone der 11 Cathepsin F-Fusionen.  

Nummer der 
Fusionen: CF- 

45 46 77 82 83 141 156 159 163 169 177 

Anzahl der 
getesteten Klone 

500 400 400 100 1.000 2.200 400 400 400 800 400 

 
Tab. 11: Monoklonale und polyklonale anti-Cathepsin F-Antikörper und die zu ihrer 
Immunisierung eingesetzten Cathepsin F-Peptide.  

Erklärung zur Namensgebung der monoklonalen anti-
CF-Ak: Die der Bezeichnung CF nachstehende Ziffer 
gibt die Fusionsnummer wieder und die dem Bindestrich 
folgende Ziffern-Buchstaben-Kombination entspricht der 
Nummerierung der Mutterplatte (1. Zahl) gefolgt von 
den Koordinatenangaben der Kavität der 96 well-Mikro-
titerplatte, in der der Ak erstmals detektiert wurde.  
Beispiel: CF77-3C2 – anti-CF-Ak der Fusion 77, der 
aus der Kavität C2 der 96 well-Mikrotiter-Mutter-
platte 3 stammt.  
Erklärung zur Namensgebung der polyklonalen anti-
CF-Ak: Die Bezeichnung entspricht dem Namen des 

Kaninchens, von dem der pAk stammt. 
 

 

 

 

4.3 Charakterisierung der monoklonalen und polyklonalen anti-Cathepsin 

F-Antikörper 

4.3.1 Charakterisierung der anti-Cathepsin F-Antikörper mittels 

proteinchemischer Methoden 

Die Spezifität der gewonnenen anti-CF-Ak wurde im ELISA (3.8.1), im Immunoblot (3.8.4) (bei beiden 

Verfahren durch Testung gegen die zur Immunisierung verwendeten CF-Peptide bzw. rekombinantes 

Pro-CF aus E. coli) und mittels Epitope Mapping (3.8.5) bestimmt. Außerdem wurde im Immunoblot 

gegen die Kulturüberstände der EPLC-32M1-Plattenepithelkarzinom-Zelllinie (humane nicht-kleinzellige 

Bronchialkarzinom-Zellen [213]) und der FTC-133-Tumorzelllinie (follikuläre Schilddrüsenkarzinom-

Zellen [212]) getestet (nicht dargestellt). Des Weiteren wurde der Immunglobulin-(Sub)Typ eines jeden 

Antikörpers ermittelt (3.10). Die Tabelle 12 gibt eine Übersicht über die Charakteristika der gewonnenen 

monoklonalen anti-CF-Ak. Es ist zudem ein mit CF kreuzreagierender Ak, der ursprünglich gegen CW 

generiert wurde (CW39-2E2) (generiert im Labor von Dr. E. Weber), aufgelistet. Aufgrund der 

unterschiedlichen Molmassen von Pro-CF (53,4 kDa; 484 AS) und Pro-CW (42,1 kDa; 376 AS) [232] war 

eine Differenzierung von CF und CW möglich, so dass CW39-2E2 zur Verifizierung der mit anderen anti-

CF-Ak ermittelten Ergebnisse eingesetzt werden konnte. 

  Cathepsin F-Peptid 

Monoklonale Cathepsin F-Antikörper 

CF77-Fusion   

CF77-3C2 Pro-CF-P1 

CF77-4D1 CF-P3 

CF169-Fusion   

CF169-6H12 CF-P6 

Polyklonale Cathepsin F-Antikörper 

"Franzi" CF-TP1/1, CF-TP3/3, 

CF-TP2/4/5,  

Pro-CF-P1 

"Fritzi" CF-P1→P4, 

Pro-CF-P1→P3 
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Tab. 12: Charakterisierung der monoklonalen anti-Cathepsin F-Antikörper. 

Antikörper     ELISA Aminosäuresequenz des CF-Peptides 
(fett gedruckt) bzw. der beim Epitope 

Mapping (CF: Je_350_3#1355)  
detektierten Aminosäuresequenz (blau) 

Immunoblot Ig-Typ 

Anti-Cathepsin F-Antikörper 

CF77-3C2 Pro-CF-P1 256EPGNKMKQAKSVGDL270 CF aus E. coli  IgM/k 

CF77-4D1 CF-P3 367NFSAEKAKVY376 CF aus E. coli  IgM/k, λ 

CF169-6H12 CF-P6 405NAFGMQFYRHGISRPLRP422   IgM 

Anti-Cathepsin W-Antikörper 

CW39-2E2   459EKGYYYL465 CF aus E. coli  IgG 2b/k 

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Epitopkartierung für einen Teil der in der Tabelle 12 

beschriebenen monoklonalen anti-CF-Ak und anti-CW-Ak dargestellt (Abb. 9). Das für den jeweiligen Ak 

ermittelte Epitop entsprach der übereinstimmenden AS-Sequenz der auf der Mapping-Membran 

detektierten Spots (CF: blau bzw. CW: orange).  
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Abb. 9. Epitope Mapping von monoklonalen anti-Cathepsin F-Antikörpern bzw. von einem mit 
Cathepsin F kreuzreagierenden anti-Cathepsin W-Antikörper. 
Der Primärantikörper wurde mit Blocklösung verdünnt 1:20 (1-10 µg/mL) eingesetzt.  
Die vom Ak erkannten Aminosäuresequenzen wurden im Epitope Mapping als Spots auf der Mapping-Membran 
detektiert, wobei der bei allen Spots identische Aminosäureabschnitt das Epitop des Ak (blau für die CF-Mapping-
Membran CF: Je_350_3#1355 und orange für die CW-Mapping-Membran CW: Je_299_10) darstellte. 

In Tabelle 13 werden die Testergebnisse der polyklonalen anti-CF-Ak und deren Eigenschaften 

veranschaulicht. Im Immunoblot wurden ebenfalls Kulturüberstände der FTC-133-Tumorzelllinie [212] 

zur Testung eingesetzt (nicht dargestellt). 

 

 

 

 

 

 

 

Anti-Cathepsin F-Antikörper 

CF77-3C2 

CF-Membran (CF: Je_350_3#1355) Spots   
26 GNKMKQAKSVGDL 
27         MKQAKSVGDLAPP 
28                 AKSVGDLAPPEWD 

 

264AKSVGDL270  

Entspricht Pro-CF-P1: 256EPGNKMKQAKSVGDL270 
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CF77-4D1 

CF-Membran (CF: Je_350_3#1355) Spots   
62 CNFSAEKAKVYIN 
63        SAEKAKVYINDSV 

 

369SAEKAKVYIN378  
Entspricht CF-P3: 367NFSAEKAKVY376  
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Mit Cathepsin F kreuzreagierender anti-Cathepsin W-Antikörper 

CW39-2E2 

Spots   
105 GAQWGEKGYFRLH 
106         WGEKGYFRLHRGS    

 

337WGEKGYFRLH346 
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CW-Membran (CW: Je_299_10) 
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CF-Membran (CF: Je_350_3#1355) 
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Spots   
91 WGTDWGEKGYYYL 
92       DWGEKGYYYLHRG 
93              EKGYYYLHRGSGA 
 

459EKGYYYL465 Epitop-Sequenzvergleich 
von CF und CW 

 
CF:    WG  EKGYY  YLH 
CW:   WG  EKGYF  RLH 
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Tab. 13: Charakterisierung der polyklonalen anti-Cathepsin F-Antikörper. 

Antikörper ELISA Aminosäuresequenz der  
detektierten CF-Peptide 

Immunoblot 

„Franzi“   CF-P3  367NFSAEKAKVY376 CF aus E.coli        

  CF-TP3/3  367NFSAEKAKVY376-

367NFSAEKAKVY376 

  CF-TP2/4/5  327DKMDKA332-474VNTMASS480-

416ISRPLRPL423 
  

  Pro-CF-P1  256EPGNKMKQAKSVGDL270   

„Fritzi“  CF-P1→P4             309FLNQGTLLSL318  327DKMDKA332 

367NFSAEKAKVY376 474VNTMASS480  
CF aus E.coli  

 

  Pro-CF-P1→P3      256EPGNKMKQAKSVGDL270 

20APAQPRAASFQAW32 

68RVRRAGQGSLYSLE81 

  

 

Die Funktionalität der generierten monoklonalen und polyklonalen anti-CF-Ak wurde im Immunoblot 

mit HeLa-S3-Lysat kontrolliert (Abb. 10), da diese CF überexprimieren.  

Abb. 10. Funktionsprüfung der anti-Cathepsin F-Antikörper und Nachweis von Cathepsin F im 
Zelllysat von Cathepsin F-exprimierenden HeLa-S3-Zellen. 
Immunoblot aus HeLa-S3-Lysat (60 µL/Bahn) nach reduzierender SDS-PAGE. Blotentwicklung: Primärantikörper: 
monoklonale und polyklonale anti-CF-Ak; Sekundärantikörper: POD-markiert und Nitrobluetetrazolium-Entwicklung. 
Die entsprechenden Konjugatkontrollen (KK) wurden mitgeführt.  

Die aus immunisierten Mäusen bzw. Kaninchen gewonnenen Antikörper (mAk CF77-3C2, CF77-4D1, 

CF169-6H12, CW39-2E2 und pAk „Fritzi“) wurden mittels Protein G-Sepharose aus den Kulturüber-

ständen bzw. Seren angereichert. Die Proteinkonzentration wurde nach Lowry et al. [226] bzw. nach 

Bradford [227] bestimmt und ein Teil der Antikörper auf eine Endkonzentration von 1 mg/ml eingestellt. 

4.3.2 Kreuzreaktivität der monoklonalen anti-Cathepsin F-Antikörper 

Die Cathepsine F und W weisen eine hohe Strukturverwandtschaft auf. Wang et al. ermittelte anhand der 

Datenbanken GenBankTM und SwissProt eine Identität der Proteinsequenzen der 302 AS zählenden CF-

AS-Sequenz und der 376 AS umfassenden CW-AS-Sequenz von 42% und eine Sequenzhomologie von 

58% [4]. Ein Vergleich der von Santamaria et al. ermittelten 484 AS umfassenden Pro-CF-AS-Sequenz [5] 

1  KK Anti-Kaninchen IgG1 - 1:10.000 

2  KK Anti-Maus IgG+IgM - 1:5.000  

3  pAk „Franzi“ (Kaninchen) - 1:5.000 

4  mAk CF77-4D1 - KÜ 

5  mAk CF77-3C2 - KÜ 

6  mAk CW39-2E2 - KÜ 

7  KK Anti-Ziege IgG - 1:5.000 

8  pAk „Santa Cruz” (Ziege) - 1:100 

1   2    3    4    5    6    7    8 

66 kDa 
 

53 kDa 
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mit Pro-CW ergab mittels NCBI/BLAST (National Center for Biotechnology Information/Basic Local Alignment 

Search Tool) [110] bzw. UniProt [232] eine Sequenzidentität von 38% bzw. 39% und eine Sequenz-

homologie von 54% (Abb. 11). Aus diesem Grund wurden alle gewonnenen anti-CF-Ak systematisch auf 

eine Kreuzreaktivität mit CW u. a. im ELISA und Immunoblot überprüft. Die Kreuzreaktion eines anti-

CF-Ak mit CW galt als Ausschlusskriterium des Ak für weitere Versuche. 

CF 1 M A P W L Q L L S L L G L L P G A V A A P A Q P R A A S F Q AWG P P S P E L L A P T R F A L E M F N R G R A A G T R A 60

CW 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - M A L T A H P S C L L A L L V A G L A Q G - - - 21
* * : * : : * * *

CF 61 V L G L V R G R V R R A G Q G S L Y S L E A T L E E P P CN D P M V C R L P V S K K T L L C S F Q V L D E L G R H V L L 120

CW 22 - - - - I R G P L R A Q D L G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 32
: * * : * : *

CF 121 R K D C G P V D T K V P G A G E P K S A F T Q G S A M I S S L S Q N H P D N R N E T F S S V I S L L N E D P L S Q D L P 180

CW 33 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - P Q P 35
*

CF 181 V K M A S I F K N F V I T Y N R T Y E S K E E A RWR L S V F V N N M V R A Q K I Q A L D R G T A Q Y G V T K F S D L T 240

CW 36 L E L K E A F K L F Q I Q F N R S Y L S P E E H A H R L D I F A H N L A Q A Q R L Q E E D L G T A E F G V T P F S D L T 95
: : : : * * * * : * * : * * * * * * : : * : : * : : : * * : : * * * * * : : * * * * * * * *

CF 241 E E E F R T I Y L N T L L R K E P G N K M K Q A K S V G - - D L A P P E WDWR S K G - A V T K V K D Q G M C G S CWA 297

CW 96 E E E F G Q L Y G Y R R A A G G V P S M G R E I R S E E P E E S V P F S C DWR K V A S A I S P I K D Q K N C N C CW A 155
* * * * : * : : : : * : : * : * * * : : * : : : * * * * : : * * *

CF 298 F S V T G N V E G Q W F L N Q G T L L S L S E Q E L L D C D K M D K A C M G G L P SN A Y S A I K N L G G L E T E D D Y 357

CW 156 M A A A G N I E T L WR I S F WD F V D V S V Q E L L D C G R C G D G C H G G F V WD A F I T V L N N S G L A S E K D Y 215
: : : : * * : * * : : : : : : * * * * * * * : : : : : * * * : : * : : : * : * * : * : * *

CF 358 S Y Q G H M Q S - - C N F S A E K A K V Y I N D S V E L S Q N E Q K L A AW L A K R G P I S V A I N A F G M Q F Y R H G 415

CW 216 P F Q G K V R A H R C H P K K Y Q K V A W I Q D F I M L Q N N E H R I A Q Y L A T Y G P I T V T I N M K P L Q L Y R K G 275
: : * * : : : : * : : : : : * : * : * : : * * : : : * : * * : * * * : * : * * : * : * * : *

CF 416 I S R P L R P L C S P W L I D H A V L L V G Y G N R S D - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - V P F WA I K N S WG T 455

CW 276 V I K A T P T T C D P Q L V D H S V L L V G F G S V K S E E G I W A E T V S S Q S Q P Q P P H P T P Y W I L K N S WG A 335
: : : : * : * * : * * : * * * * * : * : : : : * : * : * * * * * :

CF 456 DWG E K G Y Y Y L H R G S G A C G V N T M A S S A V V D - - - - - - - - - - - - 484

CW 336 QWG E K G Y F R L H R G S N T C G I T K F P L T A R V Q K P D M K P R V S C P P 376
: * * * * * * : * * * * * : : * * : : : : : : * * :

 
Abb. 11. Aminosäuresequenzvergleich von humanem Pro-Cathepsin F (CF) und humanem Pro-
Cathepsin W (CW).  
Identische (*) (133) bzw. homologe (:) (113) Aminosäuren sind entsprechend gekennzeichnet [232]. 

Für den anti-CF-Ak CF77-3C2 ergab sich eine Kreuzreaktivität mit Triosephosphatisomerase (TPI), die 

durch Massenspektrometrie (nicht gezeigt) festgestellt wurde. Der anti-CW-Ak CW39-2E2 wurde 

aufgrund der Kreuzreaktivität mit CF zur Testung und zur Verifizierung der mit anderen gegen CF 

generierten Ak ermittelten Ergebnisse eingesetzt (Tab. 14).  

Tab. 14: Kreuzreagierende monoklonale Antikörper.  

Antikörper Kreuzreaktion  AS-
Anzahl 

MM in 
kDa 

Erkannter Aminosäure-
sequenzabschnitt 

Identische 
Sequenz 

Anti-CF-Antikörper 

CF77-3C2 Pro-CF 484 53,4 CF: 264AKSVGDL270 264AKSV267 

  Triosephosphat-
isomerase 

249 26,7 TPI: 32AKV34 
 

32AKV34 

Anti-CW-Antikörper 

CW39-2E2 Pro-CW 376 42,1 CW: 337WGEKGYFRLH346 339EKGY342 

  Pro-CF 484 53,4 CF: 459EKGYYYL465 459EKGY462 
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Pro-CF aus E. coli - 2 µg/mL 

CW - 2 µg/mL 
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CF-P3 - 5 µg/mL  

Pro-CF aus E. coli - 2 µg/mL  

CF-P2 - 5 µg/mL 

Pro-CF-P1 - 5 µg/mL  
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CW39-2E2 (KÜ) 

CW39-2E2 (1:3) 
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Die nachstehende Abbildung 12 gibt einen Überblick über das Reaktionsverhalten der gegen CF 

gerichteten monoklonalen Ak CF77-3C2 und CW39-2E2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

Abb. 12. Charakterisierung der Kreuzreaktivität des monoklonalen anti-Cathepsin F-Antikörpers 
CF77-3C2 und des anti-Cathepsin W-Antikörpers CW39-2E2.  
Abb. 12-1:  ELISA für die Bestimmung des Reaktionsverhaltens von CF77-3C2 gegenüber CF-Peptiden, Pro-CF aus 

E. coli und der Kreuzreaktivität gegenüber CW und Pam3Cys; und von CW39-2E2 gegenüber verschiedenen 
Cathepsinen. TBS-Kontrollen negativ. Beschichtungskonzentration für die CF-Peptide: 5 µg/mL TBS und 
für rekombinantes Cathepsin: 2 µg/mL TBS. 

Abb. 12-2: Immunoblot nach erfolgter SDS-PAGE (15%) für die Bestimmung des Reaktionsverhaltens von CF77-
3C2 und CW39-2E2; Molmasse von Pro-CF: 53,4 kDa; Pro-CW: 42,1kDa und Triosephosphat-
isomerase (TPI): 26,7 kDa [232].   

4.3.3 Gewinnung von Cathepsin F aus einer humanen Tumorzelllinie 

Aus einer CF-exprimierenden Tumorzelllinie (HeLa-S3-Zellen) [210] wurde natives Pro-CF mittels der 

gewonnenen anti-CF-Ak isoliert. Zur Antigengewinnung mussten die HeLa-S3-Zellen zunächst lysiert 

werden, um CF mittels eines spezifischen Ak aus dem Proteingemisch selektieren zu können.  

Immunpräzipitation. Von den unter 4.3.1 charakterisierten Ak eigneten sich für die Immunpräzipitation 

(IP) besonders die polyklonalen Ak („Franzi“ und „Fritzi“). In Abbildung 13 ist die Analyse des 

Immunpräzipitats aus HeLa-S3-Zelllysat mit dem pAk „Fritzi“ im Immunoblot dargestellt. Es wurde 

gegen die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen polyklonalen Kaninchen anti-CF-Ak („Franzi“ und 

„Fritzi“) und gegen den kommerziellen polyklonalen Ziege anti-CF-Ak („Santa Cruz“; Cathepsin F [C-20]: 

sc-9634, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) getestet. Die anti-CF-Ak detektierten eine Bande bei 53 

kDa, eine dem Pro-CF entsprechende Molmasse [232]. Die Bande bei 50 kDa stellt die schwere Kette der 
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Immunglobuline (Ig) dar [234, 237-238], wie sie unter reduzierenden Bedingungen (mit 2-Mercapto-

ethanol) auftritt. Zur Ergebnisüberprüfung wurden Konjugatkontrollen (KK) mitgeführt.  

Abb. 13. Immunoblot des Immunpräzipitats aus HeLa-S3-Zelllysat und dem polyklonalen anti-
Cathepsin F-Antikörper „Fritzi“ nach reduzierender SDS-PAGE (15%). 
Pro Bahn wurden 60 µL Immunpräzipitat (aus 1,4 mL HeLa-S3-Lysat und 75 µL anti-CF-Ak „Fritzi“) aufgetragen. 
Blotentwicklung: Primärantikörper: polyklonale anti-CF-Ak „Santa Cruz“, „Fritzi“ und „Franzi“; 
Sekundärantikörper: POD-markiert und Nitrobluetetrazolium-Entwicklung. Die entsprechenden Konjugatkontrollen (KK) 
wurden mitgeführt. Das Vorkommen von Pro-CF im Immunpräzipitat wurde durch den kommerziellen polyklonalen Ziege 
anti-CF-Ak „Santa Cruz“ und den generierten polyklonalen Kaninchen anti-CF-Ak „Franzi“ bestätigt. 

4.3.4 Immunhistochemie 

Die oben beschriebenen monoklonalen Maus und polyklonalen Kaninchen bzw. Ziege anti-CF-Ak 

wurden in der Immunhistochemie getestet, um CF auf zellulärer Ebene zu detektieren. Es wurden 

verschiedene Gewebe verwendet, die CF (Kolon, Herz und Leber) exprimieren [4-5]. Der Thymus ist als 

CF-freies Gewebe beschrieben [4, 231, 239] und wurde als Negativkontrolle mitgeführt.  

Kolon. In den immunhistochemischen Färbungen der Kolonmukosa ließ sich CF in den Epithelzellen im 

Bereich der Krypten, den sogenannten Glandulae intestinales, detektieren (Abb. 14). Cathepsin F wurde 

intrazellulär in den dort angesiedelten Schaumzellen und Becherzellen nachgewiesen (Abb. 15). Von den 

eingesetzten anti-CF-Ak zeigten die pAk „Franzi“ und „Fritzi“ sowie der mAk CF77-4D1 die stärksten 

Signale. Die Negativkontrolle (PBS) blieb ohne Signal für CF. 

 1   2   3  4  5 

 

53 kDa  Pro-Cathepsin F 
 

50 kDa  schwere Kette des Ig 
 

43 kDa  

1   pAk „Santa Cruz” (Ziege) - 1:100 

2   pAk „Fritzi“ (Kaninchen) - 1:5.000 

3   pAk „Franzi“ (Kaninchen) - 1:5.000 

4   KK Anti-Ziege IgG - 1:5.000 

5   KK Anti-Kaninchen IgG1  
     (leichte Kette) - 1:10.000 
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Abb. 14. Kolon - immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin F. 
Die Abbildung zeigt histologische Schnitte der Kolonmukosa in 10-facher Vergrößerung. Grundfärbung war die Färbung 
mit Hämalaun.  

a) – f) Immunhistochemische Anfärbung mit anti-CF-Ak: CF-spezifisches Signal in den Epithelzellen der 
Kolonmukosa im Bereich der Krypten, den Glandulae intestinales. 

g) PBS-Kontrolle: Kein Signal. 

 
Abb. 15. Kolon - immunhistoche-
mischer Nachweis von Cathepsin F.  
Die Abbildung zeigt einen histologischen 
Schnitt der Kolonmukosa in 40-facher 
Vergrößerung. Immunhistochemische An-
färbung mit dem mAk CF77-4D1 (1:5): CF-
spezifisches Signal in den Epithelzellen der 
Kolonmukosa; den Schaumzellen (+) und den 
Becherzellen (*). 

 
 

 

 

 

Kolon: CF77-4D1, 1:5 

a 

Kolon: CF169-6H12, 1:10 

b 

Kolon: CW39-2E2, 1:2 

c 

Kolon: „Franzi“, 1:10.000 

d 

Kolon: PBS, Hämalaun 

g 

Kolon: „Fritzi“, 1:2.000 

e 

Kolon: „Santa Cruz“, 1:100 

f 
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Herz. Im quergestreiften Herzmuskel zeigte sich eine immunhistochemische Anfärbung des CF in den 

Kardiomyozyten (Abb. 16).  

Abb. 16. Herz - immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin F. 
Die Abbildung zeigt histologische Schnitte von Kardiomyozyten in 20-facher (a-g) bzw. 40-facher (h) Vergrößerung. 
Grundfärbung war die Färbung mit Hämalaun.  

a) – f) und h) Immunhistochemische Anfärbung mit anti-CF-Ak: CF-spezifisches Signal in den Kardiomyozyten. 
g) PBS-Kontrolle: Kein Signal. 

Leber. Bei der immunhistochemischen Färbung des Lebergewebes mit den anti-CF-Ak (Abb. 17) zeigte 

sich ein starkes Signal in den Hepatozyten. Am besten wurde CF vom mAk CF169-6H12 (1:2.000) und 

vom pAk „Franzi“ (1:5.000) detektiert. Weiterhin ergaben die anti-CF-Ak eine Anfärbung des Gallengang-

epithels und der Tunica media der arteriellen Gefäße. Die restlichen Strukturen des Leberläppchens und 

des periportalen Feldes (Trias aus Vena interlobularis [Vena portae], Arteria interlobularis [Arteria 

hepatica] und Gallengang [Ductus interlobularis]) zeigten kein CF-spezifisches Signal. Die PBS-Kontrolle 

war negativ.  

Herz: CF77-4D1, KÜ 

a 

Herz: „Franzi“, 1:5.000 

d 

Herz: PBS, Hämalaun 

g 

Herz: CW39-2E2, 1:2 

c 

Herz: CF169-6H12, 1:500 

b 

Herz: „Fritzi“, 1:2.000 

e 

h 

Herz: CF77-4D1, KÜ, 40x 

Herz: „Santa Cruz“, 1:500 

f 
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Abb. 17. Leber - immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin F. 
Die Abbildung zeigt histologische Schnitte des Lebergewebes in 20-facher Vergrößerung. Grundfärbung war die Färbung 
mit Hämalaun.  

a) – e) Immunhistochemische Anfärbung mit anti-CF-Ak: CF-spezifisches Signal in den Hepatozyten, im 
Gallengangepithel und in den glatten Muskelzellen der Tunica media der arteriellen Gefäße. 

f) PBS-Kontrolle: Kein Signal. 

Thymus. In Übereinstimmung mit der Literatur [4] detektierten die eingesetzten anti-CF-Ak im 

Thymusgewebe kein CF. Zur Überprüfung der Resultate wurde eine Negativkontrolle (PBS) durchgeführt. 

Zur Kontrolle des Anfärbepotokolls wurde CD45 histochemisch dargestellt, das die im Thymus 

lokalisierten Immunzellen nachweist (Abb. 18). Das CD45-Antigen ist ein membranständiges Protein, das 

einen intrazellulären Abschnitt mit Tyrosin-Phosphatase-Aktivität aufweist und auf vielen kernhaltigen 

Blutzellen vorkommt [240]. Der Nachweis von CD45 im humanen Thymus ist auf die dort vorhandenen 

Prothymozyten zurückzuführen, die im Knochenmark heranwachsen und dann ins Thymusgewebe 

migrieren, wo sie zu T-Lymphozyten heranreifen. Während der Differenzierung der T-Zellen bleibt CD45 

als Oberflächenmarker erhalten [241]. 

Leber: CF169-6H12, 1:2.000 

b 

Leber: CW39-2E2, 1:2 

c 

Leber: „Franzi“, 1:5.000 

d 

Leber: „Fritzi“, 1:5.000 

e 

Leber: CF77-4D1, KÜ 

a 

Leber: PBS, Hämalaun 

f 
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Abb. 18. Thymus - immunhistochemischer Nachweis von Cathepsin F. 
Die Abbildung zeigt histologische Schnitte des Thymusgewebes in 20-facher Vergrößerung. Grundfärbung war die Färbung 
mit Hämalaun.  

a) – f) Immunhistochemische Anfärbung mit anti-CF-Ak: Kein CF-spezifisches Signal.  
g) PBS-Kontrolle: Kein Signal. 
h) CD45-Kontrolle des Anfärbeprotokolls: Immunhistochemische Anfärbung der im Thymus residenten 

Lymphozyten. 

4.4 Ergänzende Ergebnisse  

4.4.1 Antikörper gegen E. coli-Proteine 

Für die Generierung spezifischer Ak sollte eine Kontamination des zur Immunisierung verwendeten Ag 

mit anderen antigenen Strukturen vermieden werden. Die beiden aus E. coli gewonnenen rekombinanten 

CF (Probe-1: „gereinigtes“ CF, Probe-2: „teilgereinigtes“ CF) wiesen aber Verunreinigungen mit E. coli-

Proteinen auf, was zur Bildung von gegen E. coli-Proteine gerichteten Ak führte. Die generierten mAk, die 

gegen das rekombinante CF getestet wurden, zeigten ein positives Signal im ELISA und detektierten im 

Immunoblot ein Protein in Höhe von 34 kDa, das der Molmasse der 302 AS (33,9 kDa) umfassenden 

Pro-CF-AS-Sequenz entsprach [4]. Im Epitope Mapping zeigten diese mAk kein Signal auf der CF-

Mapping-Membran (CF: Je_350_3#1355).  

Thymus: CF77-4D1, 1:2 

a 

Thymus: CF169-6H12,     
1:1.000  

b 

 

Thymus: CW39-2E2, 1:2 

c 

Thymus: „Franzi“, 1:10.000 

d 

Thymus: „Fritzi“, 1:5.000 

e 

Thymus: „Santa Cruz“, 

1:1.000 

f 

Thymus: PBS, Hämalaun 

g i 

Thymus: CD-45, 1:100 
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Massenspektrometrisch wurden die mittels eines Gradientengels durch SDS-PAGE gewonnenen und 

durch MS-kompatible Silberfärbung (Invitrogen, Karlsruhe) dargestellten Banden bei 24-34 kDa des 

rekombinanten CF aus E. coli untersucht (Abb. 19 und Tab. 15). Die Massenspektrometrie zeigte in den 

Banden A (34 kDa), B (28 kDA) und C (24 kDA) der Probe-1 CF und E. coli-Proteine. Die Bande D     

(34 kDa) der Probe-2 enthielt vorrangig CF. 

Abb. 19. Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von „gereinigtem“ bzw. 
„teilgereinigtem“ rekombinanten Cathepsin F aus E. coli der Probe-1 bzw. Probe-2. 
Silberfärbung des rekombinanten Cathepsin F der Probe-1 und Probe-2 unter reduzierenden Bedingungen. Die Banden A 
und D (34 kDa) zeigten bei der massenspektrometrischen Analyse einen hohen Anteil an CF und einen geringen bzw. 
keinen Anteil von Proteinen aus E. coli. Die Banden B und C enthielten vorwiegend E. coli-Proteine.   

Tab. 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse des 
„gereinigten“ und des „teilgereinigten“ rekombinanten Cathepsin F aus E. coli. 

Bande Peptide Aminosäure-
Score 

Peptide 
matches 

A Cathepsin F 481 11 

  Translation Elongation Faktor EF-Tu.B - E. coli (strain K-12) 99 2 

B Cathepsin F 238 6 

  Außenmembranporin ompF Precursor - E. coli (strain K-12) 396 7 

C Cathepsin F 162 4 

  Außenmembranporin ompF Precursor - E. coli (strain K-12) 190 4 

D Cathepsin F 312 8 

  Trypsin 47 1 

Aminosäure-Score = Gesamtzahl an Aminosäureübereinstimmungen. Peptide matches = Anzahl der Peptide, deren 
Aminosäuresequenz mit Aminosäureabschnitten des ermittelten Proteins übereinstimmen. 

In der Abbildung 20 sind die durch massenspektrometrische Analyse der Banden A bis D (Abb. 19) 

ermittelten Sequenzen den entsprechenden Abschnitten auf der Pro-CF-AS-Sequenz [5] zugeordnet. 

 

 1      2        3 

 
 

A 
B 

C 

D 

kDa  
 
 

94 
 

67 

 
43 

 

 
30 

 
20,1 

 
14,4  

1  Molmassemarker  

2  Probe-1: „gereinigtes“ CF aus E. coli, 5 µg 

3  Probe-2: „teilgereinigtes“ CF aus E. coli, 5 µg 

 

Massenspektrometrische Analyse der Banden 
 

A  CF: Score 481 (11 Peptidspaltprodukte). 
     E. coli-Proteine: Score 99 (Elongationsfaktor). 
 

B  CF: Score 238 (6 Peptidspaltprodukte).  
     E. coli-Proteine: Score 396 (Außenmembranporine).  
 

C  CF: Score 162 (4 Peptidspaltprodukte). 
     E. coli-Proteine: Score 190 (Außenmembranporine).  
     

D  CF: Score 312 (8 Peptidspaltprodukte). 
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1 M A P W L Q L L S L L G L L P G A V A A P A Q P R A A S F Q AWG P P S P E L L A P T R F A L E M F N R G R A A G T R A 60

1

61 V L G L V R G R V R R A G Q G S L Y S L E A T L E E P P CN D P M V C R L P V S K K T L L C S F Q V L D E L G R H V L L 120

2 3

121 R K D C G P V D T K V P G A G E P K S A F T Q G S A M I S S L S Q N H P D N R N E T F S S V I S L L N E D P L S Q D L P 180

4 5 6

181 V K M A S I F K N F V I T Y N R T Y E S K E E A R WR L S V F V N N M V R A Q K I Q A L D R G T A Q Y G V T K F S D L T 240

7 8

241 E E E F R T I Y L N T L L R K E P G N K M K Q A K S V G D L A P P E WDWR S K G A V T K V K D Q G M C G S CWA F S V 300

301 T G N V E G QW F L N Q G T L L S L S E Q E L L D C D K M D K A C M G G L P SN A Y S A I K N L G G L E T E D D Y S Y Q 360

9

361 G H M Q S C N F S A E K A K V Y I N D S V E L S Q N E Q K L A AW L A K R G P I S V A I N A F G M Q F Y R H G I S R P L 420

421 R P L C S P W L I D H A V L L V G Y G N R S D V P F WA I K N S WG T DWG E K G Y Y Y L H R G S G A C G V N T M A S S 480

481 A V V D 484

Bande A Bande B Bande C Bande D
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x
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x x x
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x x x
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Abb. 20. Übereinstimmung der Aminosäuresequenz der massenspektrometrisch identifizierten 
Fragmente von rekombinantem Pro-Cathepsin F aus E. coli (Abb. 19 und Tab. 15) mit der Pro-
Cathepsin F-Aminosäuresequenz [5]. 

4.4.2 Kreuzreaktivität der anti-Cathepsin F-Antikörper 

1.  Kreuzreaktivität von CF77-3C2 mit der Triosephosphatisomerase 

Wie bereits unter 4.3.2 beschrieben, zeigte der monoklonale anti-CF-Ak CF77-3C2 eine Kreuzreaktivität 

mit der Triosephosphatisomerase (TPI), was massenspektrometrisch ermittelt wurde (nicht dargestellt). 

Identische Aminosäuresequenzen von 3 konsekutiven AS zwischen dem CF-Molekül und der TPI 

ergaben sich für folgende, im reifen CF liegende Sequenzabschnitte: 373AKV375 (32AKV34 für TPI), 

388QKL390 (54QKL56 für TPI) und 404INA406 (245INA247 für TPI) (Abb. 21) [130]. Für die AS-Sequenz 

373AKV375 ließ sich eine Sequenzübereinstimmung mit dem im reifen CF gelegenen und zur 

Immunisierung eingesetzten CF-Peptid CF-P3 (367NFSAEKAKVY376) nachweisen. Die Aminosäure-

abfolge AKV ließ sich zudem in abgewandelter Form im Pro-Peptid des Pro-CF, insbesondere in dem zur 

Immunisierung verwendeten Pro-CF-P1 (256EPGNKMKQAKSVGDL270) wiederfinden, das die AS-

Sequenz des von CF77-3C2 erkannten Epitops (264AKSVGDL270) einschließt. Aufgrund der 

unterschiedlichen Molmassen (CF: 53,4 kDa [5] versus TPI: 26,7 kDa [242]) [130, 232] war eine 

Unterscheidung beider Proteine im Immunoblot möglich. 
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< >   < Pro-Cathepsin F  

CF 1 M A P W L Q L L S - L L G L L P G A V A A P A Q P R A A S F Q AWG P P S P E L L A P T R F A L E M F N R G R A A G T R 59

TPI 1 M A P S R K F F V G G NW K M N G R K Q S L G E L I G T L N A A K V P A D T E V V C A P P T A Y I D F A R Q K L D P K I 60
* * * : : : : * : : : : : * * : : : * : : : : : * * * : :

CF 60 A V L G L V R G R V R R A G Q G S L Y S L E A T L E E P P C N D P M V C R L P V S K K T L L C S F Q V L D E L G R H V L 119

TPI 61 A V A A Q N C Y K V T N G A F T G E I S - - - - - - - - - - - - - - - - - - P G M I K D C G A T W V V L G H S E R R H V 102
* * : : * : : : : * * * : : : * * : : * : :

CF 120 L R K D C G P V D T K V P G A G E P K S A F T Q G S A M I S S L S Q N H P D N R N E T F S S V I S L L N E D P L S Q D L 179

TPI 103 F G E S D E L I G Q K V A - - - - - - H A L A E G L G V I A C I G E K L D E R - - - - - - - - - - - - - E A G I T E K V 143
: : : : : * * : * : : : * : : * : : : : : : : : * : : : : :

CF 180 P V K M A S I F K N F V I T Y N R T Y E S K E E A RWR L S V F V N N M V R A Q K I Q A L D R G T A Q Y G V T K F S D L 239

TPI 144 V F E Q T K V I A D N V K D W S K V V L A Y E P V - - - W A I G T G K T A T P Q Q A Q E V H E K L R GW L K S N V S D A 200
: : : : : : : * : : : : : * : : : : : : : : * : * : : : : : : : * *

>  < 

CF 240 T E E E F R T I Y L N T L L R K E P G N K M K Q A K S V G D L A P P E WDWR S K G A V T K V K D Q G M C G S CWA F S 299

TPI 201 V A Q S T R I I Y G G S V T G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A T C K E L A 222
: : : * * * : : :

CF 300 V T G N V E G QW F L N Q G T L L S L S E Q E L L D C D K M D K A C M G G L P S N A Y S A I K N L G G L E T E D D Y S Y 359

TPI 223 S Q P D V D G - - F L V G G A S L K P E F V D I I N A K Q - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 249
: * : * * * * : * : : : : : : : : :

CF 360 Q G H M Q S C N F S A E K A K V Y I N D S V E L S Q N E Q K L A AW L A K R G P I S V A I N A F G M Q F Y R H G I S R P 419

TPI 249 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 249

CF 420 L R P L C S P W L I D H A V L L V G Y G N R S D V P F WA I K N S WG T DWG E K G Y Y Y L H R G S G A C G V N T M A S 479

TPI 249 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 249

>
CF 480 S A V V D 484

TPI 249 - - - - - 249

Signalsequenz

Reifes Cathepsin F  256Pro-CF-P1270

367CF-P3376 

 
Abb. 21. Aminosäuresequenzvergleich von humanem Pro-Cathepsin F (CF) und humaner 
Triosephosphatisomerase (TPI).  
Identische (*) (40) bzw. homologe (:) (106) Aminosäuren und identische Aminosäuresequenzabschnitte (blauer 
Hintergrund) sind entsprechend gekennzeichnet [232]. 

2.  Kreuzreaktivität von CW39-2E2 mit Cathepsin F 

Grundlage für die Kreuzreaktion des gegen CW generierten mAk CW39-2E2 mit CF ist die 

phylogenetisch enge Strukturverwandtschaft durch die hohe AS-Sequenz-Identität und AS-Sequenz-

Homologie von CW und CF (Abb. 1; siehe 2.4.1 Cathepsin F und seine Charakteristika; Homologie mit 

anderen Cathepsinen) [4, 14]. Aufgrund der differierenden MM (Pro-CW: 42,1 kDa bei 376 AS [51]; Pro-

CF: 53,4 kDa bei 484 AS [5]) [130, 232] war trotz ähnlicher Epitope (Pro-CW: 339EKGYF343; Pro-CF: 

459EKGYY463) eine Zuordnung zum jeweiligen Cathepsin möglich. Deshalb konnte CW39-2E2 als 

Kontrolle zur Identifizierung von CF (im Immunoblot und in der Immunhistochemie) eingesetzt werden, 

zumal CW nur in Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen vorkommt.  
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5 Diskussion 

Cathepsin F wurde 1998 [4] erstmals auf Transkriptionsebene detektiert. Im Gegensatz zu anderen 

Cathepsinen ist über die Beteiligung von CF an physiologischen und pathophysiologischen Prozessen 

nach wie vor wenig bekannt. Dies ist u. a. auf das Fehlen von spezifischen Antikörpern (Ak) 

zurückzuführen. So wiesen z. B. Vazquez-Ortiz et al. [13] auf Transkriptionsebene eine hohe Expression 

von CF im Zervixkarzinom nach; immunhistologische Untersuchungen konnten aufgrund des Fehlens 

von spezifischen Ak gegen CF nicht durchgeführt werden. Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit 

war es, monoklonale und polyklonale Ak gegen CF zu generieren, zu charakterisieren und zur Detektion 

von CF im Gewebe einzusetzen und so einen Beitrag zur Aufklärung der Rolle von CF im 

Zellstoffwechsel zu leisten.  

5.1 Gewinnung von Cathepsin F und Cathepsin F-Peptiden 

Zunächst wurde mit rekombinantem Pro-CF aus E. coli auf der Grundlage der 1998 von Wang et al. 

ermittelten Pro-CF-AS-Sequenz von 302 AS [4] immunisiert, wobei nur Ak gegen E. coli-Proteine 

generiert wurden (siehe 4.1.2 Cathepsin F und Cathepsin F-Peptide und 4.4.1 Antikörper gegen E. coli-

Proteine; Abb. 19; Tab. 15). Daraufhin wurden mehrere CF-Peptide nach spezifischen Kriterien 

(Kreuzreaktivität, Oberflächenexposition) gemäß der 1999 von Santamaria et al. bestimmten 484 AS 

umfassenden Pro-CF-AS-Sequenz [5] ermittelt, synthetisiert und für die Immunisierung eingesetzt (siehe 

4.1.2 Cathepsin F und Cathepsin F-Peptide; Tab. 9; Abb. 7 und 8 ).  

5.2 Monoklonale und polyklonale Antikörper gegen humanes Cathepsin F  

Antikörper sind Glykoproteine, die bei Kontakt mit einem Fremdmolekül, dem Antigen (Ag), als 

Immunantwort vom Organismus gebildet werden [243-245]. Sie stellen die Grundlage der humoralen 

Antwort des Immunsystems dar. Antikörper gehören zur Gruppe der Immunglobuline (Ig), die sich bzgl. 

Masse, Struktur und Funktion 5 Klassen zuordnen lassen: IgA, IgD, IgE, IgG und IgM [246]. 

Monoklonale Antikörper (mAk) werden von einem einzelnen aktivierten B-Lymphozyten (Plasmazelle) 

produziert und sind spezifisch gegen ein Epitop gerichtet. Polyklonale Antikörper (pAk) werden von 

verschiedenen Ak-produzierenden B-Lymphozyten synthetisiert und stellen ein Gemisch von mAk dar, 

das mit verschiedenen Epitopen des Ag reagiert [247]. 

Das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit war die Gewinnung spezifischer monoklonaler anti-CF-Ak, da 

zum Zeitpunkt des Beginns der vorliegenden Arbeit weltweit keine mAk gegen CF verfügbar waren. Die 

monoklonalen anti-CF-Ak wurden mittels des von Köhler & Milstein entwickelten Hybridomverfahrens 

[216] hergestellt, das die Eigenschaft eines aktivierten B-Lymphozyten, mAk gegen ein spezifisches Epitop 

zu erzeugen, mit dem uneingeschränkten Proliferationspotenzial einer Myelomzelle (Maus-Myelomzellen 

P3X63-Ag8/653) kombiniert. Mit einem optimierten Immunisierungsschema (Abb. 3) wird die Anzahl an 
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Antigen-spezifischen Klonen in der zur Fusion (Abb. 4) eingesetzten Milzzellpopulation signifikant 

gesteigert [248-249]. So wurde die Anzahl spezifischer B-Lymphozyten durch die mehrmalige Boosterung 

mit dem Ag und komplettem Freundschen-Adjuvans (in dieser Arbeit zum Priming eingesetzt) oder 

inkomplettem Freundschen-Adjuvans (zur ersten Auffrischungsimmunisierung verwendet) gesteigert [250-

251]. Die Myelomzellen, als Fusionspartner der B-Lymphozyten, befanden sich zum Zeitpunkt der Fusion 

in der exponentiellen Wachstumsphase.  

Beim Screening von ca. 7.000 Hybridom-Kulturüberständen (Tab. 10) wurden 3 CF-spezifische Klone 

(CF77-3C2, CF77-4D1 und CF169-6H12) identifiziert. Die mAk wurden anhand verschiedener Kriterien 

selektiert  (z. B. keine Kreuzreaktivität mit CW) und charakterisiert, was einen wesentlichen Teil der Arbeit 

darstellte. Proteinchemische Methoden, wie ELISA, Immunoblot und Epitopkartierung zeigten die CF-

Spezifität der mAk (Tab. 12; Abb. 9 und 10). Die mAk waren gegen verschiedene Sequenzabschnitte des 

CF gerichtet; CF77-3C2 (A264-L270) reagierte mit einem Abschnitt des Pro-Peptids (A20-L270) des Pro-CF, 

CF77-4D1 (S369-Y376) und CF169-6H12 (N405-P422) hingegen mit der reifen, enzymatisch aktiven Form 

(A271-D484) des CF (Abb. 2 und 7).  

Neben den mAk wurden im Kaninchen pAk („Franzi“ und „Fritzi“) gegen CF durch Immunisierung mit 

CF-Peptiden generiert [252] und anschließend charakterisiert (im ELISA, im Immunoblot und im Epitope 

Mapping) (Tab. 13; Abb. 10). Die pAk genügten den in diese Arbeit gestellten Anforderungen.   

5.2.1 Einfluß des Immunisierungsprotokolls auf die Bildung der Antikörper-

Subtypen   

Bei Erstkontakt mit einem Ag kommt es zunächst zur Synthese von Immunglobulinen vom Typ IgM, als 

Primärantwort des Immunsystems in der akuten Infektionsphase [253-254]. Immunglobuline vom Typ 

IgG werden in der verzögerten Abwehrphase produziert, sind lange nachweisbar und können sowohl eine 

momentane als auch eine frühere Infektion oder Immunisierung anzeigen [254]. Bei einer 

Zweitimmunisierung werden v. a. IgG gebildet [253, 255]. Nach Miller [256] entsteht eine intensive und 

dauerhafte Immunantwort, wenn das immunogene Ag über einige Wochen kontinuierlich dem 

Immunsystem präsentiert wird. Durch Modifikation des Immunisierungsschemas und durch die Wahl der 

Adjuvanzien ist es bis zu einem gewissen Grad möglich, nicht nur das Immunsystem zu aktivieren, 

sondern auch die Immunglobulinsubklasse der gebildeten Ak zu beeinflussen. Das Immunisierungs-

schema nach Miller führt v. a. zur Bildung von IgG1-Ak [256]. Mit Toxoplasma gondii infizierte Mäuse 

bilden vermehrt Ak der IgG2- und IgG3-Subklasse, aber nur geringe Mengen von IgG1 [257-258]. Klone, 

die Ak vom Typ IgM synthetisieren, werden v. a. durch ein 4- bzw. 5-Tage-Immunisierungsschema 

hervorgebracht [259-260]. In einigen Fällen kann die IgM-Antwort verlängert sein, wenn das Ag 

kontinuierlich präsentiert wird [260], wie es z. B. für Polysaccharidkomplexe, die nicht metabolisiert und 

eliminiert werden [261-262] und für einige Virusantigene beschrieben ist [263-264]. Hierbei ist zu 

beachten, dass Immunglobuline vom Typ IgM häufiger eine unspezifische Bindung an antigene Strukturen 
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und falsch positive Reaktionen zeigen können und eine geringere Stabilität als Immunglobuline vom Typ 

IgG aufweisen können [265]. 

Bei Antigenen, die keine oder nur eine schwache Immunreaktion auslösen, ist zu überlegen, ob knock out-

Mäuse für die Generierung mAk gegen diese Ag eingesetzt werden können (z. B. für Cathepsin B im 

Labor von Dr. E. Weber) 

5.2.2 Einfluß der Immunisierung auf den Antikörper-Titer  

Ein hoher Ak-Titer kann durch (1) das Ag oder eines seiner Komponenten, (2) den Carrier und (3) das 

Freundsche-Adjuvans bewirkt werden.  

(1) Peptide sind aufgrund ihrer z. T. geringen MM wenig immunogen [266]. In Abhängigkeit von Größe 

und Struktur der Ag fällt die Immunantwort unterschiedlich aus. Sie ist um so intensiver, je größer das Ag 

und je komplexer dessen Struktur ist [234]. Antigene mit einer MM < 10 kDa sind nur schwache 

Immunogene und diejenigen mit einer MM < 1 kDa (Haptene) rufen allein keine Immunantwort hervor 

[254].  

(2) Peptide werden zur Erhöhung ihrer Immunogenität z. T. an Carrier (wie z. B. Pam3Cys, 

Rinderserumalbumin) gebunden, um die Bildung von Ak initiieren zu können [214, 267]. Der Carrier 

sollte eine MM > 2 kDa aufweisen, um vom Immunsystem als immunogen erkannt zu werden [233]. 

(3) Das Freundsche-Adjuvans ist eines der effizientesten Immunstimulanzien [268], das bevorzugt die 

Bildung von Ak gegen Epitope denaturierter Proteine induziert [269]. Es stimuliert die 

antikörpervermittelte und die zellvermittelte Immunantwort [266, 270]. Es werden komplettes (KFA) und 

inkomplettes (IFA) Freundsches-Adjuvans unterschieden, die bei gleichzeitiger Verringerung des 

Antigenbedarfs die Immunantwort steigern und modifizieren [271]. Dies ist zurückzuführen auf (1) eine 

Depotwirkung mit verzögerter Ag-Liberation und damit verminderter Ag-Degradation, (2) eine 

Veränderung der Phagozytose partikulär gebundener Ag und (3) auf eine starke Anregung des 

Immunsystems durch im Adjuvans enthaltene Bestandteile von Bakterien (Mycobacterium tuberculosis, 

Bordetella pertussis u. a.) im KFA [272-273]. Das KFA ist effizienter in der Induktion hoher Ak-Titer und in 

der Verstärkung der zellvermittelten Immunreaktion, jedoch toxischer als das IFA [269]. Adjuvanzien 

werden mit einer erhöhten und länger anhaltenden Immunantwort in Verbindung gebracht. In neueren 

Publikationen wurde zudem gezeigt, dass sie den Titer, den Isotyp und die Affinität der Ak beeinflußen 

[274].  

5.3 Gewinnung von Cathepsin F aus einer humanen Tumorzelllinie 

Immunpräzipitation. Die Immunpräzipitation (IP) wurde (1) zum Nachweis der Spezifität der 

generierten Ak und des kommerziell erhältlichen pAk „Santa Cruz“ und (2) zur Gewinnung von CF aus 

Tumorzelllinien (z. B. HeLa, eine humane epitheliale Zervixkarzinomzelllinie, charakterisiert von Gey et al. 

[210]) für weitere Immunisierungen eingesetzt. Für die IP haben sich in der vorliegenden Arbeit die pAk 

(„Franzi“ und „Fritzi“) als Präzipitationspartner für die Detektion von CF bewährt, da sie aufgrund der 
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Bindung an verschiedene Epitope des Pro-CF eine hohe Affinität und eine hohe Spezifität aufwiesen 

(siehe 4.3.3 Gewinnung von Cathepsin F aus einer humanen Tumorzelllinie; Immunpräzipitation;       

Abb. 13).  

5.4 Detektion von Cathepsin F in der Immunhistochemie  

Wie in der Literatur beschrieben, wurde CF zu Beginn der vorliegenden Arbeit nur auf 

Transkriptionsebene in verschiedenen Geweben nachgewiesen [4-5, 14]. Darauf basierend wurde das 

Gewebe von Herz, Kolon, Leber und Thymus auf das Vorhandensein von CF mittels immun-

histochemischer Verfahren (Abb. 6) unter Verwendung der im Laufe dieser Arbeit gewonnenen und 

charakterisierten gegen CF gerichteten monoklonalen (CF77-4D1, CF169-6H12 und CW39-2E2) (Tab. 11 

und 12) und polyklonalen Antikörper („Franzi“ und „Fritzi“) (Tab. 11 und 13) untersucht. Cathepsin F 

wurde im Kolon (Kolonmukosa) (Abb. 14 und 15), im Herzen (Kardiomyozyten) (Abb. 16) und in der 

Leber (Hepatozyten) (Abb. 17) detektiert [5]. Im Thymusgewebe wurde entsprechend der Literatur [4-5, 

14] kein CF nachgewiesen (Abb. 18). Identische Ergebnisse wurden mit dem mit CF kreuzreagierenden 

monoklonalen anti-CW-Ak CW39-2E2 und dem kommerziell erhältlichen polyklonalen Ziege anti-CF-Ak 

„Santa Cruz“ erzielt. Der in dieser Arbeit erbrachte immunhistologische Nachweis von CF bestätigt die in 

der Literatur beschriebene Expression von CF auf Transkriptionsebene in den einzelnen humanen 

Geweben [5] bzw. die Detektion von CF im Immunoblot von Lebergewebsextrakten der Maus mittels 

eines bei Santa Cruz Biotechnology erhältlichen polyklonalen Kaninchen anti-CF-Ak (Cathepsin F [H-

110]: sc-13987; Epitop: D325-L434; IgG; Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg). 

Gallengangepithel. Die mAk CF77-4D1 und CW39-2E2 bzw. pAk „Franzi“ und „Fritzi“ detektierten 

ebenfalls CF im Gallengangepithel der hepatischen Glisson Trias (Abb. 17).   

Arterielle Gefäße. Es kam zu einem positiven Färbesignal der arteriellen Gefäße der Herz- und 

Leberschnitte v. a. im Bereich der Tunica media bei folgenden Ak: mAk CF77-4D1 und CW39-2E2  bzw. 

pAk „Franzi“ und „Fritzi“ (Abb. 17 und 22). Die PBS-Kontrollen zeigten kein Signal. 
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Abb. 22. Nachweis von Cathepsin F in arteriellen Gefäßen von Leber- und Herzgewebe. 
Die Abbildung zeigt histologische Schnitte des Herzgewebes (a und c-e) und des Lebergewebes (b und f-h) in 20-facher 
Vergrößerung. Grundfärbung war die Färbung mit Hämalaun.  

a)  – b) PBS-Kontrolle: Kein Signal. 
c) – h) Immunhistochemische Anfärbung mit anti-CF-Ak: CF-spezifisches Signal in der arteriellen Gefäßwand.  

Gemäß Oorni et al. [19] lassen sich in der Intima von normalen Koronararterien nur wenige CF-

immunpositive Zellen nachweisen. Cathepsin F wird wahrscheinlich von glatten Muskelzellen der Tunica 

media der physiologischen, unveränderten Arterienwand exprimiert. In atherosklerotisch veränderten 

Herzkranzgefäßen kommt es hingegen im entzündlichen Infiltrat zur starken Anfärbung von CF in den 

dort akkumulierten Makrophagen [19]. Aus diesem Grund wiesen die histologischen Schnitte von Herz- 

(Abb. 16) und Lebergewebe (Abb. 17) möglicherweise atherosklerotisch veränderte Gefäße auf (Abb. 22). 

In den Arterien der Kolonschnitte ließ sich kein CF nachweisen, da diese wahrscheinlich keine 

atherosklerotischen Veränderungen aufwiesen.  

5.5 Ausblick 

Wegen des Fehlens geeigneter spezifischer mAk zur Detektion von CF gibt es in der Literatur bisher nur 

wenige verlässliche Daten zur Expression von CF auf Proteinebene. Seine Rolle im Proteinstoffwechsel 

bleibt weiterhin weitestgehend ungeklärt. Es bedarf weiterführender Untersuchungen auf diesen Feldern, 

wofür auch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen spezifischen Ak zur Anwendung kommen können.   

Leber: PBS, Hämalaun 

b 

Herz: PBS, Hämalaun 

a 

Herz: CF77-4D1, KÜ 

c 

Herz: CW39-2E2, 1:2 

d 

Herz: „Fritzi“, 1:2.000 

e 

Leber: CF77-4D1, KÜ 

f 

Leber: CW39-2E2, 1:2 

g 

Leber: „Fritzi“, 1:5.000 

h 
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7 Thesen 

1. Cathepsin F (CF) ist eine lysosomale Cystein-Proteinase, die 1998 erstmals von Wang et al. 

beschrieben wurde und über deren spezifische Funktionen bisher nur wenig bekannt ist.  

2. Zu Cathepsin F existieren nur wenige verlässliche Daten, insbesondere bzgl. seiner Expression auf 

Proteinebene und seine Rolle im Proteinstoffwechsel ist weitgehend ungeklärt, was nicht zuletzt auf 

das bisherige Fehlen geeigneter spezifischer monoklonaler Antikörpern zur Detektion von CF 

zurückgeführt werden kann. Es wird in verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert und es 

konnte auch in einzelnen humanen Tumorzelllinien (z. B. HeLa-Zellen, K-562-Zellen und 

Lungenkarzinomzellen) und in Tumorgewebe (z. B. Zervixkarzinom) detektiert werden.  

3. Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, mit humanem rekombinanten CF aus Escherichia coli und mit 

CF-Peptiden, die nach spezifischen Kriterien ausgesucht worden waren (Oberflächenexpression im 

CF-Molekül und Ausschluss von Kreuzreaktivitäten), monoklonale (mAk) und polyklonale 

Antikörper (pAk) gegen CF zu generieren.  

4. Aus Fusionen von Lymphoblasten von insgesamt 11 Mäusemilzen mit Myelomzellen konnten ca. 

7.000 Hybridome gewonnen werden, deren Kulturüberstände bzgl. ihrer Produktion spezifischer 

Antikörper gegen Cathepsin F überprüft wurden. Es konnten 3 Klone (CF77-3C2, CF77-4D1 und 

CF169-6H12) identifiziert werden, die spezifische monoklonale anti-CF-Ak produzierten. Außerdem 

wurden 4 Kaninchen zur Gewinnung von polyklonalen anti-CF-Ak eingesetzt, wobei die Seren von 2 

Kaninchen („Franzi“ und „Fritzi“) hochspezifisch waren und für die weiteren Versuche verwendet 

wurden. 

5. Die generierten mAk zeigten im ELISA, im Immunoblot und in der Epitopkartierung CF-Spezifität. 

Die mAk reagierten mit unterschiedlichen Sequenzabschnitten des CF:   

- CF77-3C2 mit A264-L270 des Pro-Peptids (A20-L270) des Pro-CF,  

- CF77-4D1 mit S369-Y376 und  

- CF169-6H12 mit N405-P422 des reifen, enzymatisch aktiven CF (A271-D484). 

6. Die anti-CF-Ak zeigten keine Kreuzreaktivität mit dem nahe verwandten, zu 42% identischen und zu 

58% homologen Cathepsin W (CW). Für den mAk CF77-3C2 ergab sich eine Kreuzreaktion mit der 

Triosephosphatisomerase (TPI), jedoch war eine Differenzierbarkeit beider Moleküle im Immunoblot 

anhand ihrer unterschiedlichen Molmassen (MM) (Pro-CF: 53,4 kDa bei 484 Aminosäuren (AS) 

versus TPI: 26,7 kDa bei 249 AS) möglich. 

7. Zum Nachweis der Spezifität der Antikörper und zur Gewinnung von nativem CF u. a. aus 

Tumorzelllinien (z. B. HeLa-S3) für weitere Immunisierungen wurden Immunpräzipitationen 

durchgeführt. Die Immunpräzipitation erfolgte mit dem pAk „Fritzi“; der Nachweis von CF im 
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Immunpräzipitat durch die pAk „Franzi“, „Fritzi“ und den kommerziell erhältlichen polyklonalen 

Ziege anti-CF-Ak „Santa Cruz“, die jeweils eine Bande in Höhe von 53 kDa, das der MM von Pro-CF 

entspricht, detektierten. 

8. Zu Beginn der Arbeit war die Expression von humanem CF nur auf Transkriptionsebene eindeutig 

nachgewiesen worden, nicht jedoch auf Proteinebene. In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurde 

Gewebe mit (Herz, Kolon, Leber) oder ohne Expression (Thymus) von CF mittels der gewonnenen, 

gegen CF gerichteten mAk (CF77-4D1, CF169-6H12 und CW39-2E2) und der pAk („Franzi“, 

„Fritzi“ und „Santa Cruz“) immunhistochemisch untersucht. Es gelang der Nachweis von CF auf 

Proteinebene mit diesen spezifischen anti-CF-Ak.   

9. In der Kolonmukosa ließ sich CF intrazellulär in den Schaum- und Becherzellen im Bereich der 

Krypten detektieren. Im Herzgewebe wurde CF in den Kardiomyozyten nachgewiesen. Im 

Lebergewebe wurde CF in den Hepatozyten detektiert und die eingesetzten Antikörper (mAk CF77-

4D1 und CW39-2E2 bzw. pAk „Franzi“ und „Fritzi“) färbten zudem das Gallengangepithel der 

hepatischen Glisson Trias. Im Bereich der arteriellen Gefäße der Herz- und Leberschnitte wurde mit 

diesen anti-CF-Ak ebenfalls CF detektiert, was möglicherweise auf das Vorhandensein von 

atherosklerotischen Veränderungen zurückzuführen ist. Cathepsin F, das in der Intima normaler 

Arterien nur minimal exprimiert wird, kann in entzündlichen Infiltraten (v. a. in Makrophagen) 

atherosklerotisch veränderter Gefäße vermehrt exprimiert werden. Im Thymusgewebe ließ sich 

entsprechend der Literatur kein CF nachweisen. 

10. Aufgrund der sich inzwischen andeutenden Beteiligung von CF an vielen physiologischen und 

pathophysiologischen Prozessen  (z. B. im Immunsystem,  im Stoffwechsel von Lipoproteinen und 

Kollagen, in der Tumorgenese etc.) könnte sich eine klinische Relevanz für CF und dessen Antikörper 

bei der Erkennung u. a. von Tumorerkrankungen und atherosklerotischen Gefäßveränderungen 

ergeben. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen spezifischen Ak könnten aufgrund der erzielten 

Ergebnisse geeignet sein, die Rolle von CF weiter aufzuklären.   
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