ntikdrper gehdren zu den gingigs-
Aten Werkzeugen, die in den Life Sci-
ences verwendet werden. Mit ihrer
Hilfe lassen sich unterschiedlichste Mo-
lekiile identifizieren. Sie werden sowohl

fiir diagnostische Zwecke als auch in der
Grundlagenforschung eingesetzt.

Allerdings sind Antikérper auch ein hiufi-
ger Grund fiir auftretende Probleme. Dieser
Artikel gibt einen kurzen Uberblick tiber
die verschiedenen Arten von Antikorpern
und deren Vor- und Nachteile sowie einige
Fragestellungen, mit denen sich jeder An-
wender von Antikérpern auseinandersetzen
sollte.

Bei der Herstellung von Antikdrpern ste-
hen verschiedene Optionen zur Wahl. Je
nachdem, wie die Antikorper generiert wer-
den, kann man durch Immunisierung von
Tieren polyklonales Serum gewinnen, man
kann monoklonale Antikérper herstellen
oder mit Hilfe von Genbibliotheken auch
rekombinante Antikérper erzeugen.

Polyklonale Antikorper

Bei polyklonalen Antikérpern handelt es
sich um eine Mischung von Antikérpern. Da

Antikorper

Ein Werkzeug fiir die Bioanalytik

Sabine Gloggler

ein Antigen normalerweise unterschiedliche
Epitope aufweist, werden bei einer Immuni-
sierung eines Tieres auch Antikérper gegen
die unterschiedlichen Epitope gebildet. Der
Anteil der gewiinschten Antikérper in dem
Gesamtpool an Antikérpern betrdgt maxi-
mal 10%, haufig auch sehr deutlich darun-
ter. Vorteil der polyklonalen Antikorper ist
die einfache, schnelle und kostengiinstige
Herstellung. Allerdings ist die herstellba-
re Menge limitiert. Zudem sollten sie vor
Benutzung aufgereinigt werden, es treten
chargenbedingte Schwankungen auf und es
kommen meist diverse Kreuzreaktionen vor.

Monoklonale Antikérper

Im Gegensatz hierzu werden monoklonale
Antikdrper nur von einem B-Zell-Klon gebil-
det. Daher erkennt ein monoklonaler Anti-
korper nur ein einziges Epitop des Antigens.
Durch die Monospezifitit werden Kreuzre-
aktivititen im Vergleich zu polyklonalen
Antikérpern deutlich verringert. Da sich die
Hybridomazellen, die die Antikérper produ-
zieren, in Kultur normalerweise problemlos
vermehren lassen, konnen monoklonale
Antikorper in groBen Mengen und zeitlich
unbegrenzt hergestellt werden. Auch bleibt
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die Qualitit im Idealfall immer gleich, was
eine hohe Reproduzierbarkeit verspricht. Die
Aufreinigung aus der Zellkultur ist einfa-
cher als aus Serum. Nachteile der monoklo-
nalen Antikoérper sind deren aufwéndigere
und ldnger dauernde Herstellung. AuBerdem
miissen die Zellen genetisch stabil sein und
dirfen nicht die Fiahigkeit verlieren, Anti-
korper zu produzieren. Aktuelle Studien
zeigen, dass viele monoklonale Antikorper
nicht monospezifisch sind, da die Hybrido-
me unter Umstidnden eine genetische Hete-
rogenitdt aufweisen und somit Antikérper
unterschiedlicher Spezifitit produzieren [1].
Zudem zeigte sich, dass sich ein Klon und
damit der produzierte Antikérper im Laufe
der Kultur durchaus verédndern kann.

Rekombinante Antikdrper

Als Alternative zu poly- und monoklonalen
Antikdrpern gibt es auch rekombinante An-
tikorper.

Diese werden hauptséchlich fiir therapeuti-
sche Anwendungen hergestellt und spielen in
der Forschung noch keine so groe Rolle. Die
Antikorper werden durch Selektion aus Anti-
korpergenbibliotheken gewonnen, die Prote-
insynthese erfolgt dann meist in Bakterien.

www.qit-labor.de



Mit dieser Methode lassen sich grofe
Mengen an Antikérpern in gleichbleiben-
der Qualitdt produzieren. Allerdings kann
sich, bei bakterieller Expression, eine feh-
lende Glykosylierung und die nicht korrekte
raumliche Faltung mitunter als problema-
tisch erweisen. Aus Genbibliotheken gene-
rierte Antikorper zeigen zudem mitunter
schlechte Lagerstabilititen, ohne dass die
Griinde bislang klar erforscht sind.

Auswahl des richtigen Antikdrpers

Bei der Auswahl eines Antikdrpers sollte
man wissen, fiir welche Anwendung man
diesen verwenden mdochte. Denn jede An-
wendung stellt eine andere Anforderung an
einen Antikorper.

Antikorper, die z.B. gegen ein syntheti-
sches Peptid generiert wurden, funktionieren
bisweilen nicht gut, wenn die native Kon-
formation des Gesamtproteins mit intak-
ter 3-D Struktur erkannt werden soll. Sol-
che Antikorper funktionieren dann manch-
mal bei einer Immunoprizipitation oder bei
Immunhistochemie nicht. Sie sind aber unter
Umsténden fiir einen Western Blot sehr gut
geeignet, da dort das Protein in denaturier-
ter Form vorliegt. Umgekehrt kann auch ein
Antikorper, der durch Immunisierung mit
einem gereinigten full-length Protein herge-
stellt wurde, sehr gut zum Nachweis nativer
Strukturen sein, aber sich fiir denaturierte
Proteine als ungeeignet erweisen.

Bei kommerziell erhéltlichen Antikérpern
verspricht das Label auf der Verpackung oft
was anderes, als das was sich tatsdchlich
darin befindet. Deshalb sollten Antikdrper
gewisse Kriterien erfiillen. Zum einen sollten
sie spezifisch sein, d.h. sie sollten zwischen
unterschiedlichen Antigenen unterscheiden
kénnen und beispielsweise so wenig wie
moglich mit strukturell &hnlichen Strukturen
kreuzreagieren. Zum anderen sollten sie eine
hohe Affinitit aufweisen. Diese charakteri-
siert die Stirke, mit der das Epitop gebunden
wird. Und zuletzt ist noch die Reproduzier-
barkeit wichtig. Damit ist gemeint, dass die
Verwendung desselben Antikorpers tiber die
Zeit mit unterschiedlichen Chargen immer
noch zum selben Ergebnis fiihrt. Je nach der
gewiinschten Verwendung des Antikorpers
- dem intended use - sollten diese Kriterien
jeweils mehr oder weniger stark bei der Aus-
testung und Entscheidung gewichtet werden

[2]. Die Erfahrung zeigt jedoch, dass dies
nicht immer ausreichend untersucht wird.

Der Antikorpermarkt ist ein Milliarden-
markt und man schétzt, dass in den USA
alleine 350 Millionen US-Dollar jihrlich
wegen schlechter Antikérper verschwendet
werden [3].

Bei der Vielzahl an Antikorpern, die
gegen viele unterschiedliche Zielproteine
angeboten werden, ist es leider hiufig so,
dass die Antikérper nur unzureichend cha-
rakterisiert und validiert sind sowie experi-
mentelle Daten nicht zur Verfiigung stehen.
Meist ist es fiir die Hersteller schwer mach-
bar, jeden Antikorper fiir jede mogliche
Anwendung zu validieren. Daher liegt ein
Teil der Verantwortung auch beim Anwen-
der, seinen Antikérper im entsprechend
biologisch relevanten System mit den ent-
sprechenden Kontrollen zu testen. Es gibt
allerdings schon Initiativen und auch Her-
steller, die versuchen, Qualitatsstandards
fiir Antikérper zu etablieren [4,5]. Prinzi-
piell ist es immer hilfreich und empfeh-
lenswert, wenn vom Hersteller umfang-
reiche Informationen tiber den Antikorper
zur Verfiigung gestellt werden. Dies kdnnen
z.B. Informationen zum Immunogen sein,
Angaben zur Affinitdt und zu beschriebe-
nen Kreuzreaktivitiaten, Tests in diversen
Anwendungen (z.B. Western Blot, ELISA,
THC, IP), Positiv- und Negativkontrollen
sowie im Idealfall Testergebnisse zur Char-
genkonsistenz.

Richtige Anwendung eines Antikorpers

Wenn man dann den ,richtigen® Anti-
korper gefunden hat, gibt es immer noch
Fallstricke, die es zu beachten gibt. Zum
Beispiel konnen sich durch Markierung die
Bindungseigenschaften des Antikorpers
wieder verdndern und es konnen zusitz-
liche Stérungen durch das Label auftre-
ten. Auch kann die Haltbarkeit der Anti-
korper mitunter kritisch sein. Viele lassen
sich problemlos iiber ldngere Zeitraume
bei -20°C lagern, wihrend andere bereits
schnell ihre Funktion verlieren und auch
Einfrier- und Auftauzyklen schwer ver-
kraften. Daher sollte man bei jedem Expe-
riment tiberpriifen, ob der Antikérper noch
funktionsfahig ist. Hier sollte man auch
unbedingt die Angaben des Herstellers zu
Lagerung und Haltbarkeit beachten. Ten-

denziell sind polyklonale Antikoérper dabei
in der Regel robuster als monoklonale. Fiir
Antikorper, die man héufig nutzt, gibt es
mittlerweile auch spezielle Stabilisierer, in
denen man den Antikérper verdiinnt und
dann im Kiihlschrank lange Zeit ohne Ver-
lust an Funktionalitdt lagern kann. Solche
Lésungen wurden zunéchst fiir die Immun-
diagnostika-Produktion entwickelt, werden
aber mittlerweile auch fiir Forschungsan-
wendungen angeboten. Die Stabilitdt und
Funktionalitit des Labels (z.B. Enzym, Flu-
oreszenz) kann ebenfalls kritisch sein. Flu-
oreszenzmarkierte Antikérper kdnnen Ag-
gregate bilden, also regelrecht verklumpen,
oder die Peroxidase kann ihre Aktivitit
verlieren. Auch fiir diese gelabelten Anti-
korper gibt es spezielle Stabilizer (z.B. Per-
oxidase (HRP) oder Alkalische Phosphatase
(AP) Stabilizer) in denen die Antikorper
bei 4°C gelagert werden kénnen und somit
nicht eingefroren werden miissen.

Ausblick

Antikorper sind sehr niitzliche und viel-
faltige Werkzeuge. Allerdings sollte man
sich immer im Klaren dariiber sein, fiir was
man sie einsetzen moéchte und welche Kri-
terien sie dabei erfiillen miissen. Die kriti-
sche Auswahl und die eigene Testung mit
passenden Kontrollen werden mitunter zu
wenig beachtet. Das kann zu falschen Er-
gebnissen oder falschen Interpretationen
von Ergebnissen fiihren. Dieser Problema-
tik sollte man sich bewusst sein und so ge-
nau hinschauen, dass man sicher sein kann,
dass der verwendete Antikorper das ge-
wiinschte Target — und nur das gewtinschte
Target - erkennt.
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