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Antikorper gegen ein Kohlenhydrat-Antigen zum
Nachweis von Anthrax-Sporen**
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Die Sporen von Bacillus anthracis, dem Milzbranderreger,
sind in den letzten Jahren wiederholt fiir bioterroristische
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Anschlidge gegen die Zivilbevolkerung verwendet worden.
Wenn diese Dauerformen des Erregers eingeatmet werden,
sterben die meisten Opfer in Kiirze, sofern nicht innerhalb
von 24-48 h mit einer Behandlung begonnen wird.['! Nach der
Aufnahme in den Korper fangen die Sporen an zu keimen, die
vegetativen Zellen vermehren sich und bilden Toxine, und
Lasionen entstehen, von denen aus sich die Infektion ver-
breitet, was hiufig zum Tode fithrt. Daher nimmt man an,
dass ein effektiver Anthrax-Impfstoff verschiedene Antigene
enthalten sollte. Moglicher Bestandteil eines solchen Impf-
stoffes konnte ein Oberflichen-Antigen der Sporen sein, das
die Bildung von Antikdrpern bewirkt, welche die Keimung
der Sporen unterdriicken und die Phagocytose durch Ma-
krophagen beschleunigen.

Verschiedene Detektionssysteme wurden entwickelt, um
Sporen von B. anthracis nachzuweisen und die groBe Zahl
an Proben, die jedes Jahr getestet werden miissen, zu bear-
beiten. Verfahren zur Detektion der bakteriellen DNA durch
Nucleinsdureamplifikation (PCR) oder der Nachweis der
Bakterien in Kulturen anhand ihres Phénotyps liefern die
eindeutigsten Resultate; diese Methoden sind jedoch auf-
windig, teuer und langsam. Nachweismethoden, die auf der
Bindung von Antikorpern an Peptid- oder Protein-Antigene
der Sporenoberfliche beruhen, sind technisch weniger an-
spruchsvoll, jedoch mit hoheren Fehlerraten verbunden. Die
Ahnlichkeit der Protein-Antigene an der Sporenoberfliche
des opportunistischen Pathogens B. cereus und anderer nahe
verwandter Bakterienarten erschwert die Entwicklung eines
zuverldssigen und selektiven Detektionssystems auf Anti-
korperbasis betrachtlich.

Auf der Oberfldche der Sporen von B. anthracis wurde das
einzigartige Tetrasaccharid 1 (Schema 1) gefunden, dessen
endstiandiger nichtreduzierender Zucker, die Anthrose, zuvor
noch nicht beschrieben wurde.”! Der Zugang zu hinreichen-
den Mengen an reinen Oberfldchen-Oligosacchariden durch
Isolierung aus kultivierten Zellen ist oft schwierig. Daher ist
die chemische Synthese solcher Kohlenhydrat-Antigene
hiufig der letzte Ausweg. Da das Kohlenhydrat-Antigen 1 bei
nahe verwandten Arten nicht gefunden wurde, sollte ein
spezifischer Nachweis der Sporen von B. anthracis mit Anti-
korpern gegen diese Struktur moglich sein.

Bei unserem Ansatz erhielten wir das Tetrasaccharid
durch chemische Synthese®”! in Form eines n-Pente-
nylglycosids 2. Der Linker am reduzierenden Ende wurde
genutzt, um nach Ozonolyse der Doppelbindung eine Alde-
hydfunktion als reaktive Gruppe zu erzeugen. Eine reduktive
Aminierung®? verkniipfte die synthetische Verbindung 2 mit
einem KLH-Tridgerprotein zu dem Kohlenhydrat-Protein-
Konjugat 3 (Schema 1), das in M4usen immunogen war. Die
Konjugation an Trégerproteine stellt einen effizienten Weg
dar, die Immunogenitit von Oligosaccharid-Antigenen zu
erhohen. Die Peptideinheiten der Proteine konnen durch
tragerspezifische T-Zellen erkannt werden, wobei eine T-
Zell-unabhingige Antwort gegen das nichtkonjugierte Oli-
gosaccharid in eine wirkungsvollere T-Zell-abhéngige Ant-
wort tiberfiihrt wird.

Das Tetrasaccharid-KLH-Konjugat, formuliert in Immun-
Easy-Adiuvans (QIAGEN), bewirkte nach der dritten Im-
munisierung die Bildung von IgG-Antikorpern. Drei B-Zell-
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Schema 1. Das Tetrasaccharid 1, das auf der Sporen-Oberfliche von
B. anthracis gefunden wird, sein synthetisches Analogon 2 und die
Konjugation tiber den Pentenyl-Linker von 2 an ein KLH-Tragerprotein
zum KLH-Tetrasaccharid-Konjugat 3: a) O;, MeOH, —78°C, 10 min;
b) Me,S, MeOH, RT, 2 h; ¢) KLH-Trigerprotein, PBS-Puffer (pH 7.2),
NaBH;CN, 37°C, 48 h. PBS = phosphatgepufferte Kochsalzlésung.

Hybridome, die Tetrasaccharid-spezifische monoklonale IgG-
Antikorper (mAKk) sezernieren, wurden aus den Milzzellen
einer immunisierten Maus erhalten. Indirekte Immunfluo-
reszenzanalysen zeigten, dass alle drei mAk die Endosporen
von B. anthracis spezifisch erkennen. Dagegen wurde in
Vergleichsstudien keine Bindung der mAk an die Sporen der
nahe verwandten Bakterien B. cereus, B. subtilis und B.
thuringiensis gefunden (Abbildung 1).

Diese Ergebnisse zeigen in beeindruckender Weise, dass
Unterschiede der Kohlenhydrat-Antigene auf Zelloberfld-
chen die Grundlage fiir die Herstellung immunologischer
Reagentien bilden koénnen, wie dies hier am Beispiel des
synthetischen Tetrasaccharid-Kohlenhydrat-Antigens 2 von
B. anthracis beschrieben ist. Die Tetrasaccharid-spezifischen
mAKk sollten fiir ein sowohl hoch empfindliches, als auch
spezifisches Detektionssystem fiir Sporen von B. anthracis
geeignet sein. Diese Resultate konnten dariiber hinaus Wege
zur Entwicklung von neuen Therapie- oder Prophylaxe-An-
sdtzen offnen.
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Abbildung 1. Indirekte Immunfluoreszenzanalyse der Endosporen von
B. anthracis und B. cereus mit mAk, die gegen das synthetische Tetra-
saccharid 2 erzeugt wurden. Linke Spalte: Lichtmikroskopie; rechte
Spalte: Cy3-spezifische Immunfluoreszenz. a) Sporen von B. anthracis
mit einem monoklonalen Kontrollantikérper gleichen Isotyps, aber an-
derer Spezifitit. b) Sporen von B. anthracis mit einem fiir das Tetrasac-
charid 2 spezifischen mAk. c) Sporen von B. cereus mit einem fiir das
Tetrasaccharid 2 spezifischen mAk.
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