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1 Einleitung

1.1 Das follikulare Lymphom
1.1.1 Ubersicht

Laut Statistiken des Robert-Koch-Institutes erkrankten in den letzten Jahren
jahrlich etwa 6800 Manner und 6100 Frauen an einem Non-Hodgkin-Lymphom.
Im Vergleich zum Jahr 1980 ist die Zahl der Neuerkrankungen mittlerweile fast
dreimal so hoch. Dennoch hat sich die 5 Jahres-Uberlebensrate fiir Erkrankte
seit 1980 verbessert. Betrug sie vorher noch 50%, so ergaben sich fir 2004
eine 5 Jahres-Uberlebensrate von 62% fiir die Manner und 66% fur Frauen
(Bertz et al. 2010). Trotz der steigenden Zahlen der Neuerkrankungen konnte
durch Verbesserungen der Therapieoptionen eine Verbesserung der Uberle-
bensrate erreicht werden.

Risikofaktoren sind allerdings bislang nur bedingt fur einige Unterformen der
heterogenen Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome bekannt. So ist z.B. fur die in
Afrika vorkommende endemische Form des Burkitt-Lymphoms ein Zusammen-
hang mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) nachgewiesen. Ebenso zeigte sich eine
gehaufte Infektion mit dem humanen T-Zell-Leukdmie-Virus HTLV-1 bei T-Zell-
Lymphomen (Bertz et al. 2010).

Fir das follikulare Lymphom, das ebenso zu den Non-Hodgkin-Lymphomen
gehort, sind bislang noch keine Risikofaktoren bekannt. Umweltfaktoren und
berufliche Exposition gegentber Lésungsmitteln und anderen Chemikalien wer-
den diskutiert (Vitolo et al. 2008).

1.1.2 Eigenschaften und Therapieoptionen des follikularen
Lymphoms

Das follikulare Lymphom ist eine maligne Erkrankung, die durch Entartung von
B-Zellen entsteht und sich Uberwiegend in den Keimzentren der Lymphknoten
manifestiert (Mann et al. 1979; Stein et al. 1982; Bahler und Levy 1992; Freed-
man et al. 1992).

In den westlichen Landern betragt der Anteil follikularer Lymphome 22 — 45%
aller Non-Hodgkin-Lymphome (Jones et al. 1973; The Non-Hodgkin's Lympho-
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ma Pathologic Classification Project 1982; The Non-Hodgkin's Lymphoma
Classification Project 1997; Harris et al. 1999; Noppe et al. 1999; Vitolo et al.
2008).

Mikroskopisch betrachtet, zeigt sich ein teilweise follikulares oder nodulares
Tumorwachstum in den betroffenen Lymphknoten, wie es auch im Keimzentrum
von gesunden reaktiven Lymphknoten vorkommen kann (Stein et al. 1982 zitiert
nach Bahler et al. 1992; Harris et al. 1994; Noppe et al. 1999; Aarts et al. 2000;
Staudt und Dave 2005; Radcliffe et al. 2007; Klein und Dalla-Favera 2008).
Aber auch Areale mit diffusem Wachstumsmuster kénnen vorhanden sein. Die
Zellen dieses Lymphoms lassen sich in zwei Formen der B-Zellen unterschei-
den: Zentrozyten und Zentroblasten, wobei das Vorhandensein von Zentrozyten
Uberwiegt (The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification Project
1982; Harris et al. 1994; Cong et al. 2002; Vitolo et al. 2008; Ghielmini 2010;
Hayashi et al. 2010).

Klinisch zeigt sich eine Lymphadenopathie, mit oder ohne abdominelle oder
mediastinale Lymphknotenbeteiligung sowie Hepatosplenomegalie und in 50%
der Falle Knochenmarkinfiltrationen (Harris et al. 1999; Adam et al. 2005; Vitolo
et al. 2008; Tageja et al. 2009). Das Vorhandensein von B-Symptomatik (Fie-
ber, Gewichtsverlust und Nachtschweil3) ist moglich.

Haufig befindet sich das follikulare Lymphom zum Diagnosezeitpunkt im hohen
klinischen Stadium (nach der Ann Arbor Klassifikation Stadium Il und V) und
ist dann in der Regel unheilbar. (Noppe et al. 1999; Ardeshna et al. 2003; Adam
et al. 2007; Ruminy et al. 2008; Vitolo et al. 2008; Soini et al. 2010).

Neben der Einteilung in die Stadien | — IV erfolgt auch eine von der Zentroblas-
ten-Anzahl abhangige Einteilung in die Grade 1- 3. Diese Anzahl variiert von
wenig (Grad 1) bis zum Vorhandensein von sehr vielen Zentroblasten (Grad 3)
(Harris et al. 1994; Vitolo et al. 2008; Ghielmini 2010).

Die Therapiemoglichkeiten richten sich nach den klinischen Stadien. Tumore in
klinischen Stadien | und Il reagieren haufig auf Radiatio und/oder Chemothera-
pie und sind in 40-50% der Falle kurativ behandelbar (Yahalom 1999; Jyrkki6 et
al. 2007 zitiert nach Soini et al. 2010; Hayashi et al. 2010).
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In héheren Stadien kommt vor allem die Chemotherapie zur Anwendung. In den
letzten Jahren konnte eine Verbesserung der Therapie durch eine Immunthera-
pie mit dem monoklonalen anti-CD20-Antikérper Rituximab erzielt werden (Hid-
demann et al. 2005; Marcus et al. 2005; Friedberg 2008; Hayashi et al. 2010;
Vidal et al. 2010).

Des Weiteren besteht die Moglichkeit der Radioimmuntherapie fur rezidivieren-
de oder refraktare follikulare Lymphome mit radioaktiv markierten Anti-CD-20-
Antikdrpern (Matasar und Zelenetz 2008 zitiert nach Hayashi et al. 2010; Vitolo
et al. 2008; Leonard und Martin 2010).

Prognostisch spielen fiir diese Erkrankung neben dem Alter des Patienten auch
das Krankheitsstadium, die Serum-Laktatdehydrogenase (LDH) und die Kno-
chenmarkbeteiligung eine entscheidende Rolle (Shipp et al. 1993; Vitolo et al.
2008).

1.2 Die Rolle des B-Zell-Rezeptors bei malignen
Lymphomen
1.2.1 Der Aufbau des B-Zell-Rezeptors und seine Entwicklung

Nicht nur fur die B-Zelle, sondern auch fur andere, an der Immunantwort betei-
ligten Zellen ist der B-Zell-Immunglobulinrezeptor ein wichtiger Faktor. Neben
der Antigenbindung ist der Rezeptor auch an der Antigenprasentation fir die T-
Zelle beteiligt (Eynon und Parker 1992). Ebenso hédngen Signale, die die B-
Zelle Uber ihren B-Zell-Rezeptor empfangt, mit der Proliferation und dem Uber-
leben der Zelle zusammen (Lam et al. 1997; Niiro und Clark 2002; Kraus et al.
2004).
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Abbildung 1: Der Aufbau des Immunglobulinrezeptors

Dargestellt ist der B-Zell-Rezeptor mit je zwei identischen schweren (heavy
chain) und leichten (light chain) Immunglobulinketten mit je einem variablen und
konstanten Bereich. Die Aminosauren der complementarity determining region
(CDR) sind fur die Antigenspezifitat notig. Der Fc-Teil besteht aus der konstan-
ten Region der Immunglobulinkette (Johnston 2007).

Der B-Zell-Rezeptor (Abbildung 1) an sich besteht aus je zwei identischen
schweren und leichten Immunglobulinketten, die Uber Disulfidbricken verbun-
den sind. Die beiden sogenannten Fab-Fragmente, welche die variable Ketten-
region darstellen, tragen an ihren Enden die Antigenbindungsstellen, die die
Bindung von je einem Antigen ermdglichen (van Noesel und van Lier 1993). Die
Aminosauren der complementarity determining region (CDR) sind fir die Anti-
genspezifitdt notig. Der Fc-Teil besteht aus der konstanten Region der Immun-
globulinkette (Johnston 2007). Bei der schweren Immunglobulinkette handelt es
sich Uberwiegend um das Immunglobulin mit dem konstanten Bereich pu, kurz
IgM. Bei der leichten Kette wird zwischen der leichten Immunglobulinkette kap-

pa und der leichten Immunglobulinkette lambda unterschieden.

Die Entwicklung des Immunglobulinrezeptors und die Reifung der B-Zelle ver-
laufen in mehreren Abschnitten, von denen nicht alle auf den Kontakt mit einem
Antigen angewiesen sind. Im Knochenmark findet die sogenannte V(D)J-
Rekombination statt (Tonegawa 1983; Schatz et al. 1992). Fir die schwere Im-
munglobulinkette bedeutet das, dass hierbei ein Segment des variablen (V)-
Gens, ein Segment des Diversitats (D)-Gens und ein Segment des Joining (J) -

Gens durch Genumlagerung kombiniert werden. Fir die leichte Immunglobulin-
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kette findet etwas spater die Rekombination ohne ein D-Gen statt (Tonegawa
1983; Schatz et al. 1992).

Die B-Zelle mit ihrem neu entstandenen, noch nicht mutierten Immunglobulinre-
zeptor wird ,naive“ B-Zelle genannt (Kosmas et al. 1998). Bei der Bildung dieser
,naiven“ B-Zellen kann es zur Entstehung von potentiell schadlichen, mit Auto-
antigenen reagierenden B-Zellen kommen. Durch negative Selektion wird bei
diesen Zellen allerdings die Apoptose eingeleitet, um spéatere Schaden zu ver-
meiden (Nossal 1994; Niiro und Clark 2002).

Alle anderen B-Zellen verlassen das Knochenmark und wandern in die Keim-
zentren der sekundaren lymphatischen Organe. Dort beginnt die zweite, anti-
genabhéngige Entwicklung (Kosmas et al. 1998). Durch Antigenkontakt kommt
es zur somatischen Hypermutation in der V-Region des Immunglobulins. Da-
durch entsteht eine hohe Affinitdt des B-Zell-Rezeptors zum Antigen und die
Zelle wird zur weiteren Proliferation angeregt (van Noesel und van Lier 1993;
Nossal 1994; Rajewsky 1996).

Ist diese Affinitat nicht vorhanden oder der Immunglobulinrezeptor nicht funk-
tionsfahig, kommt es durch unzureichenden Stimulus durch das Antigen zur
Apoptose der B-Zelle (McKean et al. 1984; Maizels 1995). Die Zelle kann dann
nicht weiter Proliferieren und verliert die Mdglichkeit sich spéater in eine Antikor-
per-produzierende Plasmazelle oder Gedachtniszelle zu differenzieren (Kocks
und Rajewsky 1989; Liu und Arpin 1997; Rahman und Manser 2004).

Die entstehenden Mutationen der variablen Region der Immunglobulinkettense-
guenzen zeigen sich vor allem in den sogenannten complementarity determi-
ning regions (CDRs), die an der Bindungsstelle flr Antigene beteiligt sind (Los-
sos et al. 2000; Hershberg et al. 2008).

1.2.2 Maligne Lymphome und ihr B-Zell-Rezeptor

Hinsichtlich der Entwicklung einer normalen B-Zelle und ihrem Immunglobulin-
rezeptor gibt es viele Parallelen zu B-Zellen bei Lymphomen und lymphatischen
Leuk&mien.

Die Zellen des follikularen Lymphoms zeigen sehr viele Ahnlichkeiten mit einer
normalen, dem Antigenkontakt ausgesetzten B-Zelle. So finden sich bei diesem

Lymphom Mutationen im Bereich der variablen Region der Immunglobulinketten
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(v.a. der schweren Immunglobulinkette), wie sie auch bei antigenselektierten
nicht malignen B-Zellen im Keimzentrum vorkommen (Stamatopoulos et al.
1997; Noppe et al. 1999; Aarts et al. 2000; Zhu et al. 2002; McCann et al.
2006). Obwohl noch kein klares genetisches Entstehungsmodell fiir die Patho-
genese des follikularen Lymphoms gefunden wurde, scheinen die Analysen in
einigen bislang veroffentlichten Arbeiten auf die Rolle der Antigenselektion so-
wie die Anwesenheit von T-Zellen und weiteren, im Lymphknoten vorhandenen
Zellen bei der Entstehung des follikularen Lymphoms hinzuweisen (Cong et al.
2002; Dave et al. 2004; Farinha et al. 2005; Glas et al. 2007).

Des Weiteren zeigt sich bei 70 — 95% der analysierten follikularen Lymphome
eine charakteristische Translokation t(14;18), die unter anderem das bcl-2-Gen
betrifft. Dieses bcl-2-Protoonkogen gelangt von Chromosom 18 hinter den Gen-
lokus der schweren Immunglobulinkette auf Chromosom 14. Durch die dadurch
bedingte dauerhafte Expression des bcl-2-Proteins in der betroffenen B-Zelle
kann es zur Unterdriickung der Apoptose kommen (Tsujimoto et al. 1984; Tsu-
jimoto et al. 1985; Bakhshi et al. 1987; Seto et al. 1988; Korsmeyer 1999; Ben-
de et al. 2007; Relander et al. 2010).

Die Translokation der beiden Genabschnitte findet in einem friihen Stadium der
B-Zell Entwicklung wéhrend des lg-Gen-Rearrangements statt, kann jedoch
auch bei gesunden Individuen vorkommen (Limpens et al. 1991; Kuppers et al.
1999; Summers et al. 2001; Vitolo et al. 2008).

Somit scheint dies nicht als alleinige Ursache auszureichen, um maligne B-
Zellen entstehen zu lassen, ist aber doch wohl eine notwendige Voraussetzung
zur Entstehung eines follikularen Lymphoms, weil nahezu alle follikulare Lym-
phom-Falle eine translokationsbedingte Uberexpression zeigen. (Cleary und
Sklar 1985; Albinger-Hegyi et al. 2002; McCann et al. 2006). Zudem scheint die
spatere Antigenselektion entscheidender fiur die Entwicklung des follikularen

Lymphoms zu sein.

Auch fuar das multiple Myelom, die chronisch lymphatische Leukamie der B-
Zelle (B-CLL) und beim Marginal-Zonen-Lymphom der Milz ergaben Untersu-

12
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chungen, dass der Prozess der Antigenselektion und die Antigenerkennung
eine entscheidende Rolle in der Entwicklung dieser Malignome spielen und sie
wie eine normale B-Zelle Immunglobulinrezeptor-Signale zum Uberleben beno-
tigen (Kosmas et al. 1998; Stamatopoulos et al. 2004; Belessi et al. 2005; Sta-
matopoulos et al. 2005).

Es zeigt sich beim Multiplen Myelom eine hohe Mutationsrate sowohl in der
schweren, als auch in der leichten Immunglobulinkette (Wagner et al. 1994;
Kosmas et al. 1996; Kosmas et al. 1997; Sahota et al. 1997). Im Gegensatz
dazu weisen die bislang nur in Einzelfallen untersuchten leichten Immunglobu-
linketten des follikularen Lymphoms deutlich geringere Mutationsraten als die
schweren Immunglobulinketten auf (Stamatopoulos et al. 1997).

Bei der chronisch lymphatischen Leukamie wird die Selektion des Lymphozyten
durch spezifische Antigene, die unter anderem zur Entwicklung dieser Erkran-
kung fuhren, ebenfalls eine entscheidende Rolle beigemessen (Chiorazzi und
Ferrarini 2003; Messmer et al. 2004; Stevenson und Caligaris-Cappio 2004;
Stamatopoulos et al. 2007).

Neben den Non-Hodgkin-Lymphomen spielt eine Antigenselektion des B-Zell-
Rezeptors auch beim Hodgkin-Lymphom eine entscheidende Rolle. So finden
sich hier ebenfalls somatische Mutationen in den Genen der variablen Region
der schweren Immunglobulinkette, die, wie auch beim follikularen Lymphom,
hinweisend auf eine Antigenauseinandersetzung des Immunglobulinrezeptors
sind (Kanzler et al. 2000).

Fur viele B-Zell-Lymphome scheint die Antigenauseinandersetzung des B-Zell-
Rezeptors eine wichtige Rolle in der Entwicklung und dem Verlauf der malignen
B-Zelle zu spielen. Umso interessanter ist die Erkennung dieser spezifischen
Antigene. Mit Hilfe von randomisierten Phagenpeptidbanken konnten fur die
chronisch lymphatische Leukdmie Epitope identifiziert werden, die spezifisch an
den B-Zell-Rezeptor dieser Zellen binden (Buhl et al. 2002; Binder et al. 2011).
Reaktionen dieser Peptide mit den B-Zell-Rezeptoren anderer Proben chro-
nisch lymphatischer Leukamien konnten ebenfalls gezeigt werden. (Buhl et al.
2002; Binder et al. 2011).

13
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1.3 Selektion von Epitop-Peptiden aus Phagen-
Peptidbanken

Die Peptid-Identifikation mittels Phagenpeptidbanken basiert auf der erstmals
1985 von George Smith beschriebenen Methode des Phage Displays.
Filamentdosen Bakteriophagen wird in ein Oberflachenproteingen (meist pllil)
eine fremde Gensequenz kloniert. Die entsprechend kodierte Aminoséaurese-
quenz definierter Lange (z.B. fur 7, 12 oder 18 Aminosauren) fusioniert dabei
genetisch mit der Aminosauresequenz dieses Phagen-Kapsidproteins. Das ent-
standene Fusionsprotein wird anschlieend in das Phagenkapsid integriert und
als Oberflachenpeptid prasentiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten Phagenpeptidbanken bestehen aus einer An-
sammlung der oben beschriebenen Phagen, die jeweils ein Peptid mit randomi-
sierter Aminosauresequenz exprimieren und an ihrer Oberflache présentieren.
Dadurch entsteht eine hohe Diversitéat von bis zu 10 individuellen Phagenklo-
nen.

Diese Phagen mit ihrem prasentierten Peptid kénnen dann zur Selektion auf
rekombinanten B-Zell-immunglobulinrezeptoren verwendet werden, da sie auf
Grund der hohen Diversitat eine sehr hohe Anzahl an unterschiedlichen Epito-
pen fur den Immunglobulinrezeptor imitieren. Der Phage, dessen Peptid die
hdchste Immunglobulinrezeptor-Affinitat besitzt, kann durch Amplifikation in
E.coli-Bakterien vermehrt und seine Phagen-DNA isoliert werden. Durch Se-
quenzierung lasst sich anschliel3end die Aminosauresequenz des prasentierten
Peptids identifizieren. Die Kenntnis Uber so ein Epitop-nachahmenden-
Peptidliganden kdnnte moglicherweise indirekt Informationen Uber das vom B-
Zell-Rezeptor erkannte Antigen vermitteln. (Parmley und Smith 1989; Smith und
Petrenko 1997; Braun und Paschke 2006).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Die Antigenselektion scheint ein entscheidender Faktor fur die Entwicklung von
bestimmten B-Zell-Lymphomen zu sein. Es ist denkbar, dass auch beim folliku-
laren Lymphom dieser Antigenkontakt stattfindet, und die maligne Zelle zur wei-
teren Proliferation anregt (Bahler und Levy 1992). Auch die hohe Mutationsrate

in den Genen der variablen Region der Immunglobulinketten wurde bislang in
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vielen Veroffentlichungen als Ausdruck von Antigenselektion und Erh6hung der
Affinitat des Rezeptors zum Antigen gesehen.

Bei Betrachtung der bislang veroéffentlichten Literatur fur dieses Lymphom sowie
den Ergebnissen der spezifischen an den B-Zell-Rezeptor bindenden Peptide
fur die chronisch lymphatische Leukamie drangt sich die Frage auf, welche An-
tigene der follikulare Lymphom-Immunglobulinrezeptor erkennt. Moglicherweise
ware dies auch ein Hinweis zum weiteren Entstehungsmechanismus. Es
scheint daher unerlasslich, die Antigen-bindende Region dieses Immunglobulin-
rezeptors genauer zu untersuchen. Von besonderem Interesse ist, welches An-
tigen von dem B-Zell-Rezeptor des follikularen Lymphoms erkannt wird. M6g-
licherweise wird nur ein einziges oder vielleicht eine kleine Anzahl verschiede-
ner Antigene von diesen Immunglobulinrezeptoren erkannt.

Durch Eingabe der Aminosauresequenzen der identifizierten Epitop-
nachahmenden Peptidliganden in Datenbanken kdnnte eine Zuordnung zu ei-
nem oder mehrerer Antigen mdglich sein. Eine Kenntnis tGber die mdglicherwei-
se beteiligten Antigene bei der Entstehung des follikularen Lymphoms kénnte
anschlieBende spezifischere Untersuchungen im Bereich dieser Antigene nach
sich ziehen. Des Weiteren kdnnte neben den bislang verwendeten Therapie-
maoglichkeiten eine Verbesserung in der Lymphom-Therapie durch zielgerichte-
te, spezifisch fur den B-Zell-Rezeptor hergestellte Peptid-Liganden erzielt wer-

den, die auf den identifizierten Epitop-nachahmenden Peptidliganden basieren.

Daher sollen im Rahmen dieser Arbeit Gewebeproben follikularer Non-Hodgkin-
Lymphome detailliert untersucht werden. Dazu sollen im ersten Abschnitt die
zum B-Zell-Rezeptor des Lymphoms gehérenden Immunglobulinsequenzen der
leichten und schweren Immunglobulinketten aus der DNA der jeweiligen Lym-
phom-Gewebeproben identifiziert und analysiert werden. Nach erfolgreicher
Identifikation sowohl der leichten als auch schweren Lymphom-
Immunglobulinkettensequenzen sollen diese in einen speziellen Vektor zur Ex-
pression rekombinanter Lymphom-B-Zell-Rezeptoren in 293T-Zellen kloniert
werden. Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte mittels Phagenpeptidbanken auf
den isolierten rekombinanten Immunglobulinrezeptoren Epitop-nachahmende

Peptidliganden isoliert werden, welche spezifisch an die B-Zell-Rezeptoren die-
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ser Lymphome binden, um so indirekt Aufschliisse Uber erkannte Antigene zu
erhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate
2.1.1 RNA- und Gewebeproben von follikularen Lymphomen

Die verwendeten Ribonukleinsduren (RNA) - bzw. Gewebeproben (Tabelle 1)

wurden freundlicherweise von der Gewebebank der Arbeitsgruppe Dierlamm, II.

Medizinische Klinik, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf zur Verfiigung

gestellt. Ausgenommen von Probe # 4 und Probe # 7 (Translokation nicht be-

kannt) enthielten alle Proben die Translokation t14;18, die typisch fur das folli-

kulare Lymphom ist. Uberwiegend handelte es sich bei den verwendeten Pro-

ben um follikulare Lymphome des Grades I, mit Ausnahme der Probe # 4 (Grad

[I) und der Probe # 11 (Grad lIll). Soweit Informationen vorhanden waren, wer-

den die Lokalisation des entfernten Lymphknotens sowie das Alter des Patien-

ten bei Diagnosestellung aufgelistet.

Tabelle 1: Auflistung von RNA- und Gewebeproben von Patienten mit fol-
likularem Lymphom

Probe |Material Grad Translokation |Gewebe * [Entnahme Alter **

#2 RNA Grad | 114,18 LK axillar links 69 Jahre

#4 RNA Grad Il keine LK inguinal rechts |70 Jahre

#5 RNA Grad | t14;18 LK inguinal rechts |29 Jahre

#7 RNA Grad | nicht bekannt |LK keine Angabe |keine Angabe
#8 RNA Grad | t14;18 LK keine Angabe |keine Angabe
#11 [RNA Grad Il (Rezidiv) [t14;18 LK cervikal rechts |75 Jahre

# G3 |[Gewebestick [Grad | t14;18 LK keine Angabe |keine Angabe
# G5 |Gewebestick [Grad | 114,18 LK inguinal rechts |75 Jahre

* LK = Lymphknoten ** Alter bei Diagnosestellung bzw. Rezidivdiagnose

2.1.2 Zelllinie

293 T Zellen humane fetale Nierenepithelzellen

Bezug: Dr. David Baltimore, Pasadena (USA)

2.1.3 Medien und Zusatze fur Zellkultur

Material
Fetal Calf Serum (FCS)
Penicillin-Streptomycin (P/S)

Dulbecco's Modified Eagle

Medium (DMEM)

Tryptophanblau

Herkunft

PAA-Laboratories, Pasching (Osterreich)
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe
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Trypsin-EDTA (10x)

2.1.4 Bakterien

Material
E.coli K91kan

E.coli K12
E.coli XL1-Blue

PAA-Laboratories, Pasching (Osterreich)

Herkunft

Dr. George Smith, University of Missouri
(USA)

New England Biolabs, Frankfurt /Main
New England Biolabs, Frankfurt /Main

2.1.5 Medien und Zusatze fur Bakterienkultur

Material

Bacto Yeastextrakt
Bacto Agar

Bacto Tryptone
Terrific Broth (TB)
LB Broth Base (LB)
Zeocin

Herkunft

Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

InvivoGen, Toulouse (Frankreich)

Kanamycin Roth, Karlsruhe
Tetrazyklin Roth, Karlsruhe

IPTG Fermentas, St. Leon-Rot
X-Gal Fermentas, St. Leon-Rot
Ampicillin Sigma, Taufkirchen
KoHPO, Sigma, Taufkirchen
KH,PO, Roth, Karlsruhe

2.1.6 Kits

Material Hersteller
RNA-Extraktion-Kit Qiagen, Hilden
Omniscript Reverse Transcription  Qiagen, Hilden
PCR-Purifikation-Kit Qiagen, Hilden
Gel-Extraktion-Kit Qiaquick Qiagen, Hilden

PolyFect Transfection Reagent Qiagen, Hilden
CloneJET PCR Cloning Kit Fermentas, St. Leon-Rot

peqGOLD-Plasmid-Mini-Kit Peglab, Erlangen
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2.1.7 Enzyme und Puffer

Material Hersteller

Sal | New England Biolabs, Frankfurt /Main
Asc | New England Biolabs, Frankfurt /Main
Swa | (Smi l) New England Biolabs, Frankfurt /Main
Sbf | New England Biolabs, Frankfurt /Main
Not | New England Biolabs, Frankfurt /Main
Xho | New England Biolabs, Frankfurt /Main
NEB Buffer 3 und 4 (10x) New England Biolabs, Frankfurt /Main
BSA (100x) New England Biolabs, Frankfurt /Main
T4 DNA Ligase New England Biolabs, Frankfurt /Main
T4 Ligase Buffer (10x) New England Biolabs, Frankfurt /Main

2.1.8 PCR und Sequenzierung

Material Hersteller

GoTaq DNA Polymerase Promega, Madison (USA)

GoTaq Buffer (10x) Promega, Madison (USA)

Pfu DNA Polymerase Promega, Madison (USA)

Pfu Buffer (10x) Promega, Madison (USA)

dNTP Mix (10mM) Promega, Madison (USA)

Phusion DNA Polymerase New England Biolabs, Frankfurt /Main
Phusion Buffer (10x) New England Biolabs, Frankfurt /Main
Tag DNA Polymerase Qiagen, Hilden

Tag-PCR Buffer (10x) Qiagen, Hilden

Magnesiumchlorid (MgCl, (25mM))  Qiagen, Hilden
LightCycler FastStart

DNA Master SYBR Green Roche, Mannheim

BigDye Reagenz UKE Sequenzierservice, Hamburg
BigDye Buffer UKE Sequenzierservice, Hamburg
2.1.9 Primer

Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion hergestellt. Die Pri-
mer-Sequenzen sind bei der Beschreibung der jeweiligen Methoden angege-
ben.
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2.1.10

Material

Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Natriumacetat-Trihydrat
Ethidiumbromid
Polyethylenglykol 8000 (PEG)
Glycerin

Glycin

Temed

SDS

Natriumchlorid (NaCl)
Kaliumchlorid (KCI)
Glucose
Ammoniumpersulfat (APS)
Salzsaure (HCI)

Ethanol

Methanol

2-Propanol

Agarose

EDTA Disodium
Coomassie Brilliant Blau G250
30% Acrylamid

Tween 20

Trizma base
Bromphenolblau

ABTS

Intratect

ECL

Protein A Sepharose CB4
Magermilchpulver
Essigsaure
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Bovines Serumalbiumin (BSA)

Hersteller

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

J.T. Baker, Deventer (Niederlande)
J.T. Baker, Deventer (Niederlande)
J.T.Baker, Deventer (Niederlande)
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Bio-Rad, Minchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

Biotest, Dreieich

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Minchen
Spinnrad, Bad Segeberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA-Laboratories, Pasching (Osterreich)
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2.1.11

Material

Elektrophorese

10x Blue Juice Gel Loading Buffer
100bp DNA Ladder
GeneRuler 1kb DNA Ladder

Prestained Protein Ladder

2.1.12
Material
AffiniPure Goat Anti-Human IgG
Rabbit Antigoat IgG HRP

Antikorper

Anti M13 HRP monoclonal

2.1.13

Material

Zellkulturflaschen, steril
Agarschalen

UV-Kuvetten

Einmalkuvetten

PolyPrep Chromatographie Saulen
96-well Immulon Platten

96-well Platten, steril
Kunststoffrohrchen Falcon (15 ml)
Kunststoffrohrchen Falcon (50 ml)
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2ml)
Pipetten

Pipettenspitzen mit Filter, steril
Glasperlen

Transfer Membran

Amersham Hybond-P

Amersham Hyperfilm ECL
Whatmanpapier

Hersteller

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon-Rot

Fermentas, St. Leon-Rot

Hersteller

Jackson ImmunoResearch, Suffolk (UK)

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz (USA)
Fitzgerald, North Acton (USA)

Plastikwaren/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Greiner, Nirtingen

Greiner, Nirtingen

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Bio-Rad, Minchen

Thermo Scientific, Langenselbold
Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Becton-Dickinson (BD), Heidelberg
Sarstedt, Nurnbrecht

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nurnbrecht

Roth, Karlsruhe

GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
GE Healthcare, Miinchen
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2.1.14 Puffer und Stammldésungen

Bakterienkulturen

Luria Broth (LB) - Medium (1 L) 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeastextrakt,

LB-lowsalt-Medium (0,5 L)

SOC-Medium

Supplement

Terrific Broth (TB) -Medium
PEG/NaCl (0,5 L)

Elektrophorese und Western Blot

10 g NaCl, pH 7,0

2,5 g Bacto Yeastextrakt, 2,59 NaCl, 5 g Bacto
Tryptone

10 g Bacto Tryptone, 2,5 g Bacto Yeastex-
trakt, 250 mg NacCl, 1,25 ml 1M KCI, mit 20%
NaOH pH 7,0 einstellen, 10 ml 1 M Glucose
11,55 g KH,POy4, 82,14 g K,HPO,

23,5 g Terrific Broth, 2 ml Glycerin 99,5%

100 g PEG, 116,9 g NaCl

Tris Acetat EDTA (TAE) (0,5L) 121 g Tris, 50 ml 0,5M EDTA pH 8,0, 28,55 ml

Eisessig

Natriumdodecylsulfat (SDS) (1L) 100 g Natriumdodecylsulfatkristalle, pH 7,2

5 x Laemmli Puffer (10 ml)

Running Buffer

Transfer Buffer (10x)

Tris Buffered Saline (TBS)

Coomassie-Blau-Farbung

Coomassie-Blau-L6sung

Coomassie-Blau-

Entfarbel6sung

Antikdrperaufreinigung
PBS (10xPBS)

1650 pl 1 M Tris pH 6,8, 3438 ul 10% SDS,
2500 pl Glycin, 0,62 mg Bromphenolblau

30 g Tris base, 144 g Glycin, 100 ml 10%SDS-
Lésung

24,2 g Tris base, 108,1 g Glycin

6,5 g Tris (50 mM), 8,76 g NaCl (150 mM), pH
7,5

2,5 g Coomassie Brilliant Blau, 450m|

Methanol, 100ml Essigsaure, 450ml dH,O

450ml Methanol, 100ml Essigsaure, 450ml
dH,0O

80 g NaCl, 2 g KCI, 7,6 g Na;HPOy4, 2 g
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KHyPOy4, pH 7,4

PBS high salt (1 L) 100 ml PBS (10x), 50,53 g NaCl

2.1.15 Gerate

Material

Eppendorf Zentrifugen
Eppendorf Kiihlzentrifuge
Eppendorf Mastercycler

NanoDrop Spectrophotometer
Elektorphoreseapparatur + Zubehdor

Schittler

Brutschrank Kelvitron t
Brutschrank HERA cell 240
Zellkulturbank Hera safe
Photometer Ultrospec 2000
Elisa-Reader

Light Cycler

Entwickler Crurix 60

2.1.16 Sonstiges

Material

Phagenpeptidbank X;»

Hersteller

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Peglab, Erlangen

Bio-Rad, Miinchen

New Brunswick Scientific, Edison (USA)
Heraeus Instruments, Hanau
Thermo Scientific, Langenselbold
Thermo Scientific, Langenselbold
GE Healthcare, Minchen
Dynex-Technologies, Virginia(USA)
Roche, Mannheim

AGFA, KoélIn

Hersteller

New England Biolabs, Frankfurt /Main

Phagenpeptidbanken X;g und X5 Arbeitsgruppe Trepel, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf
pBUDopti human Vektor Arbeitsgruppe Spillner, Universitat Ham-

burg

2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische/ Mikrobiologische Methoden

2.2.1.1 Isolierung von Ribonukleinsauren aus Gewebeproben

Die Extraktion der Ribonukleinsduren (RNAs) aus Lymphknotengewebe erfolgte
fur die in Tabelle 1 aufgefuihrten Proben #G3 und #G5 unter Verwendung und
nach Anleitung des RNA-Extraktion-Kits von Qiagen. Durch Zugabe von dem,

im Kit enthaltenen RLT-Puffer, versetzt mit beta-Mercaptoethanol, wurden
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RNAsen denaturiert und inaktiviert. Mit Hilfe von gestopften Pipetten und einer
sterilen Nadel wurde das Gewebe homogenisiert und Gber Qia-Shredder-Tubes
zentrifugiert. Durch Uberfuihren der im Filtrat enthaltenen RNA in ein RNA easy
spin tube und mehrmaliges Waschen wurde die RNA in 20 pl RNAsefreiem

Wasser eluiert.

2.2.1.2 Konzentrationsmessung von Nukleinsauren am Spektrophotome-
ter Nanodrop

Die Konzentrationen von Nukleinsauren lieRen sich mit Hilfe der optischen

Dichte (OD) bestimmen. Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 260 nm.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration am Nanodrop (Einstellung ,RNA-409)

diente zur Berechnung der bendtigten Menge an RNA fir die complementary

DNA (cDNA) -Herstellung.

Die Konzentrationen von DNA wurden am Nanodrop-Geréat mit der Einstellung

,DNA-50“ bei 260 nm gemessen.

2.2.1.3 Herstellung von cDNA mit Reverser Transkriptase

Fur weitere Versuche bestand die Notwendigkeit, die einzelstrangige RNA der
im Materialteil aufgefihrten Patientenproben in cDNA zu transkribieren. Dazu
wurde das Omniscript Kit (Qiagen) verwendet. Die enthaltenen Oligo-dT-Primer
binden wahrend der Reaktionszeit an den Poly-A+-Schwanz der RNA und syn-
thetisieren zusammen mit dem Enzym Reverse Transkriptase den komplemen-
taren DNA-Strang zur RNA. Nach Anleitung des Herstellers wurden 2 ug RNA
in einem Gesamtreaktionsvolumen von 20 pl umgeschrieben. Alle Komponen-
ten wurden nach Protokoll zusammengefihrt und 60 Minuten bei 37°C inku-
biert.

2.2.1.4 Alkohol-Fallung der cDNA

Diese Methode wurde zur Entfernung von Salzen aus der Nukleinsdure-L6sung
und zur Konzentration der hergestellten cDNA angewendet. Durch die Zugabe
von 60 pl 96%igem Ethanol, 2 pul 3M Natriumacetatlosung und Inkubation bei -
80 °C fur 30 Minuten fielen die Nukleinsauren aus und lie3en sich anschliel3end
durch Zentrifugieren bei 4 °C (20 Minuten, 13000 rpm) zum Pellet binden. Um
einen hoheren Reinheitsgrad der Nukleinsduren zu erhalten, wurde mit 150 pl

70%igem Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert (4 °C, 5 Minuten, 13000
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rom). Nach Abnahme des Uberstandes konnte das Pellet in 20 pl dH,O resus-

pendiert werden.

2.2.1.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von doppelstrangiger Nukleinsaure wurde die Methode der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) genutzt. Basierend auf drei Schritten liel3
sich mit dieser Methode eine gréRere Menge des Amplifikats herstellen. Neben
dem Template wurde eine thermostabile DNA-Polymerase, Desoxyribonukleo-
sidtriphosphate (dNTPs) und Primer verwendet. Die Denaturierung der DNA
erfolgte bei einer Temperatur von 95 °C. Fir das Annealing der Primer wurden
verschiedene Temperaturen verwendet, die bei den einzelnen Varianten der
PCR aufgefuhrt wurden. Das Temperaturoptimum fir die Zweitstrangsynthese
lag bei 72 °C. Die Zyklusanzahl variierte zwischen 34 und 40 Zyklen.

Im Rahmen dieser Arbeit fanden verschiedene Variationen der PCR ihre Ver-

wendung, die im Folgenden néher erlautert werden:

PCR mit familienspezifischen Primern

Mit dieser Variante der PCR erfolgte die Amplifikation von Immunglobulin-
codierenden Bereichen der hergestellten cDNA, um in weiteren Versuchen den
Tumorbildenden Klon zu identifizieren und in einen geeigneten Vektor zu klonie-
ren. Dafiur wurden Primer verwendet, die spezifisch an der Leadersequenz ei-
ner bestimmten Familiengruppe der variablen Region binden. Ein antisense-
Primer fur die jeweilige Immunglobulinkette (kappa, lambda und schwere Kette
K) hatte seine Bindung im konstanten Bereich, der unabhangig von der Familie
der variablen Region einer Immunglobulinkette war.

Der Reaktionsansatz war wie folgt:

GoTaq Puffer 10x 10 pl

Primer sense 1l 10pMol
Primer antisense 1l 10pMol
dNTPs (10mM) 1u

GoTaq Polymerase 0,25 ul

dH,O 35,75 ul

cDNA (1:3 verdunnt) 1ul
Gesamtvolumen 50 ul
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Der Mastercycler wurde wie folgt programmiert:

95 °C 2 min

95 °C 1 min

55°C 1 min 34 Zyklen
72 °C 1 min

72 °C 10 min

4°C hold

Im Rahmen dieser Methode wurden die in Tabelle 2 gelisteten Primer verwen-

det.

Tabelle 2: Primer fur die PCR mit familienspezifischen Primern

Primer |Orientierung Sequenz * far Amplifikation von [Familie **
1 reverse 5-CTC TCA GGA CTG ATG GGAAGCC schwerer Kette IgM cu
2 reverse 5°- CAG AGG AGG GTG GGA ACA G leichter Kette lambda ¢ lambda
3 reverse 5°- GCT CAT CAG ATG GCG GGA AG leichter Kette kappa ¢ kappa
4 forward 5- CAG TCT GTG yTG ACk CAG leichter Kette lambda VL 1
5 forward 5°- CAG TCT GCC CTG ACT CAG leichter Kette lambda VL 2
6 forward 5°- TCC TAT GwG CTG ACw CAG leichter Kette lambda VL 3
7 forward 5- CwG CyT GTG CTG ACT CA leichter Kette lambda VL 4
8 forward 5°- CAG sCT GTG CTG ACT CAG leichter Kette lambda VL 5
9 forward 5- AAT TTT ATG CTG ACT CAG leichter Kette lambda VL 6
10 forward 5- CAG rCT GTG GTG ACy CAG leichter Kette lambda VL7+8
11 forward 5- CAG CCT GTG CTG ACT CAG leichter Kette lambda VL9
12 forward 5- CAG GCA GGG CTG ACT CAG leichter Kette lambda VL 10
13 forward 5°- GCT CAG CTC CTG GGr CT leichter Kette kappa VK1
14 forward 5- GGG CTG CTAATG CTC TGG leichter Kette kappa VK 2
15 forward 5-TCTTC CTC CTG CTACTC TGG leichter Kette kappa VK 3
16 forward 5-Ts Cty TGG ATCTCT G leichter Kette kappa VK4 +5
17 forward 5-CTC TGG GTT CCA GCC TCC leichter Kette kappa VK 6
18 forward 5- CAG GTk CAG CTG GTG CAG schwerer Kette IgM VH 1
19 forward 5- CAG GTC CAG CTT GTG CAG schwerer Kette IgM VH 1
20 forward 5-sAG GTC CAG CTG GTA CAG schwerer Kette IgM VH 1
21 forward 5'- CAr ATG CAG CTG GTG CAG schwerer Kette IgM VH 1
22 forward 5- CAG ATC ACC TTG AAG GAG schwerer Kette IgM VH 2
23 forward 5- CAG GTC ACC TTG ArG GAG schwerer Kette IgM VH 2
24 forward 5- GAr GTG CAG CTG GTG GAG schwerer Kette IgM VH 3
25 forward 5- CAG GTG CAG CTG GTG GAG schwerer Kette IgM VH 3
26 forward 5- GAG GTG CAG CTG TTG GAG schwerer Kette IgM VH 3
27 forward 5- GAG sTG CAG CTG CAG GAG schwerer Kette IgM VH 4
28 forward 5- CAG GTG CAG CTA CAG CAG schwerer Kette IgM VH 4
29 forward 5- GAr GTG CAG CTG GTG CAG schwerer Kette IgM VH 5
30 forward 5- CAG GTA CAG CTG CAG CAG schwerer Kette IgM VH 6
31 forward 5- CAG GTs CAG CTG GTG CAA schwerer Kette IgM VH 7

* Sequenzen im Triplettcode dargestellt. Mégliche Basen an degenerierten Positionen
sind wie folgt: k=G, T; s=G,C; w=A,T; r=A,G; y=C,T
** VK = leichte Kette kappa, VL = leichte Kette lambda, VH = schwere Kette, ¢ = konstanter Bereich

Einfigen von Restriktionsenzym-Schnittstellen zur Klonierung:

Die Vorbereitung fir die Klonierung der variablen Region der leichten und

schweren Kette eines Immunglobulins in den pBUDopti human Vektor erfolgte

mittels der im Folgenden geschilderten PCR. Es bestand die Notwendigkeit,
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Schnittstellen fur bestimmte Restriktionsenzyme in die Immunglobulinsequenz
vor und hinter der variablen Region einzufigen, um definierte Sequenzen bzw.
Schnittstellen an beiden Enden zu erhalten. Dafur wurden fur jede Kette Primer
designed, die die benétigten Schnittstellen enthalten.

Als Polymerase diente die Pfu-Polymerase. Die Sequenzen der Proben #4 und
#5 enthielten eine der bendtigten Schnittstellen in einem anderen Bereich der
Immunglobulinsequenz. Daher musste hier Uber die Verwendung entsprechen-
der Primer eine zusatzliche Schnittstelle eingefiigt und die Polymerase Phusion
verwendet werden.

Es wurden die in Tabelle 3 gelisteten Primer bendtigt.

Tabelle 3: Primer fir die Einfiigung von Schnittstellen

Primer |Orientierung Sequenz * Fir Klonierung von

32 forward 5-GAT CATTT | AAATGT GTC CAG TGT CAG GTG CAG CTG GTG CAG Probe #2 schwere Kette p

33 reverse 5°-GAT CC | T CGA GAC GGT GAC CAG GGTTCCC Probe #2 und #8 schwere Kette p

34 forward 5 -GATGC CTG CA | G GGT GCC AGA TGT GAC ATC CAG ATG ACC CAG TC Probe #2 leichte Kette kappa

35 reverse 5°-GAT CGG | CGC GCC CAC AGT TCG TTT GAT CTC CAG Probe #2 und #5 leichte Kette kappa

36 forward 5-GAT CATTT | AAATGT GTC CAG TGT CAG GTG CAG CTA CAG CAG TG Probe #4 schwere Kette p

37 reverse 5°-GAT CC | T CGA GAC GGT GAC CGT GGT CCC Probe #4 schwere Kette p

a8 forward 5°-CTG GGG CTC CTG CTA CTC TGG CTA CCA GGT GCC AGA TGT GAT Probe #4 leichte Kette kappa 1. PCR
ATT GTG ATG ACT CAG TCT TC

39 reverse 5-GAT CGG | CGC GCC CACAGT TCCTTT GAT TTC TAC Probe #4 leichte Kette kappa

0 torward g_l-_(éACTTCG:GC[r'LCgTéCT_ATG GAC ATG AGG GTC CCC GCT CAG CTC CTG GGG Probe #4 leichte Kette kappa 2. PCR

41 forward 5-GAT CATTT | AAATGT GTC CAG TGT GAG GTG CAG CTG TTG GAG TC Probe #5 schwere Kette pt

42 reverse 5°-GAT CC | T CGA GAC GGT GAG CGG GGT TCC Probe #5 schwere Kette g

43 forward 5°-CTG GGG CTC CTG CTA CTC TGG CTA CCA GGT GCC AGA TGT GAT Probe #5 leichte Kette kappa 1. PCR
ATT GTC ATG ACT CAG TCC C

a4 forward Z{%AJT(éecl‘rTAccGTgCT ATG GAC ATG AGG GTC CCC GCT CAG CTC CTG GGG Probe #5 leichte Kette kappa 2.PCR

45 forward  |5'-GAT CATTT | AAATGT GTC CAG TGT GAA GTG CAG CTG GTG GAG TC Probe #8 schwere Kette pt

46 forward 5-GAT CCT GCA | GGT GCC AGA TGT GAT TAT GTG CTGACT CAGTCAC Probe #8 leichte Kette lambda

47 reverse 5-GAT CGG | CGC GCC CTT GGG CTG ACC TAG GAC G Probe #8 leichte Kette lambda

* die Schnittstelle ist durch einen senkrechten Strich | gekennzeichnet

Quantitative Real-Time-PCR

Da durch die PCR mit familienspezifischen Primern keine Aussage uber die
Anzahl der cDNA-Kopien der jeweiligen leichten Kette lambda oder kappa ge-
troffen werden kann, sollte diese Kopienanzahl mittels quantitativer Real-Time-
PCR bestimmt werden.

Als Standard diente die konstante Region des Vektors pBUD opti human lamb-
da bzw. pBUDopti human kappa, fir die spezielle Primer hergestellt wurden.
Die eingesetzte Menge des Standards betrug in Zehnerschritten verdiinnt 10’
bis 10° Kopien. Die Mengen der zu untersuchenden cDNA-Probe betrugen 0,2
ng, 2 ng und 20 ng. Es wurde je ein Reaktionsansatz fur kappa bzw. lambda
hergestellt. Die Reaktionsbedingungen waren fur beide Ansatze identisch. Nach
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Analyse durch den LightCycler konnte die Kopienanzahl durch Einbeziehungen
der Verdinnungen fur kappa und lambda je Probe ermittelt werden.

Der Master-Mix pro Probe bestand aus:

Primer sense 0,9 ul 10 pMol
Primer antisense 0,9l 10 pMol
MgCl, (2mM) 0,8 ul
SYBR Green | 2 ul
cDNA 2 pl
dH,O 13,4 ul
Gesamtvolumen 20 pl
Die Reaktionsbedingungen fur den LightCycler waren wie folgt:
95 °C 10 min
95 °C 10s
60 °C 15s 40 Zyklen
72 °C 10s

Es wurden die in Tabelle 4 gelisteten Primer verwendet.

Tabelle 4: Primer fir die quantitative Real-Time-PCR

Primer |Orientierung Sequenz Verwendung
48 reverse 5- CTG ATG GGT GAC TTC GCA G fur konstanten Bereich leichte Kette kappa
49 forward 5- GAG CAG GAC AGC AAG GAC A fuir konstanten Bereich leichte Kette kappa
50 forward 5°- CTG AGG AGC TTC AAG CCA AC fur konstanten Bereich leichte Kette lambda
51 reverse 5°- CTT GAC GGG GCT GCTATC T fur konstanten Bereich leichte Kette lambda

2.2.1.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Detektion der entstandenen PCR-Produkte und Bestimmung ihrer Gré3e im
Rahmen der PCR mit familienspezifischen Primern, der PCR zum Einfligen von
Schnittstellen sowie der Klonierung in pBUD-Vektor, wurden diese in einem
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit Ethidiumbromid unter UV-
Licht sichtbar gemacht.

3 g Agarose wurden mit 300 ml 1XTAE-Puffer gemischt, im Mikrowellenofen
aufgekocht und mit 3-5 pl Ethidiumbromid versetzt. Es wurden 5 pl 1kb DNA-
Ladder (Fermentas) als Marker und die mit je 2-5 ul 10x Blue Juice versetzten
Proben aufgetragen. Die angelegte Spannung betrug 90-100 V fir 30 Minuten.
Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Gel auf einem UV-Tisch
fotografiert und die gewiinschten Banden ausgeschnitten.
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2.2.1.7 Aufreinigung von DNA mittels Gel-Extraktion-Kit

Die Aufreinigung der DNA aus dem Agarosegel fur weitere Versuche erfolgte
mit dem Gel-Extraktion-Kit von Qiagen nach Protokoll des Herstellers mit an-
schlieBender Elution in 30 pl EB-Puffer. Des Weiteren wurde im Rahmen der
Klonierung (Kapitel 2.2.1.9) der verdaute pBUDopti human Vektor nach Herstel-
lerprotokoll aufgereinigt, allerdings in 30 pl dH,O eluiert.

2.2.1.8 Klonierung in PJET-Vektor

Die mittels familienspezifischer Primer amplifizierte Immunglobulin-cDNA wurde
im Folgenden fur die Tumorklonidentifikation und Sequenzierung in den pJET-
Vektor von Fermentas mit Hilfe des PCR cloning set CloneJet kloniert. Dabei
wurden die beiden Enden des PCR-Produktes gerade geschnitten, als so ge-
nannte blunt-ends und mit Hilfe der T4 DNA Ligase in den Vektor eingeftigt. Im

Anschluss erfolgte die Transformation (s. 2.2.1.12).

2.2.1.9 Restriktionsverdau des pBUDopti human Vektor sowie der
leichten und schweren Immunglobulinkettengene

Im Rahmen der PCR zum Einfligen von Schnittstellten entstandene PCR-
Produkte sowie der bendétigte Vektor pBUDopti human kappa bzw. lambda
mussten mit Hilfe von Restriktionsenzymen vor der Klonierung geschnitten wer-
den. Dazu wurden zuerst der Klon fur die leichte Kette (in 30 ul Endvolumen)
sowie 1 ug Vektor (in 20 yl Endvolumen) mit den Enzymen Asc |, Sbf | und dem
Puffer NEB 4 vier Stunden bei 37 °C verdaut. Anschliel3end erfolgte die Aufrei-
nigung des Vektors mittels 1%igem Agarosegel und Gel-Extraktion-Kit (s.
2.2.1.7) und die Aufreinigung der leichten Kette mittels PCR-Purifikation-Kit. (s.
2.2.1.10)

Im Folgenden ist ein Reaktionsansatz dargestellt:

pBUDopti kK / A leichte Kette
DNA (~ 1u9) 3 ul 15yl
NEB 4 Puffer (10x) 2 pl 3ul
Sbf | 0,5 ul 0,75 ul
Asc | 0,5 ul 0,75 ul
dH,0 14 pl 10,5 pl
Gesamtvolumen 20 pl 30 ul
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Abweichend davon erfolgte der Verdau des Vektors und der leichten Kette fur
die Proben #4 und #5 auf Grund anderer Schnittstellen und daraus resultieren-
der Inkompatibilitat der Puffer flr die bendtigten Enzyme, wie folgt: Im ersten
Verdauungsschritt wurde das Enzym Asc | mit Puffer NEB 4 verwendet und die
Gemische vier Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die beschrie-
bene Aufreinigung von Vektor und leichter Kette. Im zweiten Schritt erfolgte der
Verdau mit Sal I, dem Puffer NEB 3 und BSA (10x) fur vier Stunden bei 37 °C.
Die Aufreinigungen waren wieder identisch zum Vorgehen bei den tbrigen Pro-
ben.

Nach der unter Kapitel 2.2.1.11 beschriebenen Ligation der leichten Kette mit
dem Vektor und Kontrolle des Inserts wurden 1 pg dieses Vektors sowie 15 pl
des Klons fur die schwere Kette mit den Restriktionsenzymen Swa | / Xho I,
Puffer NEB 3 und BSA (10x) verdaut. Nach zwei Stunden Inkubation bei 25 °C
wurde das zweite Enzym Xho | zugegeben und zwei Stunden bei 37 °C inku-
biert. Die Aufreinigung fur Vektor und schwere Kette war identisch zu der obi-
gen.

Beispielhaft wird hier ein Reaktionsansatz fur die schwere Kette dargestellt:

pBUDopti mit leichter Kette schwere Kette

DNA (~ 1ug) 3,3 ul 15 ul

NEB 3 Puffer (10x) 2 pl 3ul

BSA 10x 2 pl 3ul

Swa | (Smi l) 0,5l 0,75 ul

Wasser | __________ T N I 25
Xho | 0,5 ul 0,75 ul nach 2Std.
Endvolumen 20 ul 30 ul

2.2.1.10 Aufreinigung von DNA mittels PCR-Purifikation-Kit

Nach erfolgtem Verdau der leichten bzw. schweren Kette im Rahmen der Klo-
nierung in den pBUDopti human Vektor wurden diese Produkte mit dem QIA-
guick-PCR-Purifikation-Kit von Qiagen nach Protokoll aufgereinigt und in 30 pl
dH,O eluiert. Dieser Schritt diente zu Entfernung von Puffern, Restriktionsen-

zymen und nicht bendtigten verdauten Abschnitten des PCR-Produktes.
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22111 Ligation des pBUDopti human Vektors mit leichter und
schwerer Immunglobulinkette

Mit dieser Methode wurde das aufgereinigte, geschnittene Insert (leichte bzw.
schwere Kette) in den aufgereinigten, geschnittenen Vektor eingefligt und mit
Hilfe einer Ligase verbunden. Zur Kontrolle erfolgte sowohl eine Ligationsreak-
tion mit, als auch ohne Insert. Verwendet wurde die T4 Ligase mit passendem
T4 10x Puffer in einem Endvolumen von 10 pl. Es wurden je 1 ul Vektor und 5
ul Insert verwendet und das Gemisch fur 90 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert.

2.2.1.12 Transformation in XL1-Blue-Bakterien

Zur Vermehrung der entstandenen Plasmide im Rahmen der Klonierung in
pJET-Vektor, als auch in den pBUDopti human Vektor, wurden diese in hitze-
schockkompetente XL1-Blue-Bakterien transformiert und auf Agarplatten aus-
plattiert.

2,5 ul des ligierten Plasmides und 25 ul der Bakterien wurden vermischt und 20
Minuten auf Eis inkubiert. Danach erfolgte die Erwarmung fur 45 sec. bei 42 °C
im Wasserbad mit anschlie3ender Abkihlung fir 2 Minuten auf Eis. Fur die
Transformation mit dem pJET-Vektor wurden dann 150 pl SOC-Medium und fur
die Transformation mit dem pBUDopti human-Vektor 150 pl LB-lowsalt Medium
hinzugefligt und eine Stunde bei 37 °C geschdttelt.

Die Ausplattierung erfolgte auf LB-Ampicillin-Agarplatten mit Zugabe von 100 ml
IPTG (50 pg/ml) fur den pJET-Vektor und auf LB-Zeocin Platten fur den pBUD

opti human Vektor. Die Kolonien konnten Gber Nacht im Brutschrank wachsen.

2.2.1.13 Praparation von Plasmid-DNA (Minipraparation)

Fur die Praparation von Plasmid-DNA (im pJET-Vektor) wurde tber Nacht in 3
ml LB-Medium mit Ampicillin (100 mg/ml) je eine Kolonie angeimpft und bei 37
°C kultiviert. Fur die Praparation von Plasmid-DNA im pBUDopti human Vektor
erfolgte die Kultivierung je Kolonie in 3 ml LB-lowsalt mit Zeocin (1:2000) tber
Nacht bei 37 °C. Am nachsten Tag wurden die Bakterien durch Zentrifugation (5
Min, 13000rpm) pelletiert und der Uberstand verworfen. Beide Varianten wur-
den mit Hilfe des peqGOLD-Plasmid-Mini-Kit von Peqglab nach Anleitung der
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Herstellers mit anschlielBender Elution in 30 pl EB-Puffer oder dH,O weiter be-
arbeitet.

2.2.1.14 Restriktionsverdau der Plasmid-DNA und Colony-PCR
Zur Kontrolle der Richtigkeit des Inserts in den Plasmiden mittels Sequenzie-
rung wurden diese vorab durch Restriktionsverdau oder Colony-PCR auf
enthaltene Inserts getestet. Im Rahmen der Verwendung des pBUDopti human
Vektors erfolgte die Kontrolle mittels Colony-PCR. Diese PCR entsprach der
unter 2.2.1.5 beschriebenen Methode. Es wurden die Tag-Polymerase und die
in Tabelle 3 gelisteten Primer verwendet. Die Amplifikate wurden anschlie3end
mittels Agarose-Gelelektrophorese auf ihre Basenpaar-Lange gepruft.
Im Folgenden sind ein Reaktionsansatz fir eine Reaktion und die Programmie-
rung fur den Mastercycler dargestellt:

Tag-Puffer 10x 2 ul

Primer sense 0,4 pl 10pMol

Primer antisense 0,4 ul 10pMol

dNTPs (10mM) 0,8 ul
Taqg Polymerase 0,2 ul

DNA 10 pl
dH,O 6,2 pl
Gesamtvolumen 20 pl
95°C 2min
95°C 1min
60 °C 1 min 34 Zyklen
72°C  1min
72 °C 10 min
4°C hold

Im Rahmen der Verwendung des pJET-Vektors erfolgte anfanglich die Kontrolle
eines enthaltenden Inserts mittels Restriktionsverdau. Hierzu wurden die beiden
Restriktionsenzyme Not | und Xba |, der Puffer NEB 3, BSA (10x) und die DNA
aus der Minipraparation verwendet und der Ansatz bei 37 °C 2 Stunden inku-
biert. In einer anschlieenden Agarose-Gelelektrophorese wurden die verdau-
ten Produkte auf inre Basenpaar-L&nge untersucht.

Der Ansatz fur den Verdau lautete wie folgt:
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NEB 3 (10x) 2 ul
BSA (10x) 2 ul
Not | 1l
Xba | 1l
dH,O 4 ul
DNA 10 ul

Gesamtvolume 20 pl

Da dieser Verdau nicht immer erfolgreich war, erfolgte fur einige Proben die
Kontrolle mittels Colony-PCR. Abweichend zu der oben beschriebenen Variante
wurden hier die Primer pJET forward und reverse (enthalten im PCR Cloning

Set Clone-Jet) sowie zuséatzlich MgCl, verwendet.

2.2.1.15 Sequenzierungs-PCR und alkoholische Fallung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte beim Sequenzierservice des Universitats-
klinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) sowie bei der Firma Seqglab.

Fir die Sequenzierung am UKE erfolgte vorab eine PCR mit je 2 ul BigDye
Reagenz und Puffer und 1 pl Pjet-Primer Forward (oder Reverse) und ca. 200-
500 ng DNA (Plasmid). Im Anschluss wurde die DNA mit 80 pl dH,O, 10 ul 3M
Natriumacetat und 300 pl Ethanol (96%ig) bei 4 °C (30 min, 13000 rpm) gefallt
und mit 100 pl Ethanol (70%ig) gewaschen und erneut zentrifugiert (4 °C, 10
min, 13000 rpm). Das entstandene Pellet wurde bei 37 °C getrocknet.

Fur den Sequenzierungsauftrag bei Seqlab wurden 600-700 ng Plasmid und 10
pMol Primer in einem Reaktionsvolumen von 7 ul verschickt.

Beispielhaft ist hier ein Reaktionsansatz fur eine Reaktion dargestellt:

Big Dye Reagenz 2 ul

Big Dye Puffer 2 ul

Primer sense oder antisense 1 pul  10pMol
DNA Xyl 200-500ng
dH,O X pl
Gesamtvolumen 10 pl

Der Mastercycler wurde wie folgt programmiert:
96 °C 90 sec
96 °C 20 sec
53 °C 15 sec 29 Zyklen
60 °C 4 min
4°C hold
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2.2.1.16 Phagenselektion

Die Selektionen wurden mit drei verschiedenen Phagenpeptidbanken (Xis, X7
und Xj») durchgefuhrt, die sich durch die Anzahl (18, 7 oder 12) der randomi-
sierten Aminosauren (X) unterschieden. Diese Aminosauren wurden von den
Phagen an der Oberflache prasentiert und dienten der Identifikation von Epito-
pen, die spezifisch an die hergestellten B-Zell-Rezeptoren binden.

Durchgefiihrt wurden die Selektionen auf 96-Well Platten.

Fur die erste Selektionsrunde wurde ein Well mit 10 pug des zu untersuchenden
Antikorpers und PBS in einem Endvolumen von 100 pl beschichtet und tber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Folgenden wurde das Well fur eine Stunde mit 3%
BSA/PBS blockiert und im Anschluss einmal mit PBS gewaschen. Danach er-
folgte die Inkubation mit 2x10° ,transduzierenden Einheiten* (transducing units,
TU) der Phagenpeptidbank in PBS auf dem Antikorper fur zwei Stunden. Zur
gleichen Zeit wurde eine K91-Bakterienldsung in TB-Medium mit 10% Supple-
ment und Kanamycin (200 pg/ml) bei 37 °C im Schiittler bis zu einer Dichte ei-
ner 1:10 Verdinnung von ODgponm 0,16 — 0,21 inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurde das Well viermal mit PBS/0,1% BSA/0,01%
Tween 20, sowie einmal mit PBS gewaschen. Anschlie3end wurden 200 pul der
Bakterienlosung ins Well gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Bakterien wurden in diesem Schritt durch die nach den Waschschrit-
ten noch am Antikdrper gebundenen Phagen infiziert. In einem Reaktionsgefal?
wurden 10 ml LB-Medium mit Tetrazyklin (40ug/ml) bereit gestellt und das Bak-
teriophagengemisch aus dem Well hinzugegeben. 20 ul wurden in 1:10, 1:100
und 1:1000 Verdunnungen ausplattiert. Die Anzahl der Kolonien am né&chsten
Tag lief3 Ruckschlisse auf die Menge der an den Antikérper gebundenen Pha-
gen ziehen und wurde als ,Runden-Output® bezeichnet. Das verbleibende Bak-
teriophagengemisch wurde tber Nacht bei 37 °C geschdttelt.

Am folgenden Tag konnten hieraus die Phagen prazipitiert werden. Dazu wur-
den diese bei 4 °C und 8000 rpm fir 15 Minuten zentrifugiert und anschlie3end
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR mit 15% PEG/NaCl uberfiihrt. Die
Fallung der Phagen erfolgte fir mindestens eine Stunde auf Eis. Nach erneuter
Zentrifugation bei 4 °C, 8000 rpm fur 20 Minuten befanden sich die Phagen im
entstandenen Pellet, sodass der Uberstand entfernt werden konnte und durch
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weitere Zentrifugation fir 5 Minuten auch das restlichen PEG/NaCl entfernt
wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in 200 pl TBS vor-
sichtig geschuttelt, bis sich dieses loste. Die Lésung wurde in ein Eppendorf
Tube Uberfuhrt, 10 Minuten bei Raumtemperatur und 14000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand aufgehoben. Dieser diente fiir die nachfolgende Selektions-
runde als Phagenpeptidbank.

Fur die anschlieBenden zwei bis drei Selektionsrunden ergaben sich folgende
Anderungen: Die aus der ersten Runde entstandene Phagenpeptidbank wurde
in zwei Wells auf einem humanen polyklonalen Immunglobulin G (IgG, Intratect)
negativ vorselektiert. Dadurch lie3en sich unspezifische Bindungen der verblei-
benden Phagen aul3erhalb der Paratopregion des Antikbrpers minimieren. Im
Anschluss wurde die Phagenlosung auf ein Well mit dem Antikérper und ein
Well mit dem humanen polyklonalen Immunglobulin G, welches als Negativ-
kontrolle galt, gleichmafiig verteilt. Anhand der Kolonienzahl der Verdinnungs-
reihen am folgenden Tag konnte eine Aussage zur Bindungsstarke der jeweili-
gen Phagenpeptidbank im Verhaltnis zur Kontrolle getroffen werden. Im Idealfall
zeigte sich im Verlauf der einzelnen Runden eine Zunahme der Bindung am
Antikorper im Vergleich zur Bindung an die Kontrolle.

Des Weiteren erfolgte in den weiteren Selektionsrunden eine Zunahme der
Waschvorgange, sodass in der zweiten Runde acht Mal, in der dritten und vier-
ten Runde 12 Mal gewaschen wurde. Dadurch ergab sich eine zunehmende
Stringenz von Runde zu Runde, sodass starker bindende Phagen am Antikor-
per einen Selektionsvorteil gegenuber schwacher bindenden Phagen bekamen.
Die Verwendung der Phagenpeptidbank X;2 von NEB unterschied sich zu der
vorangegangen Beschreibung in wenigen Punkten. Anstelle der Inkubation mit
2x10° TU wurden 4x10* TU verwendet. Des Weiteren wurden K12-Bakterien in
LB-Medium, versetzt mit Tetrazyklin, verwendet. Die benétigte Dichte (ODgoonm)
betrug hierbei unverdinnt 0,5. Nach den beschriebenen Waschschritten wurden
die Phagen in 100 ul Glycin 0,2 M pH 2,2 eluiert und mit 15 pl Tris-HCL pH 9,1
neutralisiert. AnschlieRend wurden 200 pl Bakterien mit 1 pl dieses Eluates infi-
ziert und in den oben beschriebenen Verdinnungen ausplattiert. Uber Nacht

wurde eine K12-Kultur wachsen gelassen. Am nachsten Tag wurde diese 1:100

35



2 Material und Methoden

verdinnt, mit den restlichen Phagen infiziert und bei 37 °C fur vier Stunden ge-
schittelt. Die anschlieBende Fallung erfolgte wie oben beschrieben.

2.2.1.17 Titration der Phagen

Fur eine erneute Selektionsrunde wurde der Phagengehalt einer Losung bzw.
der Titer der amplifizierten Phagen bestimmt, um die benotigte Menge der ein-
zusetzenden Phagen berechnen zu kdnnen. Hierzu wurden aus der geféllten
Phagenlosung eine Verdinnungsreihe mit 1 pl der Lésung hergestellt und die
Verdiinnungen 10 bis 10° mit den entsprechenden Bakterien versetzt. Nach
30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Ausplattierung von 100
pl je Verdinnung auf den entsprechenden Agar-Platten und Wachstum der Ko-
lonien Uber Nacht bei 37 °C im Brutschrank.

Das Auszahlen der Kolonien je Platte und Verdinnung erfolgte am nachsten
Tag mit anschlieBender Berechnung des Titers der Phagen in transduzierenden
Einheiten.

2.2.1.18 Einzelklonpréaparation von Phagen

Zur Identifikation der gebundenen Phagen nach erfolgreicher Selektion mussten
diese in Form von Einzelklonen préapariert werden. Hierzu wurden von den
Agarplatten aus der dritten oder vierten Selektionsrunde einzelne Kolonien mit
einer Pipettenspitze gepickt und in je 10 ml LB-Medium mit Tetrazyklin und Ka-
namycin Uberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte Uber Nacht im Schuttler bei 37 °C.
Am darauf folgenden Tag erfolgte die Fallung und Titration wie oben beschrie-
ben. Abweichend dazu wurden jedoch die Pellets nach dem ersten Zentrifuga-
tionsschritt bei -20 °C aufbewahrt. Nach positivem Phagen-Bindungs-ELISA
konnte aus diesen Pellets die Phagen-DNA mittels Minipraparation extrahiert

und sequenziert werden.

2.2.1.19 Phagen-Bindungs-ELISA

Im Rahmen eines ELISAs konnte die spezifische Bindung der einzelnen Pha-
gen zu ihrem Antikorper im Vergleich zur Negativkontrolle 1gG getestet werden.
Nur spezifisch bindende Phagen sollten danach sequenziert werden.

Auf einer ELISA-Platte wurden je Einzelklon 2 pug Antikérper und 2 pg Negativ-
kontrolle 1gG (Intratect) in 100 ul Gber Nacht bei 4 °C gecoatet.
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Jedes Well wurde mit PBS/ 3%BSA fiur eine Stunde geblockt und im Anschluss
daran mit 1x10® TU des zu Uberpriifenden Phagen fiir eine Stunde inkubiert.
Nach funfmaligem Waschen mit PBS/0,5% BSA /0,01% Tween 20 wurde der
HRP-gekoppelte Detektionsantikérper anti M13 hinzu gegeben und eine Stunde
inkubiert. Nach erneutem vierfachen Waschen wurde die Entwicklungslésung
ABTS dazugegeben und die 96-Well Platte fur 5-15 Minuten im Dunkeln stehen
gelassen. Nach erfolgtem Farbumschlag konnte dieser mittels Messung bei

OD4osnm quantifiziert werden.

2.2.2 Zellkultur

2.2.2.1 Zellkultur

293T-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FCS und 1% Penicil-
lin/Streptomycin (P/S) kultiviert. Die Splittung 1:10 durch Ablésung mit 1x Tryp-
sin erfolgte zweimal wochentlich. Transfizierte 293T-Zellen wurden nach Durch-
fuhrung des Selektionsdrucks (Kapitel 2.2.2.3) in DMEM-Medium mit 10% FCS,
1% P/S und Zeocin (1:1000) kultiviert und einmal wochentlich 1:3 gesplittet.

Alle Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO, in wasserdampfgesattigter Atmos-
phare im Brutschrank kultiviert.

2.2.2.2 Zellzahlung und Ausbringung von Zellen

Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. 10 ul der
Zellsuspension wurden mit 90 pl Tryptophanblau 1:2 durchmischt. Wiederum 10
pl des Gemisches wurden auf die Z&hlkammer aufgetragen und unter dem Mi-
kroskop alle vier Quadranten, bestehend aus je 16 Feldern, ausgezahlt. Der
Mittelwert, multipliziert mit 10° ergab die Zellzahl/ml. Firr die nachfolgende

Transfektionen wurden pro Well einer 6 Well-Platte 6x10° Zellen verwendet.

2.2.2.3 Transfektion

Die Transfektion von 293T-Zellen mit dem gewtnschten Plasmid erfolgte mit
dem Polyfect-Transfection-Reagenz von Qiagen. Pro Transfektion wurden 1,5
pg Plasmid-DNA, 100 pl zusatzfreies DMEM und 10 pl PolyFect gemischt 5-10
Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Nach Zugabe von 600 pl
DMEM/FCS/P/S wurde die Lésung auf den 293T Zellen vom Vortag (Kapitel
2.2.2.2), nach vorherigem Mediumwechsel trépfchenweise verteilt.
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Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen nach Abnahme des Mediums mit
Zeocin-haltigem Medium (1:1000) unter Selektionsdruck gesetzt. Der Uberstand
des gewechselten Mediums wurde nach Zentrifugation (5 Minuten, 4000 rpm)
bei 4 °C aufbewabhrt.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Mittels dieser Methode lassen sich Proteine ihrer Gro3e nach auftrennen und in
weiteren Schritten genauer untersuchen. Im Folgenden wurden immer 10%ige
SDS-Gele verwendet. Fur das Trenngel wurden dH,O, 10% SDS, 30% Acryl-
amid, 1,5 M Tris pH 8,8, 10% APS und Temed gemischt und in die daftr vorge-
sehene Apparatur gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nachdem das
Gel auspolymerisiert war, konnte das Isopropanol entfernt werden, das Sam-
melgel dartiber gegossen und der Kamm eingesetzt werden. Abweichend zum
Trenngel wurde beim Sammelgel anstelle des 1,5 M Tris pH 8,8 Puffer ein 1,5
M Tris pH 6,8 Puffer verwendet.

Die verwendeten Proben wurden mit reduzierendem 5x LAmmli-Puffer versetzt
und fir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert. Verwendeter Puffer in der Elektropho-
rese-Apparatur war der 1x Running Puffer und als Marker diente der Prestained

Protein Ladder von Fermentas.

2.2.3.2 Western Blot

Zur Uberprifung der Antikorperproduktion in 293T Zellen wurde die Methode
des Western Blots verwendet. Zunachst wurde eine SDS-Gelelektrophorese
wie unter 2.2.3.1 beschrieben durchgefihrt, um im Anschluss die aufgetrennten
Proteine auf eine Membran zu transferieren. Als Proben dienten die Uberstande
aus der Antikoérperproduktion. Die Membran wurde zunéchst kurz in Methanol
eingelegt und dann zusammen mit dem Gel zwischen zwei Whatmannpapieren
und Schwdmmen in die dazugehdrige Apparatur gelegt. Der Transfer (Blot) der
Proteine von dem Gel auf die Membran erfolgte mit Transfer Puffer fir ein bis
zwei Stunden bei 100 V. Die Membran wurde im Anschluss mit TBS gewaschen
und fur eine Stunde mit 5%iger Milchlésung blockiert. Nach Zugabe des ersten
Antikdrpers Goat Anti-Human 1gG in 1%iger Milchlésung in 1:50000 Verdin-

nung wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C kontinuierlich geschittelt. Es
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folgte ein 30 mindtiges Waschen der Membran mit TBS-tween und Zugabe des
zweiten HRP-konjugierten Anti goat IgG Antikorpers in 1%iger Milchlésung in
einer 1:20000 Verdunnung fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Nach erneu-
tem Waschen mit TBS-Tween konnten die Proteine durch die Detektion mit
ECL-LOsung und anschlielender Entwicklung in Form von Banden sichtbar

gemacht werden.

2.2.3.3 Coomassie-Farbung

Mit Hilfe der Coomassie-Blau Farbung konnte die Aufreinigung der Antikoérper
(s. 2.2.3.4) uberpruft und die Konzentration der Antikdrper in den einzelnen
Eluaten verglichen werden.

Wie unter 2.2.3.1 beschrieben, wurde ein SDS-Gel angefertigt und mit den Pro-
ben der Aufreinigung beladen. Nach erfolgreicher Elektrophorese wurde das
Gel fur 30 Minuten in Coomassie-Blau-Ldsung gefarbt und im Anschluss mit der
entsprechenden Entfarbelésung bis zur gewtinschten Sichtbarkeit der Banden

wieder entfarbt.

2.2.3.4 Aufreinigung der Antikoérper tUber Protein-A-Saule

Um die produzierten Antikorper aus 293T Zellen fur weitere Versuche verwen-
den zu kbnnen, mussten diese mittels Saulenchromatographie aufgereinigt
werden.

Hierzu wurde je Antikérper eine Chromatographiesaule mit 1000 ul Protein A
Sepharose befillt und mit dH,O, PBS und PBS hight salt gewaschen. Im An-
schluss daran wurde der unter 2.2.2.3 beschriebene Uberstand auf die Saule
gegeben. Durch die Beschaffenheit der Protein A Sepharose wurde der Anti-
korper aus dem Uberstand gebunden und nicht benétigte Bestandteile durchge-
lassen. Das dreimalige Waschen mit PBS und einmaliges Waschen mit PBS
high salt diente zum Auswaschen weiterer moglicher Verunreinigungen, die sich
noch im Séulenbett befanden. Die Messung der OD bei 280nm mit UV-Kivetten
nach dem Waschvorgang sollte gleich Null betragen, um mdéglichst wenig Ver-
unreinigungen im Sdaulenbett zurtickzulassen. Der Antikdrper wurde im An-

schluss mit Glycin pH 4 eluiert und mit Tris HCI pH 9,1 neutralisiert.
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Zur Kontrolle der erfolgten Aufreinigung mit SDS-Gel und Coomassie - Blau-
Farbung wurden je 10 pl Proben aus dem Durchfluss, dem S&ulenmaterial,
wahrend und nach dem Waschvorgang sowie von sieben Eluaten genommen.
Die Konzentration der Antikdrper wurde im Anschluss am Spektrophotometer
NanoDrop durch Messung der Absorption bei 260 und 280 nm und verwenden
der, fur Proteine gultigen Formel, bestimmt.

Protein (mg/ml) =1,55 x A280 —0,76 x A260
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3 Ergebnisse

3.1 Sequenzierung der B-Zell-Rezeptoren in Lym-
phomgewebeproben

3.1.1 Ubersicht

Zur Produktion von rekombinanten Antikdrpern, die dem B-Zell-Rezeptor eines
follikularen Lymphoms entsprechen, mussen die cDNA-Sequenzen der zugeho-
rigen schweren und leichten Immunglobulinkette des Tumorklons vorhanden
sein. Die hergestellte cDNA wurde mit Immunglobulinfamilien-spezifischen Pri-
mern, wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben, amplifiziert und anschlieRend in den
pJET-Vektor kloniert. Je Kette wurden mehrere Einzelklone sequenziert. Die
gewonnen Sequenzen wurden mit Hilfe der Datenbank ,the international ImMu-
noGeneTics information system* (IMGT, http://imgt.cines.fr), bzw. mit IMGT/V-

QUEST analysiert und der Tumorklon jeweils identifiziert.

3.1.2 Amplifikation von Immunglobulin-DNA

Die Amplifikation erfolgte in drei Reaktionsansatzen fur die schwere Immunglo-
bulinkette p sowie fir die beiden moglichen leichten Immunglobulinketten kappa
und lambda. Nach anschlieRender Gelelektrophorese wurde die optisch am
starksten erscheinende Bande bei einer Lange von 400 bp ausgeschnitten und
aufgereinigt. In Abbildung 2 ist exemplarisch das Ergebnis einer Amplifikation

der leichten Immunglobulinkette dargestellt.

VL1 VL2 VL3 VL4 VLS VL6 VL7+8 VL9 VL10 Kontr.

Abbildung 2: Amplifikate der familienspezifischen PCR fir die leichte Im-
munglobulinkette lambda der Lymphomprobe # 7 nach gelelektrophoreti-
scher Auftrennung.

Die Produkte der durch die familienspezifischen Primer amplifizierten Immun-

globulinfamilien der leichten Immunglobulinkette lambda sind mit der Bezeich-
nung VL 1 — VL 10 beschriftet. Diese entsprechen der in Tabelle 2 bezeichne-
ten Immunglobulinfamilien. Als Marker diente die 1kb DNA Ladder.
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Bis auf Gruppe VL 6 zeigten sich fur alle Immunglobulinfamilien positive Ban-
den mit einer Gro3e von 400 bp. Die Vielfalt der Banden in den einzelnen Im-
munglobulin-Familien lasst sich durch Kreuzreaktionen der Primer erklaren.
Diese Primer sind an einigen Basenstellen degeneriert, um mdglichst alle Un-
tergruppen einer Familie abzudecken, wodurch eine Kreuzreaktion mit anderen
Immunglobulinfamilien auftreten kann. Der Tumorklon sollte sich bei dieser Me-
thode jedoch durch héhere Kopienzahl signifikant durchsetzen, so dass er an-
hand der Sequenzierergebnisse eindeutig zu identifizieren ist.

In diesem Beispiel wurde die Bande der Gruppe VL 5 fur weitere Versuche
ausgeschnitten und aufgereinigt, da sie die starkste zu sein schien.

Fur alle anderen Proben wurde analog vorgegangen.

3.1.3 Sequenzierungsergebnisse einzelner Lymphomproben

Um eine mdglichst grof3e Vielfalt von Immunglobulin-DNA beizubehalten, wurde
die aufgereinigte DNA in den pJET-Vektor kloniert. Nach anschlieBender Se-
guenzierung mehrerer Klon-DNAs fir die jeweilige Immunglobulinkette ergaben
sich verschiedene Ergebnisse fiur die einzelnen amplifizierten Proben. Die Se-
guenzen wurden mit Hilfe der oben erwahnten Datenbank mit den Keimbahn-
sequenzen fur Immunglobuline verglichen. Je Klonsequenz wurden die Immun-
globulin-Familien der variablen Region, die Abfolge der Aminosauren im Be-
reich der CDRs (complementarity determining regions), die Homologie der
Klonsequenzen zur Keimbahnsequenz sowie die Anzahl der Mutationen vergli-
chen und tabellarisch erfasst.

Die einzelnen Immunglobulinfamilien wurden mit der Nomenklatur der Daten-
bank bezeichnet und kdnnen anhand der ersten zwei Buchstaben den jeweili-
gen Immunglobulinketten zugeordnet werden. Hierbei steht KV fur den variab-
len Teil der kappa-Kette, LV fur den variablen Teil der lambda-Kette und HV fur
den variablen Teil der schweren Kette y. Des Weiteren gibt die erste Zahl nach
der Kettenbezeichnung die Immunglobulinfamilie an. Fur kappa gibt es sieben,
fur lambda elf und fir die schwere Kette p sieben Familien. Die mit ,** verbun-
denen zwei Zahlen verweisen noch auf Untergruppen der jeweiligen Familie.
Die Aminosauresequenzen der CDRs wurden mit dem allgemein gultigen Ami-

nosaurecode aufgefiihrt. Punkte zwischen einzelnen Aminosauren geben eine
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100%ige Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz an und zeigen Bereiche,
in denen aul3erst selten Mutationen aufgetreten sind.

3.1.3.1 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # 2

Die Analyseergebnisse der amplifizierten Klone fur die Probe # 2 sind im Be-
reich der Immunglobulinkette kappa (Tabelle 5) stark homogen. Von den acht
sequenzierten Klonen konnte bei sieben (hellblau unterlegt) die Familie KV1 mit
der Untergruppe 17*01 identifiziert werden. Auch in den Aminoséuresequenzen
der CDRs 1 — 3 stimmten diese Klone vollkommen Ulberein. Alle sieben Klone
wiesen eine Homologie von 95,70 % zur Keimbahnsequenz auf und hatten im
Vergleich zu dieser Sequenz jeweils 14 stattgefundene Mutationen im Bereich
der variablen Region.

Der Vergleich der Sequenzen fiur die Klone der leichten Immunglobulinkette
lambda (Tabelle 5) zeigte eine Zugehorigkeit der Klone zur Immunglobulin-
Familie LV2, allerdings zu unterschiedlichen Untergruppen. Ubereinstimmungen
in der Immunglobulinfamilie zeigten sich fiur die Klone 2, 4 und 11 (lila unter-
legt). Die Klone 2 und 11 wiesen des Weiteren noch eine Ubereinstimmung in
der Aminosauresequenz der CDRs auf. Hierbei variierte die Homologie zur
Keimbahnsequenz zwischen 95,14% und 97,22%. Ebenso zeigten sich unter-
schiedliche Mutationsanzahlen (14 bzw. 8) im Bereich der variablen Region. Die
weiteren analysierten Klone der leichten Kette lambda ergaben keine weiteren

Homologien, abgesehen von Ubereinstimmungen in der Immunglobulinfamilie.
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Tabelle 5: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe #2 ¥

Immunglobulin- Aminosduresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. Familie CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klonl IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
Klon2 IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
© Klon3 IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
2 Klon 6 IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
g Klon 7 IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
Klon 8 IGKV1-17*01 QGil...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
Klon10 IGKV1-17*01 QGl...... RND AA....... S CLQNNSYPYSF 95,70% 14
Klon 9 IGKV2-30*02 QSLVHN.DGNTY [NV....... S CIQATHWPPETF 94,56% 16
n=8
Klon 2 IGLV2-18*02 SSDVG...SYNR DV....... N CSSYIGSSTLVF 95,14% 14
Klon 11 IGLV2-18*02 SSDVG...SYNR DV....... N CSSYIGSSTLVF 97,22% 8
Klon 4 IGLV2-18*02 SSDVG...SYNR EV....... S CSSYTTSSTWVF 98,96% 3
Klon 7 IGLV2-14*01 SSDVG...GYKY DV....... S CSSYTSSTHFVF 98,26% 5
g Klon 8 IGLV2-14*01 SSDVD...GYSY DV....... S LQLIYKQHPLVF 87,15% 37
g Klon 9 IGLV2-14*01 SSDVG...AYNY NV....... N CSSYTSSNTLVIF 95,83% 12
% lKlon 12 IGLV2-14*01 SSDVG...GYNY NV....... N CSSYTSSNTLVIF 95,14% 14
Klon 10 IGLV2-14*01 SSDVG...GFSY DA....... S CSSYTTSSSLVVF 95,14% 14
Klon 3 IGLV2-8*01 SSDVG...GYNY EV....... T CSSYAGSNNFYVF 98,26% 5
Klon 1 IGLV2-11*01 SSDVG...GYNS DV....... T CCSYTGTYTWVF 97,22% 8
Klon 6 IGLV2-23*02 SSDVG...SYNL EV....... N CCSYAGGFIVF 96,53% 11
n=11

* Identische Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa sind hellblau unterlegt;
Identische Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette lambda in Bezug auf die gleichen Immunglo-
bulinfamilie und CDR 1-3 der sind lila unterlegt.

Wie aus Tabelle 5 hervorgeht, zeigte sich eine deutliche Homogenitat im Be-
reich der leichten Immunglobulinkette kappa, sodass es sich hierbei mit hoher

Wahrscheinlichkeit um Klonsequenzen des Lymphoms handelt.

Fir die schwere Kette der Probe # 2 (Tabelle 6) zeigten sich beim Vergleich mit
der Datenbank drei der neun Klone mit der Immunglobulinfamilie HV5 und iden-
tischer Untergruppe (hellblau unterlegt). Zwei von den Klonen hatten ebenfalls
komplette Ubereinstimmungen in den CDRs sowie einen identischen Muta-
tionsstatus im Vergleich zur Keimbahnsequenz (98,96% Homologie und 3 Mu-
tationen). Im arithmetischen Mittel betrug die Keimbahn-Homologie fir diese
drei Klone 98,84% und die Anzahl der Mutationen 3,33.

Bei diesen Sequenzen wurde von dem vom Tumor abstammenden Klon aus-

gegangen.
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Tabelle 6: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe # 2 *

Aminoséauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. Immunglobulin-Familie CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klonl 206 [IGHV5-51*01 GYSF...TSYW IYPG..DSDT CAAPRIAAPGSLGW 98,61% 4
Klon2 206 |[IGHV5-51*01 GYSF...TSYW IYPG..DSDT CARLMPRDSSLVDW 98,96% 3
£Klon3206 |IGHV5-51*01 GYSF...TSYW IYPG..DSDT CARLMPRDSSLVDW 98,96% 3
g Klon 6 IGHV3-66*01, IGHV3-66*04 GFTV....SSSY ISSG...GDT CVRDLVGTTIDYW 94,74% 15
g Klon 7 IGHV1-2*02 GYTF...TGYY INPN..SGGT  [CAREAYSGYDWSRGFDPW 99,31% 2
E Klon21 206 |[IGHV1-2*02 GYTF...TGYY INPN..SGGT CARDHGSWSRFDPW 100,00% 0
2 |Klon9 206 |IGHV1-8*01 GYTF...TSYD MNPN..SGNT  |[CARGTTGRLLWFGELLSGFDYW 99,65% 1
Klon6 206  [IGHV1-18*01 GYTF...TSYG ISAY..NGNT CARVGGAYYDSSGYYLPEYFQHW 99,31% 2
Klon23 206 [IGHV1-69*04, IGHV1-69*09 |GGTF....SSYA IIPI..LGIA CARETIFGVVIIRFDYW 99,65% 1
n=9

* |dentische Klonsequenzen der schweren Immunglobulinkette sind hellblau unterlegt.

3.1.3.2 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # 4

Ein anderes Bild zeigte sich fur die leichten Immunglobulinketten der Probe # 4.
Bei der Analyse von 16 Klonsequenzen fir die leichte Immunglobulinkette kap-
pa (Tabelle 7) Gberwog die Immunglobulinfamilie KV2, bzw. deren Untergruppe
28*01. Hier zeigte sich eine Ubereinstimmung in allen CDRs fiir die Klone 6 und
20 (hellblau unterlegt). Die Keimbahn-Homologie sowie die Anzahl der Mutatio-
nen betrugen 88,78% und 89,12% bzw. 33 und 32 Mutationen. Die anderen
Klone dieser Immunglobulinfamilie zeigten Ubereinstimmungen zur Keimbahn-
sequenz von 50,17% bis 97,96% (arithmetisches Mittel: 89,63%). Die Anzahl
der Mutationen variierte von 8 bis 145 (arithmetisches Mittel: 30,33). Fur den
Klon 15 mit der niedrigsten Homologie und hdchsten Mutationsanzahl konnte
ein Teil der Sequenz nicht identifiziert werden. Eine weitere Ubereinstimmung
innerhalb der CDRs sowie im Mutationsstatus zeigte sich fir die Klone 3 und 7
der Immunglobulinfamilie KV2-30*02 (lila unterlegt).

Die PCR der leichten Immunglobulinkette lambda fur die Probe # 4 ergab zwar
ein Amplifikat, allerdings zeigte die Sequenzierung der Klone keine Sequenzen

eines Immunglobulins.
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Tabelle 7: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe # 4 *

* Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind hellblau unterlegt;
Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer anderen Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind lila unterlegt.

Aminosduresequenzen Homologie zur | Anzahl der

Klon Nr. |Immunglobulin-Familie CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 6 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QSLLHT.SGYNH LG....... S CMQSLQTPLTF 88,78% 33
Klon 20 [IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHT.SGYNH [LG....... S CMQSLQTPLTF 89,12% 32
Klon 1 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLQS.NEYNF LG....... S CMQTLQTPTF 97,28% 8
Klon 8 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QTLLHT.DGYSY [LA....... S CMRALQSPYTY 93,20% 20
Klon 11 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGYNY |LG....... Y CMQALQSPLAF 97,96% 6
Klon 15 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QXLHN..GGYHY XX L Sequenz nicht lesbar 50,17% 145

© Klon 18 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHG.NGHNY |LG....... S CMQALQAPWTE 96,94% 9

2 Klon 19 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHG.SGNNY |LG....... S GVQGLQTPYTE 96,26% 11

I [Klon 2 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QSLLHG.SGNNY [LG....... S CVQGLQTPYTF 96,94% 9
Klon 3 IGKV2-30%02 ESLVHS.DGSTF  |KV....... S CMQGTHWPITF 95,92% 12
Klon 7 IGKV2-30%02 ESLVHS.DGSTF  |KV....... S CMQGTHWPITF 95,92% 12
Klon 5 IGKV2-30%02 QSLVHS.DGNTY |RV....... S CMQGTHWPRTF 98,98% 3
Klon 14  |IGKV2-30*02 EXLXHX.XGSTF  |KV....... X Sequenz nicht lesbar 67,01% 97
Klon 10 |IGKV2-24*01 QSLVHS.DGNTY  [KI....... S CMQTTQLPLTF 99,66% 1
Klon 13 |IGKV2-29*02 QRLLQS.DGQTY |ET....... S CMQALHLPLTF 92,18% 23
Klon 9 IGKV1-33*01, IGKV1D-33*01 [QDlI......ANF AA....... Y CQQYDTLPYTF 96,06% 11
n =16

Die Klonsequenzenanalyse fir die schwere Kette der Probe # 4 (Tabelle 8)

zeigte ein homogenes Bild fir die Immunglobulinfamilie HV4 mit Untergruppe

34*01. FUnf der sechs Klone stimmten in der CDR 2 und 3 iberein und vier

Klone zusatzlich noch in der CDR 1.Die Keimbahnsequenz-Homologie der

sechs Klone variierte zwischen 84,02% und 97,54%

(arithmetisches Mittel:

92,95 %) bzw. 7 bis 35 Mutationen (arithmetisches Mittel: 18). In der CDR1 von

Klon 5 wurde ein Stoppcodon gefunden, sodass es sich bei dieser Sequenz um

eine nicht produktive Immunglobulin-Sequenz gehandelt hat.

Insgesamt konnte nach dieser Sequenzenanalyse von Sequenzen des Tumors

ausgegangen werden.

Tabelle 8: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-

+

phomprobe # 4 *
Aminosauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. [Immunglobulin-Familie CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
o |Klon 2 IGHV4-34*01 GGSF....SGYY INHS...GST CARGYSGSSHTLPEYYMDVW 96,84% 7
3 [Kion 3 IGHV4-34*01 GGSF....SGYY INHS...GSS CARGYSGSSHTLPEYYMDVW 95,79% 12
ﬁ Klon 4 |IGHV4-34*01 GGSF....SGYY INHS...GST CARGYSGSSHTLPEYYMDVW 92,63% 21
g Klon5 |IGHV4-34*01, IGHV4-34*02, IGHV4-34*08 _|Stoppcodon **) INHS...GST CARGYSGSSHTLPEYYMDVW. 84,02% 35
5 [Klon 6 IGHV4-34*01 GGSF....SGYY INHS...GST CARGYSGSSHTLPEYYMDVW 97,54% 7
@ |Klon 1 IGHV4-34*01, IGHV4-34*02 GGSF....SGYY INHS...GST CARGYSGSSHTLTEYYMDVW 90,88% 26

n=6

" |dentische Klonsequenzen der schweren Immunglobulinkette sind hellblau unterlegt.

++)

nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon
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3.1.3.3 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe #5

Der Sequenzenvergleich fur die leichte Kette kappa fur Probe # 5 (Tabelle 9)
zeigte ein Uberschuss der Immunglobulinfamilie KV2-28*01 bei sieben von
zwolf analysierten Klonen (hellblau unterlegt). Ubereinstimmungen in den CDR
2 und CDR 3 fanden sich fur Klon 8 und Klon 9. Innerhalb der CDR 1 unter-
schieden sich diese beiden Klone in einer Aminosaure. Die Keimbahnsequenz-
Homologie sowie die Anzahl der Mutationen ergaben ebenfalls Unterschiede
zwischen diesen beiden Klonen. Insgesamt zeigten sich fur die Klone dieser
Immunglobulinfamilie im arithmetischen Mittel 96,89 % Keimbahn-Homologie
(94,90% bis 99,66%) sowie 9,14 stattgefundene Mutationen (1 bis 15 Mutatio-
nen).

Im Vergleich dazu konnte sich bei den Sequenzen der leichten Immunglobulin-
kette lambda (Tabelle 9) keine Familienuntergruppe quantitativ eindeutig durch-
setzen. Es gab Ubereinstimmungen fiir die Klone 3, 5 und 9 dieser Kette in der
Immunglobulinfamilie und der CDR 3 (lila unterlegt). Klon 5 und 9 waren daru-
ber hinaus noch in den CDR 1 und 2 identisch. Die Keimbahn-Homologie va-
riierte von 71,58% bis 72,63%. Im Bereich der variablen Region fanden 78 bis
81 Mutationen statt. Die Informationen der Datenbank ergaben jedoch fir Klon

5 eine unproduktive Immunglobulin-Sequenz.

Tabelle 9: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe #5 ¥

Immunglobulin-Familie Aminosauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 3 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGYNQ |LG....... S CVQALQTPPTF 95,58% 13
Klon 5 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGFNY |LG....... S CMQALQTLYTF 96,60% 10
Klon 8 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGYNY |LV....... S| CMQALQTPQYTF 96,26% 11
Klon 9 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHT.NGYNY |LV....... S CMQALQTPQYTF 94,90% 15
© Klon 10  |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGYNY |LG....... S CMQALQTPWTF 99,66% 1
2 |Klon 13 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QSLLHS.NGYNY |LA...... S CMQGLQVPLTF 97,96% 6
& |Klon14 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.DGYNY |LG....... S CMQGLQTPCSF 97,28% 8
Klon 1 IGKV2-24*01 QSLVHG.DGNTY [Kl....... S CMQATQFPQTF 97,96% 6
Klon 7 IGKV2-30*01 QSLVYS.DGNTY |KV....... S CMQGLQSRTF 97,28% 8
Klon 15 IGKV2D-29*01 QSLLYS.DGKTY |EV....... F CMQSVDLPQTF 90,14% 29
Klon 2 IGKV1-5*03 QSl.....SSW RA....... S CQQYDSVPYTF 91,76% 23
Klon 4 IGKV1-12*01, IGKV1-12*02 QAIL.....SNN GA....... S CLQANSFPLMYTF 92,83% 20
n=12
Klon 3 IGLV1-47*02 ISCS....GGSS NN....... N CAAWDASLSAWVF 71,58% 81
Klon 5 IGLV1-47*02 MSCS....GGTS ND....... N CAAWDASLSAWVF ™ 72,63% 78
Klon 9 IGLV1-47*02 MSCS....GGTS ND....... N CAAWDASLSAWVF 71,93% 80
< |Klon 4 IGLV1-47*01 SSTI....GSNP RN....... D CTAWDNSLSGPLF 93,68% 18
B [Klon1 IGLV1-47*01 SSNI....GSNY RN....... N CAAWDDNLPLYVF 99,30% 2
% Klon 6 IGLV1-44*01 SSNI....GSNT SN....... N CAAWDDSLNGPVF 98,95% 3
- [Klon 2 IGLV1-44*01 SSNI....GSNP NN....... N CAAWDDTLNGLYVF 97,19% 8
Klon 8 IGLV1-40*01 SSNIG...SHND RN....... T CQSYDSSLSAWVF 93,75% 18
Klon 7 IGLV9-49*01 SDYS....NYK VGTG..SIVE CAADHGSGGNFVYVF 94,95% 15
Klon 10  |IGLV9-49*01 SGYS....NYK VDTG..GIVG CGADHSSGGNFVSWVF 95,29% 14
n=10

" Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 2-3 sind hellblau unterlegt;
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Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette lambda einer Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind lila unterlegt.
* nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Leserasterverschiebung (Frameshift)

Nach erfolgter Analyse zeigte sich, dass sich die Immunglobulinfamilie KV2-
28*01 der leichten Immunglobulinkette kappa tendenziell starker durchsetzte (7
von 12 Klonen) und die Aminosauresequenzen der CDRs untereinander starke
Ahnlichkeiten aufwiesen. Des Weiteren ergaben sich fir diese Kette keine un-
produktiven Sequenzen. Fir weitere Versuche wurden daher Sequenzen der

leichten Immunglobulinkette kappa verwendet.

Im Gegensatz dazu zeigten die Klonsequenzen der schweren Immunglobulin-
kette (Tabelle 10) eine vollstandige Ubereinstimmung in der Immunglobulinfami-
lie sowie in der CDR 2. Neun der zehn Klone waren in der CDR 3 identisch und
von diesen Klonen acht ebenfalls in der CDR 1 (hellblau unterlegt). Die Keim-
bahnsequenz-Homologie ergab fur Klon 7, 8, 19 und 27 das gleiche Ergebnis
von 96,53%. Ebenso war die Mutationenanzahl mit 10 stattgefundenen Muta-
tionen fir diese Klone identisch. Die Sequenzen der Klone 1 und 29 ergaben
jedoch keine produktiven Immunglobulin-Sequenzen.

Bei Betrachtung aller Klone betrug die Homologie zur Keimbahn im arithmeti-
schen Mittel 95,93% (94,10% - 96,53%) und die Mutationenanzahl 11,6 (10 —
17).

Insgesamt konnte nach dieser Sequenzenanalyse von Tumor-Sequenzen aus-
gegangen werden.

Tabelle 10: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe #5 *

Immunglobulin-Familie ‘ Aminos:;iuresequenzen . Homglogie zur Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 1 IGHV3-23*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW ) 94,10% 17
Klon 7 IGHV3-23*01 GFTF...SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,53% 10
@ [Klon 8 IGHV3-23*01 GFTF...SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,53% 10
E Klon 14 |IGHV3-23*01 GFTF...SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 95,49% 13
o |Klon 17 IGHV3-23*01 GYTF...SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,18% 11
g Klon 18 IGHV3-23*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,18% 11
5 Klon 19 IGHV3-23*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,53% 10
© |Klon 27 [IGHV3-23*01 GFTF...SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,53% 10
Klon 28 IGHV3-23*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW 96,18% 11
Klon 29 IGHV3-23*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CAQSNVAAAPRGWFDPW ) 95,14% 13
n=10

" |dentische Klonsequenzen der schweren Immunglobulinkette sind hellblau unterlegt.
* nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon bzw. Leserasterverschiebung (Frameshift)
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3.1.3.4 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # 7

Der Klonsequenzenvergleich von den leichten Immunglobulinketten kappa und
lambda von Probe # 7 (Tabelle 11) zeigte fur beide moéglichen Kettenvarianten
kein eindeutiges Ergebnis. Von zwolf sequenzierten Klonen der leichten Im-
munglobulinkette kappa zeigten zwei eine Ubereinstimmung in der Immunglo-
bulin-Familie, sowie in den CDRs (hellblau unterlegt). Die Keimbahnsequenz-
Abweichung war bei beiden unterhalb von 1% und die Mutationenanzahl betrug
1 bzw. 2.

Bei den elf sequenzierten Klonen der leichten Immunglobulinkette lambda
stimmten zwei Klone in ihrer Familienzugehdrigkeit sowie in den CDR 2 und
CDR 3 uberein (lila unterlegt). Die Sequenz der CDR 1 sowie die Keimbahnse-
guenz-Homologien variierten fur diese beiden Klone. Bei beiden Ketten konnte
daher kein Tumorklon mit einem Uberproportionalen Anteil identifiziert werden.

Tabelle 11: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe #7 *

Immunglobulin-Familie . Aminoséures_equenzen i Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 3 IGKV1-5*03 QSl.....SSW KA....... S CQQYNSYSRTF 99,64% 1
Klon 17 [IGKV1-5*03 QSl.....SSW KA....... S CQQYNSYSRTF 99,28% 2
Klon 11 |IGKV1-5*03 QSl...... NTW KA....... S CQHYNTYSFTF 95,70% 12
Klon 9 IGKV1-5*03 QSl...... NDK KA....... S CQHFGTYSLTF 88,17% 33
Klon 4 IGKV1-6*01 QGl...... RSD AA....... S CLQDNNYPPTF 94,27% 16
3 [Kion 2 IGKV1-27*01 QGT.....SNY AA....... S CQKYNSVFLTF 97,85% 6
5 Klon 13 [IGKV1-33*01, IGKV1D-33*01 [QDI......SNY DA....... S CQLYNNVPLTF 96,77% 9
Klon 15 [IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 [QSI......SSY TT....... S CQQSYSTPYTF 97,13% 8
Klon 12 [IGKV2D-24*01 QSLVHS.DGNTY |KV....... S CTQATQFPQTF 99,66% 1
Klon 14 |IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QSLLHS.NGYNY [LG....... S CMQALQTPYTF 99,66% 1
Klon 5 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NGYNY [LG....... S CMQALQT ™ 100,00% 0
Klon 1 IGKV2D-29*01 QSLLHS.DGNTY |EV....... S CMQFIELPFTFE 95,58% 13
n=12
Klon 3 IGLV3-21*02 NIG......SKS DD....... N CQVWDVF 95,34% 13
Klon 9 IGLV3-21*02 DIG......SKV DD....... S CHVWDNSGYHPMF 89.96% 28
Klon 17 [IGLV3-21*02 NIG.....SKV DD....... S CHVWDNSGYHPMF 92,83% 20
Klon 18 [IGLV3-21*02 KIG......SKS DD....... S CQVWDSSSDHWVF 96,77% 9
S Klon 11 |IGLV1-44*01 GSNI....GSHT SN....... T CAAWDDSLNGHLVF 91,93% 23
'g Klon 12 |IGLV1-44*01 SSNI....GSSI SD....... D CAAWDDSLKALVF 91,23% 25
ﬁ Klon 13 |IGLV1-44*01 NSNI....GSNS SN....... D CAAWDDSLNGGVF 94,39% 16
Klon 14 |IGLV1-44*01 SSNI....GSNT GH....... D CAAWDDSLNGVVF 94,74% 15
Klon 16 [IGLV1-44*01 SSNL....GTNT YN....... N CAAWDDSLSGYVF 92,63% 21
Klon 5 IGLV1-40*01 SSNIG...ANYD SN....... A CQSYDISLSAPYVF 94.10% 17
Klon 15 [IGLV5-45*02 SGINV...GTYR YKSD...SDK CMIWHSSAWVF 99,02% 3
n=11

* |dentische Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa in Bezug auf Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind hellblau unterlegt;
Identische Klonsequenzen der Immunglobulinkette lambda sind lila unterlegt.

) nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Leserasterverschiebung (Frameshift)

Die Analyse der schweren Kette wies eine starke Heterogenitat der sequenzier-
ten Klone (Tabelle 12) auf. Es gab vereinzelt zwei Klone mit Ubereinstimmun-
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gen in der Immunglobulinfamilie. In der CDR 3 gab es keine identischen oder
sehr ahnlichen Aminosauresequenzen und in der CDR 1 und CDR 2 waren

vereinzelte Klone untereinander identisch.

Tabelle 12: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe # 7

Aminosauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. |Immunglobulin-Familie CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 9 IGHV3-48*03 GFTF...SSYE ISSS..GSTI CARQLVGATQEGAFDIW 99,31% 2
Klon 5 IGHV3-48*03 GFTF...SSYE ISSS..GSTI CATINYDFAADYFDYW 98.96% 3
Klon 8 IGHV3-23*04 GFTF...SSYA ISGS..GGST CAKDSFYGDYYYW 99,65% 1
Klon 15 |IGHV3-23*04 GFTF...SSYA ISGS..GGST CAKEYRSVVVIATLLDYW 99,31% 2
fl_’ Klon 11 |IGHV3-30*03, IGHV3-30*18, IGHV3-30*19 |GYSF...STYG ISYD..GSNT CARDNTYCTNRNCYSTYYAMDVW 90,97% 26
¢ [Kion 13 IGHV3-30*03, IGHV3-30*18 GFTF....SSYG ISYD..GSNK CAKDAGLVVYASDAFDIW 98,96% 3
g Klon 3 IGHV3-9*01 GFTF...DDYA ISWN..SGSI CAKDIGWTGTTSNDAFDIW 99,65% 1
E Klon 4 IGHV3-11*03 GFTF....SDYY ISSS..SSYT CARKRIAVAAGAFDIW 98,96% 3
S |Klon 1 IGHV3-33*01 GFTF....SSYG IWYD..GSNK  |CARDRGSSGWWLDYW 99,65% 1
Klon 14 |IGHV1-46*01, IGHV1-46*03 GYTF...TSYY INPG..GNDR  |CARGLSSSGYYAYW 93,75% 18
Klon 16 |IGHV1-69*01 GGIF...NNYA IVPI..FRTA CASEVGDYVANAFHIW 94,10% 17
Klon 10 |IGHV1-69*06 GGTF...SSYA IIPI..FGTA CAPGWGHYYGMDVW 98,96% 3
Klon 7 IGHV1-8*01 GYTL....TSFD MNPN..SGNT |CVVNRATTSDW 92,01% 23
n=13

Da weder fur die leichte noch fir die schwere Immunglobulinkette dieser Probe
ein vorhandener Tumor durch Sequenzierung eindeutig identifiziert werden

konnte, wurde auf eine weitere Bearbeitung dieser Probe verzichtet.

3.1.3.5 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # 8

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Proben ergab sich fir die Probe # 8
das folgende Ergebnis:

Die Klonsequenzen-Analyse der leichten Immunglobulinkette kappa (Tabelle
13) zeigte eine starke Heterogenitat. Kein Klon zeigte mit einem der anderen
aus dieser Gruppe sequenzierten Klone Ubereinstimmungen. Nicht nur in den
CDRs, sondern auch in den Immunglobulinfamilien zeigten sich gravierende
Unterschiede. Die Klone 2 und 10 wiesen dazu noch eine nicht produktive Im-
munglobulin-Sequenz auf.

Anhand dieser Ergebnisse wurde deutlich, dass es sich bei der leichten Kette
des Tumorklons nicht um die Immunglobulinkette kappa handeln konnte.

Fur die leichte Immunglobulinkette lambda der Probe # 8 (Tabelle 13) lieRen
sich Klone identifizieren, die nicht nur in den CDRs identisch waren, sondern
sich auch in ihrem Mutationsstatus nur geringfugig unterschieden (hellblau un-
terlegt). Es fanden sich arithmetisch gemittelte Werte von 94,21% Homologie
zur Keimbahnsequenz (93,86% - 94,74%) und 16,5 Mutationen im Bereich der

variablen Region (15 — 18 Mutationen).
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Tabelle 13: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe # 8 *

* |dentische Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette lambda sind hellblau unterlegt.
*) nicht produktive Inmunglobulin-Sequenz durch Leserasterverschiebung (Frameshift)

Immunglobulin-Familie . Aminosaurgsequenzen i Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region |CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klonl IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 |QSl...... STY AA....... S CQHSHSSSAITF 92,47% 21
Klon 4 IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 |QNI...... DTY DA....... S CHQTHTTPPETF 92,83% 20
Klon 3 IGKV1-27*01 QDl......HlY AA....... S CQKHNDAPLTF 92,83% 20
g Klon 5 IGKV3-20*01 QSVS....SSY [GA....... S CQQYGRSPWTF 97,16% 8
& Klon2 IGKV3-20*01 QSVS....SSN [SA....... S CQQYGSSPVTF 83.69% 47
Klon 7 IGKV3-11*01 QGV......SSS DA....... S CQQRSNWPLTF 95.34% 13
Klon 8 IGKV3-15*01 QSV......SSD GA....... S CHQYNDWPRTF 93.91% 17
Klon 10 IGKV3-15*01 QFI......NNK FA....... S CQQYDXWPXYF ** 89.25% 30
n=8
Klon 1 IGLV1-44*01 TSNI....GSKT NN....... N CAAWDDSLNGPVF 94,74% 15
Klon 3 IGLV1-44*01 TSNL...GSKT |[NN....... N CAAWDDSLNGPVF 94,04% 17
8 [Kion 4 IGLV1-44*01 TSNI...GSKT |NN....... N CAAWDDSLNGPVF 93,68% 18
‘é Klon 6 IGLV1-44*01 TSNIL....GSKT |NN....... N CAAWDDSLNGPVF 94.39% 16
& [Klon 7 IGLV3-19*01 SLR.....SYY AQ....... N CNSRDSNGNPVLF 95.70% 12
Klon 8 IGLV3-1*01 KLG......DKY HX....... S CQAWDSSTVVF 81.72% 51
Klon 9 IGLV3-21*02 KIG......DFS DD....... S CQVWPSSSDHPVF 92.83% 20
n=7

Die schwere Kette dieser Probe (Tabelle 14) zeigte bei acht von neun Klonen

eine Ubereinstimmung sowohl in der Immunglobulinfamilie (inklusive Unter-

gruppe), als auch in der CDR 1(hellblau unterlegt). Bei der Analyse der Amino-

sauresequenzen der CDR 2 und CDR 3 ergab sich eine Differenz bei drei Klo-

nen in jeweils einer Aminosaure im Vergleich zu den vorherigen Klonen dieser

Immunglobulinkette (lila unterlegt). Die Keimbahnsequenz-Homologie variierte
von 81,6% - 92,71% (arithmetisches Mittel: 91,16%) und 21 — 53 Mutationen
(arithmetisches Mittel: 25,44). Bei der Sequenz von Klon 10 handelte es sich

allerdings, bedingt durch ein Stoppcodon, um eine nicht produktive Immunglo-

bulin-Sequenz.

Tabelle 14:. cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe #8 ™

Immunglobulin-Familie i Aminoségresequenzen i Homologie zur| Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region [CDR 2 Region |[CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 1 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRNT CVKSRYNGNYYFDYW 92,36% 22
Klon 2 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRDT CVKSRYNGNYYFDSW 92,36% 22
2 [Kion 3 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRNT CVKSRYNGNYYFDYW 92,36% 22
& [Kion 4 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRNT CVKSRYNGNYYFDYW 92,36% 22
g Klon 6 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRDT CVKSRYNGNYYFDSW 92.36% 22
2 |Klon 7 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRNT CVKSRYNGNYYFDYW 92.71% 21
§ Klon 8 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN |INSG..SRDT CVKSRYNGNYYFDSW 92.36% 22
Klon 9 IGHV3-11*03 GFTF...SDYN _|INSG..SRNT CVKSRYNGNYYFDYW 92.01% 23
Klon 10 IGHV3-11*03 GFAF....SDYN |INSG..SRDT CVKSRXNGNXXFXSW " 81.60% 53
n=9

* Identische Klonsequenzen der gleichen Immunglobulinfamilie und CDR 1-3 der schweren Immunglo-
bulinkette sind hellblau unterlegt; Klonsequenzen gleicher Immunglobulinfamilie aber mit Unterschieden

in CDR 2 und 3 sind lila unterlegt.

) nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon
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3.1.3.6 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # 11

Die Ergebnisse fur die Probe # 11 ergaben, ebenso wie bei Probe # 7, keinen
eindeutig identifizierbaren Tumorklon. Fir die schwere Immunglobulinkette
konnte mit familienspezifischen Primern ein Amplifikat hergestellt werden. Die-
ses erwies sich jedoch im Rahmen der Klonsequenzen-Analyse nicht als Im-
munglobulin-cDNA. Auch nach mehrmaligen Versuchen war es nicht mdglich,
diese schwere Kette zu amplifizieren bzw. zu sequenzieren.

Der Vergleich der beiden moéglichen leichten Immunglobulinketten lambda und
kappa ergab fir die leichte Kette lambda keine untereinander identischen Klone
(Tabelle 15). Sie unterschieden sich alle in der CDR 3 und teilweise in der CDR
1 und CDR 2. Die Familienzugehdorigkeit war fir vier der neun sequenzierten
Klone gleich.

Abgesehen von der Keimbahnsequenz-Homologie und der Mutationenanzahl
zeigten sich in den Sequenzen der Klone fiur die leichte Kette kappa zwei iden-
tische Klone (lila unterlegt). Des Weiteren wiesen jedoch weitere Klone (hellblau
unterlegt) Ubereinstimmungen untereinander auf. Zwei von ihnen unterschieden
sich hierbei ebenfalls lediglich in der Keimbahn-Homologie und der Mutationen-
anzahl.

Tabelle 15: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe # 11 "

Immunglobulin-Familie i Aminos‘aur.esequenzen . Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region [CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 1 IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 [QSI......NNQ CQQNYNFPRTF 95,70% 12
Klon 2 IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 [QSI......SSY CQQSYSTPFTF 99,28% 2
Klon 8 IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 [QSI......NNQ CQQONYNFPRTF 96,06% 11
Klon 6 IGKV1-39*02 ENI...... MTF VNRVTVARSL 85,30% 41
Klon 7 IGKV3-20*01 QSVS....SNY CQHYDNSPSFTF 93,62% 18
8 Klon 12 IGKV3D-20*01 QSVT.....INS CQQYGRSPITF 94,68% 15
S |Klon 3 IGKV3-15*01, IGKV3-20*01 QSV......GSD CQQYGGSPLITF 89,61% 29
X |Klon 11 IGKV3-15*01 QPV...... SLD CHQYNEWGTF 90,32% 27
Klon 13 IGKV3-15*01 HDI...... YTN CQDYNDWPRTF 87,46% 35
Klon 10 IGKV3-11*01 QTG.....DLR CQCRTNWPPGYTF 89,96% 28
Klon 14 IGKV3-11*01 QSV......GSY CQQRTNWPPEVTF 97,13% 8
Klon 4 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 |QSLLHT.NGYNY CMQALQTPQYTF 94,90% 15
Klon 9 IGKV2-28*01, IGKV2D-28*01 [QSLLHT.NGYNY CMQALQTPQYTF 94,56% 16
n=13
Klon 5 IGLV1-47*01 GSNL....GRNF RN....... N CAAWDDSLNVWVF 96,14% 11
Klon 2 IGLV1-47*01 TSNI....GSDY RN....... N CAAWDDSSNVLF 96,14% 11
Klon 3 IGLV1-47*01 SSNV....GSNY RN....... N CATWDDSLNSPVF 94,74% 15
8 [Klon7 IGLV1-47*01 SSNI....GRNY RN....... N CQAWDSGTDVVF 90,53% 27
g Klon 4 IGLV1-44*01 XSNLI....GSRT KN....... D CAAWDVSLSGVVF 88,53% 25
S Klon 1 IGLV1-44*01 SSNI....GSNT AN....... N CAARDDSLNGVVF 95,44% 13
Klon 6 IGLV5-45*02 SGINF...PNSV XKXD...SDT CMTWYNNAWVF 83,01% 52
Klon 8 IGLV5-45*02 SGINV...GIXK YKSD...SDK CMIWHSSAGVF 96,73% 10
Klon 9 IGLV3-21*03 NIG.....RNS DS....... N CQVWDSSGDHPRMVF 91,04% 25
n=9

* |dentische Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind hellblau unterlegt;
Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer anderen Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind lila unterlegt.
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Durch die fehlende Immunglobulinsequenz bei der schweren Kette dieser Probe
konnte die komplette Tumor-Sequenz nicht identifiziert werden.

3.1.3.7 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # G3

Bei der Klonsequenzenanalyse fir die leichte Immunglobulinkette kappa dieser
Probe zeigten sich keine komplett identischen Klone (Tabelle 16). Es gab ne-
ben Ubereinstimmungen in der Immunglobulinfamilie auch Ubereinstimmungen
der CDR 1 bzw. CDR 2, jedoch fehlte die Keimbahnsequenz-Homologie in der
entscheidenderen CDR 3. Fir die leichte Immunglobulinkette lambda (Tabelle
16) zeigten zwei der acht Klonsequenzen die Ubereinstimmung in der Immun-
globulin-Familie, CDR 2 und CDR 3 (hellblau unterlegt). Die Keimbahn-
Homologie variierte zwischen 95,79% und 97,19%, ebenso die Mutationenan-
zahl (8 -12).

Tabelle 16: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-
phomprobe # G3 ")

Immunglobulin-Familie . Aminoséurgsequenzen . Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 2 IGKV1-39*01, or IGKV1D-39*01 |QTI...... STF CQQSYSTPVTL 91,76% 23
Klon 4 IGKV1-39*01, or IGKV1D-39*01 [XDlI...... GSS CQQTYSTPITF 93,55% 18
Klon 20 IGKV1-39*01, or IGKV1D-39*01 [QSlI...... SNY CQQTYTTPHTF 94,98% 14
Klon 22 IGKV1-39*01, or IGKV1D-39*01 [QSI......SNY CQQSFNTPETF 94,98% 14
Klon 30 IGKV1-39*01, or IGKV1D-39*01 [QSI......SDY CQQTYTTPWTF 93,55% 18
Klon 7 IGKV1-5*03 QSL...... DTW CQQYAGLPTE 95,70% 12
Klon 15 IGKV1-5*03 QSl...... RTW CQHYNSDSGTF 93,91% 17
Klon 17 IGKV1-5*03 QNV...... GSW CQQYNSYPETF 96,42% 10
© Klon 26 IGKV1-5*03 QGl...... SNW CQQYTDYYPTF i 96,77% 9
2 Klon 21 IGKV1-33*01, or IGKV1D-33*01 |QDI...... GNY CQQYDKLPLTF 89,25% 30
& |Klon 18 IGKV1-33*01, or IGKV1D-33*01 [QDI......SNY CQQYDDLPLTF 98,21% 5
Klon 16 IGKV2-28*01, or IGKV2D-28*01 [QSLLHI.NGYNF CMQALQTPLTF 96,26% 11
Klon 31 IGKV2-28*01, or IGKV2D-28*01 |QSLLHS.NDYNY CMQARQTPWTF 96,26% 11
Klon 34 IGKV2-28*01, or IGKV2D-28*01 [QSLLHS.NGYNY CMQALQTPRTF 98,30% 5
Klon 36 IGKV2-28*01, or IGKV2D-28*01 [QSLLYS.NGYNY CMEALQTPFTF 98,98% 3
Klon 19 IGKV2-30*01 QSLVYT.DGNNH CMQGSHWPPTF 97,96% 6
Klon 6 IGKV2-30*01 QSLVYS.DGNTL CMQGTHWPYTF 93,88% 18
Klon 3 IGKV2D-29*01 QSLLHS.DEKTY CMQSVQLPLTF 96,26% 11
Klon 24 IGKV2-24*01 QSLVHS.DGDTY CMQGTQFPRTF 94,56% 16
Klon 27 IGKV1-17*01 QGl...... RND CLQHNTYPWTF 97,49% 7
n =20
Klon 3 IGLV1-47*01 NSNI....GSNY MN....... N CAAWDDSLSGPVF 88,56% 31
Klon 6 IGLV1-47*01, or IGLV1-47*02 SSNLI....GTYS RN....... N CAAWDDSLSGVVF 95,79% 12
< [Klon 12 IGLV1-47*01 SSNL....GGYY RN....... N CAAWDDSLSGVVF 97,19% 8
2 |Klon 4 IGLV9-49*01 NGYS.....NYK VGTG..GIGE CGADHGIGSEFIVVF 96,97% 9
% Klon 11 IGLV9-49*01 SDYS.....HYK MGTG..GTVG [CGTDRGSGGDFVWVF 95,29% 14
— [Klon 5 IGLV5-37*01 SDINV...GSYI HYSD...SDK CMIWPSNDYVVF 97,06% 9
Klon 2 IGLV5-45*03 SDINV...GTYR FKSD...SDK CMIWHGSAWVF 98,37% 5
Klon 9 IGLV7-46*01 TGAVT...SDHY DT....... S CLITYSGAWIF 96,53% 10
n=8

" |dentische Klonsequenzen der gleichen Immunglobulinfamilie und gleichen CDR 2-3 der leichten Im-
munglobulinkette lambda sind hellblau unterlegt.
*) nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon

Das Analyse-Ergebnis der schweren Kette dieser Probe (Tabelle 17) zeigte ei-
ne starke Heterogenitat und keine sich durchsetzende Tumorklonsequenz. In
diesem Falle wurden nach gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate
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Banden aus unterschiedlichen Immunglobulin-Familien aufgereinigt und jeweils
in den pJET-Vektor kloniert.

Es fanden sich bei einem Drittel der sequenzierten Klone Gemeinsamkeiten in
der Familienzugehdrigkeit sowie in den CDRs 1 und - 2. Die CDR 3 unterschied
sich jedoch innerhalb dieser Klonsequenzen und ebenso die Keimbahnse-
quenz-Homologie.

Die Klone 4, 16 und 20 enthielten des Weiteren Stoppcodone und hatten somit

keine produktive Immunglobulin-Sequenz.

Tabelle 17: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe # G3 ")

Immunglobulin-Familie Aminosauresequenzen Homologie zur| Anzahl der
Klon Nr. CDR 1 Region CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 21 IGHV3-30*03, IGHV3-30*18 GFTF....SSYG ISYD..GSNK CAKGPGWELVQAEYFWHW 96,53% 10
Klon 2 212 |IGHV3-30*03, IGHV3-30*18 GFTF...SSYG ISYD..GSNK CAKRGGFSPHRMDVW 99,65% 1
2 |Klonl 214 |IGHV3-30*03, IGHV3-30*18 GFTF...SSYG ISYD..GSNK CAKGSLSTVPYFDYW 99,31% 2
§ Klon 2 214 |IGHV3-30*03, IGHV3-30*18 GFIF...STYG ISYD..GTNK CAKDLWGSRDGYHYGADYW 96,88% 9
g Klon 16 IGHV3-30-3*01, IGHV3-30-3*02 [GFTF...XXYA ISYD..GSNX CARDHFSGSYFRGLDYW ™) 85,76% 41
E Klon 4 IGHV3-48*01 GFTF....SSYS ISSS..SSTI Stoppcodon i 99,31% 2
& [Klon 20 IGHV3-48*01 GFTL...SHSS ISSS..SSTI CARDVAAPGRFGLW ** 95,49% 13
Klon 3 214 |IGHV3-64*01 GFTF....SSYA ISSN..GGST CARDRYSGYDIYYYYGMDVW 99,31% 2
Klon 3 206 |IGHV1-8*01 GYTF... TSYD MNPN..SGNT |CASGGCSSTSCYWAGYYYYYYGMDVW 98,96% 3
n=9

" Identische Klonsequenzen der schweren Immunglobulinkette in Bezug auf Immunglobulinfamilie und
CDR 1-2 sind hellblau unterlegt.
) nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon

Fur diese Probe konnte daher anhand der Klonsequenzen nicht auf die zum

Tumor gehdrige Sequenz geschlossen werden.

3.1.3.8 Analyse der DNA-Sequenzen von Lymphomprobe # G5

Die Analyse der Probe # G5 in Bezug auf die leichte Immunglobulinkette kappa
(Tabelle 18) ergab ein vermehrtes Vorkommen der Immunglobulin-Familie KV3
und darunter vor allem der Gruppe 20*01. Ubereinstimmungen in den CDRs 1
bis 3, sowie im Mutationsstatus zeigten sich zum einen fir die Klone 1 und 7
(92,91% Homologie) (hellblau unterlegt) und auch fur die Klone 2 und 16
(96,10% Homologie) (gelb unterlegt) mit einer anderen Aminosduresequenz.
Daher fiel es schwer, einen eindeutigen Tumorklon flir diese Kette zu identifizie-

ren.
Fir die leichte Immunglobulinkette lambda (Tabelle 18) ergab sich ebenso ein

uneindeutiges Bild. Fur die Klone 4, 7 und 9 zeigten sich Ubereinstimmungen
im Bereich der Familie und den CDRs 1 - 3 (hellblau unterlegt). Die Keimbahn-
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sequenz-Homologie variierte jedoch von 79,54% bis 93,19% (arithmetisches
Mittel: 87,21%) und die Mutationenanzahl von 19 bis 53 (arithmetisches Mittel:
34,33).

Auf Grund des uneindeutigen Ergebnisses wurden diese beiden Ketten mit Hilfe

der quantitativen Real-Time PCR weiter untersucht (s.u.).

Tabelle 18: cDNA-Sequenzen der leichten Immunglobulinketten der Lym-

phomprobe # G5 )

K Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette kappa einer Immunglobulinfamilien-
Untergruppe und gleicher CDR 1-3 sind hellblau unterlegt;

Klonsequenzen der hellblau unterlegten Immunglobulinfamilie, aber anderer CDR 1-3 sind gelb
unterlegt;

Klonsequenzen der leichten Immunglobulinkette lambda einer Immunglobulinfamilie
und gleicher CDR 1-3 sind lila unterlegt.

Aminosauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. [Immunglobulin-Familie CDR 1 Region |CDR 2 Region |[CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 1 IGKV3-20*01 QIVS.....SSY GA....... S) CHQQGDSPYTF 92,91% 20
Klon 7 IGKV3-20*01 QIVS.....SSY GA....... S CHQQGDSPYTF 92,91% 20
Klon 2 IGKV3-20*01 QSVT....SKY [GA....... S CQHYGRSPPFTF 96,10% 11
Klon 16  [IGKV3-20*01 QSVT....SKY [GA....... S CQHYGRSPPFTF 96.10% 11
Klon 6 IGKV3-20*01 QNIL.....ANC GA....... Y CQQYSTTPLTF 91,13% 25
g Klon 12  [IGKV3-20*01 QSVS....NRY [GV....... S CQQYAMTPLTF 93.62% 18
S |Klon 13 [IGKV3-20*01 QSVT....NNY [GT....... S CQHHGRSVTF 94.33% 16
X |Klon 15 [IGKV3-20*01 QSVS....STY [GA..... S CQQYGSSPLTF 97.16% 8
Klon 9 IGKV3-11*01 QSV......SSY DA....... S CQQRANWPPLAF 97,49% 7
Klon 8 IGKV3-15*01 QSF.....DSK DA....... S CQQYKQRPPITF 92,47% 21
Klon 4 IGKV3-15*01, IGKV3D-15*01 |QSV......GTN GA....... \ CQQYNSRPPYTF 87,81% 34
Klon 11 [IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 |DYI......DNH AA....... T CQQSYTSPTITF 90,68% 26
Klon 14 [IGKV1-39*01, IGKV1D-39*01 |QFI.....NNY SA....... S CQQSYNTLPYTF 92.47% 21
n=13
Klon 4 IGLV3-1*01 KLG......DKY QD....... N CQAWDSSTVVF 79,54% 53
Klon 7 IGLV3-1*01 KLG......DKY QD....... N CQAWDSSTVVF 93.19% 19
8 [Klon 9 IGLV3-1*01 KLG......DKY QD....... N CQAWDSSTVVF 88.89% 31
'E Klon 2 IGLV1-47*01 SSNV....GSNY |RN....... N CATWDDSLNSPVF 94,74% 15
& [Klon 3 IGLV1-47*01 SSNI....GNNY [RN....... N CATWDDSLSVYVF 97,89% 6
Klon 5 IGLV1-47+01 SSNI....GGNF [RD....... N CAGWDASLNGPIF 91,23% 25
Klon 6 IGLV1-40*01 SSNIG...AGYD [GN....... N CQSYDSGLSGVWVI 97,22% 8
n=7

Die Sequenzen der Klone fur die schwere Immunglobulinkette dieser Probe

(Tabelle 19) ergaben im Gegensatz zu den Analysen der Probe # 7 und # G3

ein eindeutiges Ergebnis. Sieben der acht sequenzierten Klone (hellblau unter-

legt) zeigten sich in der Familienzugehoérigkeit und den CDRs 1 - 3 identisch.

Von diesen hatten drei Klone zusétzlich noch eine Keimbahn-Homologie von

87,37% und je 36 Mutationen im Bereich der variablen Region.

Insgesamt zeigte sich fur diese sieben Klone eine Keimbahn-Homologie arith-
metisch gemittelt von 85,72 % (76,84% - 87,37%) und 40,71 Mutationen (36 —
66).

Auf Grund mehrerer Stoppcodone ergab sich fur Klon 7 keine produktive Im-

munglobulin-Sequenz.
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Tabelle 19: cDNA-Sequenzen der schweren Immunglobulinkette der Lym-
phomprobe # G5 )

Aminoséauresequenzen Homologie zur | Anzahl der
Klon Nr. [Immunglobulin-Familie CDR 1 Region |CDR 2 Region |CDR 3 Region Keimbahn Mutationen
Klon 2 IGHV3-53*01, IGHV3-53*02 GFSV....SNSN |IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 76,84% 66
o |Klon 3 IGHV3-53*01 GFSV....SNSN |IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 87,37% 36
% Klon 6 IGHV3-53*01 GFSV....SNSN [IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 87,37% 36
i Klon 10 |IGHV3-53*01 GFSV....SNSN |IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 87,37% 36
@ |Klon 11 [IGHV3-53*01 GFSV....SNSN [IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 87,37% 36
é Klon 4 IGHV3-53*01 GFSV....SNSN [IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 87,02% 37
o |Klon 1 IGHV3-53*01 GFSV....SNSN [IQSG...HDT CARGRMGSNDSFDFW 86,67% 38
Klon 7 IGHV3-22*02, IGHV3-71*01 GFSV....NNSN |Stoppcodon Stoppcodon ¥ 51,23% 139
n=8

" |dentische Klonsequenzen der schweren Immunglobulinkette sind hellblau unterlegt.
* nicht produktive Immunglobulin-Sequenz durch Stoppcodon

Insgesamt konnte nach dieser Sequenzenanalyse von Sequenzen der schwe-

ren Kette des Tumors ausgegangen werden.

3.2 Quantifizierung der Immunglobuline-cDNA
der Lymphomgewebeproben

3.2.1 Ubersicht

Wie in Kapitel 3.1 gezeigt, ergaben die Klonsequenz-Analysen der beiden
leichten Immunglobulinketten-Varianten lambda und kappa bei einigen Gewe-
beproben kein eindeutiges Ergebnis. Es wurde angenommen, dass die Kopien-
zahl der cDNA, die fur die leichte Lymphom-Immunglobulinkette kodiert, haufi-
ger als die cDNA nicht-Lymphom-klonaler Immunglobuline vorhanden ist. Daher
sollte diese Kopienzahl der cDNA fiir lambda und kappa ermittelt werden. Dazu
wurde die Methode der quantitativen real-time PCR verwendet. Vorab wurden
in mehreren PCR-Ansétzen die Bedingungen, wie z.B. die Annealingtempera-
tur, fur die PCR optimiert und fur die jeweilige Kette eine Standardkurve gene-
riert. Anhand dieser Referenz-Standardkurven konnte im Verlauf die Kopienan-
zahl der Immunglobulin-cDNA fiir die Proben # 2, # 4 und # G5 bestimmt wer-

den.

3.2.2 Kopienanzahl-Bestimmung verschiedener Lymphompro-

ben
Die Kopienanzahl-Bestimmung der Leichtkettenimmunglobuline oben genannter
Lymphomproben erfolgte gleichzeitig sowohl fur kappa als auch fur lambda in
zwei unterschiedlichen Reaktionsansatzen. Hierdurch sollten eventuelle zeitlich

bedingte Unterschiede auf Grund von aufeinanderfolgenden und nicht gleichzei-
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tig durchgefuhrten Reaktionen mdglichst gering gehalten werden. Je Probe
wurden immer drei unterschiedliche Verdiinnungen verwendet.

Nach Vergleich der Messungen mit den jeweiligen Standardkurven konnten
daraus die Kopienanzahlen bestimmt werden. Im Folgenden werden die gemit-
telten Werte der jeweiligen Probe aufgefthrt und in Abbildung 3 sind diese in
schwarz fur lambda und weil3 fur kappa dargestelit.

Fur die Lymphomprobe # 2 ergab sich eine ca. 11-fach héhere Kopienanzahl
fur die leichte Kette kappa (kappa: 5,83x10° Kopien/ng; lambda: 4,85x10% Ko-
pien/ ng).

Die Kopienanzahl-Bestimmung fur die Probe # 4 zeigte eine hohere Anzahl von
Kopien der leichten Kette lambda (kappa: 6,72x10° Kopien/ ng; lambda: 2,3x10*
Kopien/ng). Der Unterschied zwischen diesen beiden Proben betrug allerdings
weniger als eine Zehnerpotenz. Ein ahnliches Ergebnis ergab sich fur die Probe
# G5, bei der die lambda-Kette das etwa zwolffache der kappa-Kette an Kopien
aufwies (kappa:4,12x10° Kopien/ ng; lambda: 5,09x10* Kopien/ng).

Als Positivkontrolle diente eine Probe, welche aus einer definierten Kopienan-
zahl des lambda-pBUDopti human-Vektors als auch des kappa-pBUDopti hu-
man-Vektors bestand und beiden Reaktionsanséatzen zugefiigt wurde. Das Mi-
schungsverhaltnis von lambda zu kappa betrug 10:1. Dieses Verhaltnis sollte
sich im Idealfall bei Bestimmung der Kopienanzahl bestatigen.

Nach erfolgreicher Reaktion, zeigte sich nach Berechnung des arithmetischen
Mittelwertes der Kopienanzahl fur die Positivkontrolle ein Verhaltnis fiur lambda
zu kappa von etwa 7:1 (kappa:8,28x10* Kopien/ ng; lambda: 5,42x10° Ko-
pien/ng).

Die als Negativkontrolle angesetzte Probe ohne Template zeigte bei jedem

Reaktionsansatz keinerlei relevante Reaktionskurven.
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6,00E+04 -

5,00E+04 -

4,00E+04 -

3,00E+04 - O Kappa

Kopien / ng

2,00E+04 - W Lambda

1,00E+04 -

0,00E+00 -

#2
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#G5

Abbildung 3: Kopienanzahl-Vergleich der leichten Immunglobulinketten
von Lymphomprobe # 2, # 4 und # G5 nach quantitativer Real-Time-PCR.
Die Kopienanzahl je ng ist fur die leichte Immunglobulinkette kappa als weil3er
Balken und fur die leichte Immunglobulinkette lambda als schwarzer Balken
dargestellt.

3.3 Produktion von ausgewahlten Antikdrpern
3.3.1 Ubersicht

Nach erfolgreicher Analyse der Klonsequenzen konnte flir die Proben # 2, # 4
und # 5 die leichte und schwere Immunglobulinketten-cDNA des ausgewahlten
Klons in den daflr vorgesehenen Vektor pBUDopti human kappa kloniert wer-
den. Die Klonierung fur die leichte und schwere Immunglobulinketten-cDNA fir
Probe # 8 erfolgte in den Vektor pBUDopti human lambda.

Um das passgenaue Einfigen der cDNA an den richtigen Stellen im Vektor ge-
wabhrleisten zu kénnen, wurde die cDNA vor Klonierungsbeginn mit Schnittstel-

len versehen (Kapitel 2.2.1.5).

3.3.2 Klonierung

Die Klonierung der ausgewahlten Klone in den Vektor erfolgte nach der oben
genannten PCR-Variante mit anschlieRendem Restriktionsverdau, Ligation von
Insert und Plasmid und Kontrolle der Insertsequenz.

Fur die Klonierung der Lymphomprobe # 5 wurde Klon 19 der schweren Im-

munglobulinkette und Klon 9 der leichten Immunglobulinkette kappa verwendet.
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Fur Lymphomprobe #4 wurde die Sequenz von Klon 2 der schweren Immun-
globulinkette und Klon 6 der leichten Immunglobulinkette kappa fir die Produk-
tion des Antikorpers benutzt. Fir Lymphomprobe # 2 wurde Klon 2 206 fir die
schwere Immunglobulinkette und Klon 1 fur die leichte Immunglobulinkette kap-
pa verwendet. Bei der Lymphomprobe # 8 ergab sich die Verwendung von Klon
1 der leichten Immunglobulinkette lambda und Klon 1 der schweren Immunglo-
bulinkette. Nach erfolgreicher Klonierung wurden die Plasmide in 293 T Zellen

transfiziert.

3.3.3 Produktionskontrolle

Um sicher zu gehen, dass nach Transfektion des Plasmids in 293T Zellen das
gewinschte Plasmid exprimiert wird, wurde mit Proben aus den Zellkultur-
Uberstanden ein Western Blot zur Farbung der Immunglobuline (Kapitel 2.2.3.2)
durchgefuhrt.

Die Abbildung 4 zeigt das Ergebnis des Western Blots fur die Antikorper der
Proben # 2, # 4 und # 5. Zu sehen ist je eine Bande bei einem Molekularge-
wicht von etwa 26 kDa fir die leichte Immunglobulinkette und eine deutliche
Bande bei etwa 55 kDa fur die schwere Immunglobulinkette je Probe. Banden
im Bereich dazwischen sind unspezifisch detektierte Produkte. Der Western
Blot fir den Antikdrper der Lymphomprobe # 8 ist hier nicht dargestellt. Er ver-
lief ebenso erfolgreich und zeigte ein positives Ergebnis.

# #4 #5

:“:"

26 kDa

Abbildung 4: Westernblot - Detektion der rekombinanten leichten und
schweren Immunglobulinkette der Proben # 2, # 4 und # 5.

Die schwere Immunglobulinkette je Probe hat ein Molekulargewicht von 55 kDa
und die leichte Immunglobulinkette von etwa 26 kDa.
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Die erfolgreiche Aufreinigung der Immunglobuline aus dem Zelliberstand mit-
tels Protein A wurde mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese und anschlielRender

Coomassie-Farbung verifiziert (Daten nicht gezeigt).

3.4 Phagenpeptidbanken-Selektionen auf rekom-
binanten Lymphom-B-Zell-Rezeptoren

3.4.1 Ubersicht

Zur ldentifikation mdglicher Peptide, die an die Epitope der hergestellten B-Zell-
Rezeptoren binden, wurden drei verschiedene Phagenpeptidbanken verwendet.
Diese unterschieden sich, wie in ihrem Namen kenntlich gemacht, anhand der
Anzahl der randomisierten Aminosauren, die sie an ihrer Oberflache prasentie-
ren. Die Phagen der X7-Phagenpeptidbank prasentierten randomisierte Peptide,
welche aus sieben Aminosauren bestehen. Bei den Phagenpeptidbanken X,
und X;g waren diese Peptide 12 bzw. 18 Aminosauren lang. Als Negativkontrol-
le fUr die rekombinanten Lymphom-Rezeptoren diente ein polyklonales Immun-
globulin G (1gG).

Selektionen mit der Xi;g und der X;, -Phagenpeptidbank wurden auf den Anti-
korpern der Proben # 2, # 4 und # 5 durchgefuhrt. Mit der Phagenpeptidbank X
wurde nur auf dem Antikorper der Probe # 5 selektiert. Die Durchfiihrung erfolg-
te wie in Kapitel 2.2.1.16 und 2.2.1.17 beschrieben. Zur Positivkontrolle des
methodischen Vorgehens wahrend der Selektion diente ein rekombinanter B-
Zell-Rezeptor einer Burkitt-Lymphom-Zelllinie mit der Bezeichnung CA46, flr
den bereits im Vorfeld erfolgreich ein Epitop-nachahmendes Peptid isoliert wer-

den konnte.

3.4.2 Selektionen mit der X;3- Phagenpeptidbank

Bei den Selektionen mit dieser Phagenpeptidbank wurden in jeder Runde eine
Menge von 2x10° Phagen, angegeben in transduzierenden Einheiten (TU), ein-
gesetzt.

Fur den Lymphom-B-Zell-Rezeptor # 5 wurden abweichend zum Protokoll auf
Grund geringer Anreicherung nach der dritten Runde funf Selektionsrunden
durchgefiihrt (Abbildung 5). Das Output der ersten Runde (1x10° Phagen) sank

nach der zweiten Selektionsrunde (1x10* Phagen) fiir den rekombinanten B-
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Zell-Rezeptor # 5 (schwarz dargestellt). Eine kontinuierliche Steigerung des
Outputs fand in der Runde 3 (7x10* Phagen) und Runde 4 (1,8x10° Phagen)
statt. Das Output der Runde 5 (7x10° Phagen) war etwas geringer als in Runde
4. Fur die Negativkontrolle (weil3 dargestellt) zeigte sich keine Anreicherung in
den Runden zwei und drei. In der Runde 4 ergab sich eine Anreicherung von
4x10° Phagen und in Runde fiinf eine etwas geringere Anreicherung (1,8x10°
Phagen) fir die Negativkontrolle.

Insgesamt zeigte sich nach den Runden zwei bis flnf eine etwa vierfach héhere
Menge gebundener Phagen an das Immunglobulin der Lymphomprobe # 5 im
Vergleich zur Negativkontrolle 1gG.

2,00E+06 -
1,50E+06 -
2L,00E+06 - m#5
OlgG
5,00E+05 -
0,00E+00 - -
1.Runde 2.Runde 3.Runde 4.Runde 5.Runde

Abbildung 5: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 5 und der Negativkontrolle IgG mit der X5 Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fir den B-Zell-Rezeptor # 5
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

Fir die Selektion auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 4 (Abbildung
6, schwarz dargestellt) ergab sich nach der ersten Runde ein Runden-Output
von 3,2x10° Phagen. In der folgenden Runde sank das Output auf 2,5x10°
Phagen und in der dritten Runde konnte kein, an das rekombinante Immunglo-
bulin bindender Phage nachgewiesen werden. Fur die Negativkontrolle (weif3
dargestellt) ergaben sich in jeder Runde keine bindenden Phagen. Wiederho-

lungen dieser Selektion zeigten in der Tendenz die gleichen Ergebnisse, so-
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dass fur diesen Lymphom-B-Zell-Rezeptor mit der Phagenpeptidbank X;s keine
bindenden Phagen isoliert werden konnten.

3,50E+05 -

3,00E+05 -

2,50E+05 -

2,00E+05 -

TU

m#4
1,50E+05 -
OlgG

1,00E+05 -

5,00E+04 -

0,00E+00 -

1.Runde  2.Runde 3.Runde

Abbildung 6: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 4 und der Negativkontrolle IgG mit der X;5 Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) angege-
ben. Die schwarzen Balken stellen das Output fir den B-Zell-Rezeptor # 4 und
die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle IgG dar.

Das Runden Output fur die Selektion auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphom-
probe # 2 (Abbildung 7, schwarz dargestellt) ergab 1,9x10° Phagen. Nach der
zweiten Runde wurde jedoch eine héhere Menge an Phagen in der Negativ-
kontrolle (5x10* Phagen, weiR3 dargestellt) im Vergleich zum B-Zell-Rezeptor
der Lymphomprobe # 2 (3x10* Phagen) bestimmt. Die Selektion wurde nach
dieser Runde abgebrochen und mehrmals von Neuem begonnen. Die Ergeb-
nisse ahnelten jedoch stark den schon beschriebenen, sodass mit diesem re-
kombinanten Immunglobulin keine erfolgreiche Selektion Uber drei oder mehr
Runden durchgefihrt werden konnte.
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Abbildung 7: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 2 und der Negativkontrolle IgG mit der X;3 Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fir den B-Zell-Rezeptor # 2
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

Die Ergebnisse der Selektionen auf dem Kontroll-B-Zell-Rezeptor der Burkitt-
Lymphom-Probe CA46 (Abbildung 8, schwarz dargestellt) ergaben erfolgreiche
Anreicherungen mit der Phagenpeptidbank X;s. Beginnend mit einem Output
von etwa 6x10° Phagen nach der ersten Runde, sank dieser in der folgenden
Runde auf 5x10* Phagen und stieg nach der dritten Runde auf 2,5x10° Phagen
an. Die Negativkontrolle (weil3 dargestellt) zeigte hingegen ein Output von
4x10* Phagen nach der zweiten Runde und sank nach der dritten Runde auf
1x10* Phagen. Es zeigte sich in der zweiten Runde eine etwa 1,3 fach hohere
Anreicherung fur den rekombinanten B-Zell-Rezeptor der Burkitt-
Lymphomprobe CA46 und in der dritten Runde eine 250fach hdhere Anreiche-

rung im Vergleich zur Negativkontrolle.
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Abbildung 8: Kontrollselektion auf dem rekombinanten B-Zell-Rezeptor
der Burkitt-Lymphomprobe CA46 und der Negativkontrolle IgG mit der Xig
Phagenpeptidbank.

Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fur den B-Zell-Rezeptor CA46
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

3.4.3 Selektionen mit X,- Phagenpeptidbank

Die Selektionen mit der X;2- Phagenpeptidbank wurden mit dem Einsatz von
4x10™ Phagen je Runde durchgefiihrt.

Die Selektion auf dem rekombinanten B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 5
(Abbildung 9, schwarz dargestellt) ergab eine anfangliche Anreicherung von
9x10° Phagen in der ersten Runde. Dieser Output sank in der zweiten Runde
auf 1x10* Phagen. Fiir die Negativkontrolle (weil dargestellt) ergab sich kein
bindender Phage in der zweiten Runde. In der dritten Runde stieg der Output
des B-Zell-Rezeptors # 5 wieder auf 3,3x10° Phagen, allerdings stieg er eben-
falls bei der Negativkontrolle (2,7x10° Phagen). Eine eindeutige héhere Anrei-
cherung auf dem Lymphom-B-Zell-Rezeptor im Vergleich zur Negativkontrolle
ergab sich nicht, sodass die dritte Runde erneut wiederholt wurde. Dieses Mal
zeigte sich ein hoherer Output bei der Selektion auf der Negativkontrolle
(1,2x10° Phagen) im Vergleich zum B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 5
(6,9x10° Phagen). Erneute Selektionen mit dieser Phagenpeptidbank brachten

unveranderte Ergebnisse.
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Abbildung 9: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 5 und der Negativkontrolle IgG mit der X;, Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fir den B-Zell-Rezeptor # 5
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

Als Ergebnis der Selektion auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 4
(Abbildung 10, schwarz dargestellt) zeigte sich ein Output der erste Runde mit
5,2x10° Phagen. Das Output der Runde zwei ergab 5,8x10° Phagen und fiir die
Negativkontrolle 3,8x10°> Phagen (wei3 dargestellt). Somit konnte keine eindeu-
tige Anreicherung auf dem rekombinanten Immunglobulin im Vergleich zur Ne-
gativkontrolle nach der zweiten Runde gezeigt werden. Eine erneute Selektion
auf diesem Lymphom-B-Zell-Rezeptor zeigte &hnliche Ergebnisse, die ebenfalls
nicht Gber die zweite Selektionsrunde hinaus fortgefuhrt werden konnten.
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Abbildung 10: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 4 und der Negativkontrolle IgG mit der X;, Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fur den B-Zell-Rezeptor # 4
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

65



3 Ergebnisse

Fir die Selektion auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 2 (Abbildung
11, schwarz dargestellt) zeigte sich ein ahnliches Bild wie bei der Selektion auf
dem Lymphom-B-Zell-Rezeptor # 4. Nach einem Output der ersten Runde mit
4x10° Phagen, zeigte sich in der zweiten Runde keine deutliche Anreicherung.
Das Output fiir den rekombinanten B-Zell-Rezeptor betrug 9,3x10° und nur et-
was weniger fiir die Negativkontrolle (8,3x10°> Phagen, wei} dargestellt). Die

Wiederholungen dieser Selektion zeigten ahnliche Ergebnisse.
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Abbildung 11: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 2 und der Negativkontrolle IgG mit der X;, Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fiur den B-Zell-Rezeptor # 2
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

3.4.4 Selektionen mit der X;- Phagenpeptidbank

Identisch zur Selektion mit der X,g- Phagenpeptidbank wurden hier ebenfalls je
Runde 2x10° Phagen eingesetzt.

Nach vier Selektionsrunden auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 5
(Abbildung 12, schwarz dargestellt) sowie der Negativkontrolle IgG (weil3 dar-
gestellt) ergab sich eine hoéhere Menge bindender Phagen fur den B-Zell-
Rezeptor als fiir die Negativkontrolle. Nach der zweiten Runde hatten 1,2x10°
Phagen an das rekombinante Immunglobulin und 3x10* Phagen an die Nega-
tivkontrolle gebunden. In der folgenden Runde betrug das Output 2,1x10° Pha-
gen fiir den Lymphom-B-Zell-Rezeptor und 9x10* Phagen fiir die Negativkon-
trolle. Die Anreicherung in der zweiten Runde betrug flr den B-Zell-Rezeptor
der Lymphomprobe # 5 etwa das Vierfache und in der dritten Runde nur noch

das 2,5 fache im Vergleich zur Negativkontrolle, sodass die dritte Runde noch
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einmal wiederholt wurde. Das Ergebnis zeigte daraufhin eine Anreicherung um
das Vierfache (B-Zell-Rezeptor # 5: 1,6x10° Phagen und Negativkontrolle:
4x10* Phagen).
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Abbildung 12: Selektionsergebnisse auf dem rekombinanten B-Zell-
Rezeptor # 5 und der Negativkontrolle IgG mit der X; Phagenpeptidbank.
Das Runden-Output ist in transduzierenden Einheiten der Phagen (TU) ange-
geben. Die schwarzen Balken stellen das Output fur den B-Zell-Rezeptor # 5
und die weil3en Balken das Output fur die Negativkontrolle 1gG dar.

3.4.5 Bindungseigenschaften der selektierten Phagenklone

Nach erfolgreicher Selektion galt es zu Uberprifen, ob die selektierten Phagen
auch spezifisch an den Lymphom-B-Zell-Rezeptor, auf dem sie selektiert wur-
den, binden. Hierzu wurden Einzelklone prapariert und diese dann in einem
ELISA auf ihre Bindung zum B-Zell-Rezeptor im Vergleich zum polyklonalen
Immunglobulin G (IgG) getestet (Abbildung 13).

Aus der dritten Selektionsrunde auf dem B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe #
5 mit der X15- Phagenpeptidbank wurden 10 Einzelklone préapariert und auf ihre
Bindung getestet. Der fd-Tet Phagenklon ohne Peptidinsert sollte hierbei als
Phagennegativkontrolle nur sehr gering und unspezifisch an den B-Zell-

Rezeptor, als auch an das IgG binden.
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Abbildung 13: ELISA-Test zur Bindungseigenschaft von Einzelklonen auf

Lymphom-B-Zell-Rezeptor # 5 und Negativkontrolle IgG.

Die Messung erfolgte anhand der optischen Dichte (Extinktion) bei 405nm; EK

1- 10 bezeichnet die Einzelklone 1 — 10, sowie eine Positivkontrolle (CA46 Ein-
zelklon gemessen auf CA46-B-Zell-Rezeptor und Kontroll-IgG) und zwei Nega-
tivkontrollen (Einzelklon EK2 gemessen auf dem B-Zell-Rezeptor # 5 und Kont-
roll-IgG ohne Detektionsantikbrper M13).

Es zeigten sich héhere Messwerte fur die Einzelklone EK 1, EK 5 und EK 6 auf
dem Lymphom-B-Zell-Rezeptor im Vergleich zum Kontroll-lgG. Diese Unter-
schiede waren jedoch geringfiigig. Ebenso zeigten sich héhere Messwerte flr
das Kontroll-1gG fur die Einzelklone EK 2, EK 3, EK 8, EK 9 und EK 10 im Ver-
gleich zum B-Zell-Rezeptor # 5, die jedoch auch nur gering waren. Fur den Ein-
zelklon EK 4 zeigte sich allerdings eine deutlich hohere gemessene Bindung
auf der Negativkontrolle 1gG als fir den Lymphom-B-Zell-Rezeptor. Der fd-Tet
Phage zeigte sowohl fir den B-Zell-Rezeptor, als auch fir das Kontroll-lgG die
gleiche optische Dichte an. Die Positivkontrolle, zur Uberpriifung einer funktio-
nierenden Messung, fiel positiv und die beiden Negativkontrollen ebenso nega-
tiv aus. Bei der Positivkontrolle handelte es sich um einen vorab isolierten und
spezifisch auf dem Burkitt-Lymphom-B-Zell-Rezeptor CA46 bindenden Pha-
genpeptidklon, der hier sowohl auf dem Kontroll-IgG als auch auf dem Burkitt-
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Lymphom-B-Zell-Rezeptor CA46 getestet wurde. Als Negativkontrolle wurde
der Einzelklon EK 2 auf dem B-Zell-Rezeptor # 5 und Kontroll-IgG je ohne De-
tektionsantikorper M13 getestet.

Insgesamt ergab diese Versuchsauswertung keinen spezifisch an den Antikor-
per bindenden Phagen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass auf den rekombinanten B-
Zell-Rezeptoren der follikularen Lymphome keine spezifisch bindenden und

somit das Epitop imitierenden Phagenpeptidklone isoliert worden waren.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht

Das follikulare Lymphom ist mit einem Anteil von etwa 40% aller Non-Hodgkin-
Lymphome eines der haufigsten Lymphome in Europa (Noppe et al. 1999).
Dennoch sind trotz intensiver Forschung bislang weder eindeutige Risikofakto-
ren noch Ausldser fir die Entstehung des follikularen Lymphoms entdeckt wor-
den. Es wird davon ausgegangen, dass durch Antigenselektion B-Zellen stimu-
liert und zur Proliferation angeregt werden (Bahler und Levy 1992). Dies ent-
spricht der natirlichen Entwicklung der B-Zelle im Keimzentrum. Weist diese B-
Zelle zusatzlich die fur das follikulare Lymphom typische Translokation (t14;18)
auf, ist der naturliche Apoptosemechanismus durch die dauerhafte Expression
des bcl-2-Proteins auf3er Kraft gesetzt und die Zelle kann ohne Hindernisse
weiter proliferieren.

Dieses Entstehungsmodell des follikularen Lymphoms wirft die Frage auf, ob
bestimmte Antigene vorhanden sein missen, um die maligne Entartung der B-
Zelle zu bewirken oder zu beginstigen. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit
der B-Zell-Rezeptor von follikularen Lymphomen verschiedener Patientenpro-
ben diesbeziglich untersucht werden. Hierzu musste die zum B-Zell-Rezeptor
des Lymphoms gehoérige DNA-Sequenz der leichten und schweren Immunglo-
bulinkette identifiziert werden. Im Anschluss konnten rekombinante Lymphom-
B-Zell-Rezeptoren in 293T-Zellen hergestellt und spezifisch bindende Peptidli-
ganden aus randomisierten Phagenpeptidbanken isoliert werden. Hierdurch
sollte ein von den Phagen an der Oberflache prasentiertes Peptid isoliert wer-
den, welches das Epitop des B-Zell Rezeptors von follikularen Lymphomen imi-
tiert. Mit Hilfe solcher Peptide kdnnte das Verstandnis, wie es zu der Entartung
dieser Zellen kommen kann, verbessert und moéglicherweise ein neuer Ansatz-
punkt in der Therapie des follikularen Lymphoms gefunden werden.

Im Folgenden sollen unter Berlcksichtigung der bislang veréffentlichten Litera-
tur die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse betrachtet und diskutiert werden.
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4.2 Interpretation der klonalen Diversitat in den
Lymphomproben

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die leichten und schweren Immunglobulinket-
ten-Sequenzen des malignen Klons einzelner Lymphomproben identifiziert wer-
den. Dabei erfolgte die RNA-Isolierung der verwendeten Lymphomproben aus
Lymphknotengewebe. Das Entstehungsmodell des follikularen Lymphoms geht
von einer monoklonalen Entwicklung aus. Es wére denkbar, dass diese Ent-
wicklung zur lymphatischen Neoplasie durch Antigenstimulation einer Zelle be-
gunstigt wird. Diese Zelle bildet dann, moglicherweise stimuliert durch das Anti-
gen, identische maligne Tochterzellen, bis letztendlich die Struktur des
Lymphknotengewebes durch diese tumorbildenden Zellen dominiert wird. Da
diese Tochterzellen klonal sind, also alle von ein und derselben Zelle abstam-
men, sollten auch ihre B-Zell-Rezeptoren und vor allem die CDR 3 identisch
sein. Entsprechend wéare auch eine einheitliche Verwendung der leichten Im-
munglobulinkette kappa oder lambda innerhalb einer Lymphomprobe zu erwar-
ten. Somit sollten sich nach der Klonsequenzenanalyse der jeweiligen verwen-
deten Gewebeprobe eine eindeutige Dominanz der leichten Immunglobulinkette
(kappa oder lambda) sowie eine eindeutige Sequenz des malignen Klons der
schweren Immunglobulin-Kette herausstellen.

Die Analysen der Klonsequenzen in dieser Arbeit ergaben mehrere unter-
schiedliche und tberraschende Ergebnisse. So zeigten einige Lymphomproben
eine Dominanz einer Klonsequenz und andere Lymphomproben ein heteroge-
nes Geschehen mit ganz unterschiedlichen Klonsequenzen. Es ergaben sich
aber auch vereinzelte nicht dominante Klonsequenzen anderer Immunglobulin-
Familien innerhalb einer Lymphomgewebeprobe. Bei den letztgenannten Klon-
sequenzen handelt es sich vermutlich um Sequenzen vereinzelter nicht malig-
ner B-Zellen, die sich in der Gewebeprobe befunden haben (Bahler et al. 1991).
Die oben beschriebenen Ergebnisse sollen im Folgenden naher erlautert und

diskutiert werden.
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4.2.1 Die Rolle der intraklonalen Variation der analysierten

Klonsequenzen in den Lymphomproben

Fur einige der untersuchten Lymphomproben konnte eine eindeutige Dominanz
einer Klonsequenz fir die leichte und schwere Immunglobulinkette festgestellt
werden. So ergab sich fur die Lymphomprobe # 2 eine eindeutige Dominanz
von Klonsequenzen im Bereich der leichten Immunglobulinkette kappa gegen-
Uber der leichten Immunglobulinkette lambda. Die Klonsequenzen waren so-
wohl in ihren CDRs als auch in ihrem Mutationsstatus homolog. Dieses Ergeb-
nis entspricht am ehesten dem unter 4.2 beschriebenen Entstehungsmodell
eines follikularen Lymphoms und ware fir die weiteren untersuchten Lym-
phomproben ebenfalls zu erwarten gewesen. Fur die Klonsequenzen der
schweren Immunglobulinketten der Lymphomproben # 4, # 5, # 8 und # G5 er-
gaben sich Klonsequenzen, die die identische Immunglobulin-Familie inklusive
Untergruppe besitzen und auch tberwiegend in CDR 1 — 3 Ubereinstimmen,
jedoch Unterschiede in ihrem Mutationsstatus aufweisen. Diese Klonsequenzen
durften letztlich vom selben Mutterklon abstammen.

Diese beschriebenen Abweichungen innerhalb des Mutationsstatus und auch in
geringen Abweichungen in den CDR-Sequenzen werden als intraklonale Varia-
tion bezeichnet. Diese intraklonalen Variationen entstehen nach Noppe et al.
(1999) durch fortlaufende Mutationen. Aufgrund dieser Mdglichkeit der fortlau-
fenden Mutationen entsteht letztendlich eine heterogene Gruppe von Klonen,
die sich in wenigen Basen unterscheiden. Aus dieser heterogenen Gruppe kann
sich dann durch weitere Mutationen der dominante Klon entwickeln (Bahler und
Levy 1992; Zhu et al. 1994). Es handelt sich um eine spezifische Eigenschaft
von follikularen Lymphomen, fortlaufend zu mutieren und dadurch dieses Bild

entstehen zu lassen (Levy et al. 1988).

Diese somatischen Mutationen finden vor allem in den Gensequenzen der va-
riablen Regionen der Immunglobuline statt (Levy et al. 1988; Lebecque und
Gearhart 1990). Dies betrifft vor allem die CDRs, die fir die Antigenbindungs-
struktur entscheidend sind und eine hohe Affinitat des Immunglobulinrezeptors
zum Antigen ermdéglichen. Stamatopoulos et al. (1997) sowie Adam et al.

(2007) beschreiben, dass vor allem Replacement-Mutationen (Austausch einer
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Base bewirkt die Codierung einer anderen Aminosaure) in den CDRs und Si-
lentmutationen (Austausch einer Base hat keine Auswirkung auf die Aminosau-

recodierung) in den framework regions (FWRsS) vorkommen.

4.2.2 Mogliche Bedeutung der Heterogenitat innerhalb der ana-

lysierten Klonsequenzen in den Lymphomproben
Neben den oben beschriebenen Ergebnissen ergaben sich tUberraschenderwei-
se auch Klonsequenzen, bei denen fir eine Immunglobulinkette kein oder deut-
lich schwerer ein eindeutig dominanter Klon zugeordnet werden konnte.
So zeigte sich fur die leichten Immunglobulinketten kappa der Lymphomgewe-
beproben # 4 und # 5, fur die leichten Immunglobulinketten lambda der Lym-
phomgewebeproben # 8 und # G5 sowie fur die schwere Immunglobulinkette p
der Lymphomgewebeprobe # 2 neben dem Bild der schon beschriebenen in-
traklonalen Variation innerhalb einer Immunglobulinkette auch ein grof3er Teil
an Klonsequenzen komplett anderer Immunglobulinfamilien. Durch den Anteil
der identischen bzw. durch die intraklonale Variation minimal variierten Klonse-
guenzen war zwar eine Identifikation der Tumorsequenzen mdéglich, dennoch
deutlich schwerer als fir die unter 4.2.1 beschriebenen Immunglobulinkettense-
quenzen.
Ein weiteres Uberraschendes Ergebnis zeigte sich fur die Lymphomproben # 7,
# 11 und # G3. Sowohl fur die schwere als auch die leichten Immunglobulinket-
ten zeigen sich ein sehr starkes heterogenes Bild mit sowohl unterschiedlichen
Immunglobulinfamilien, also auch Untergruppen mit unterschiedlichen Klonse-
quenzen in den CDR 1 bis 3. Bei diesen Proben war eine Identifikation der Tu-
morsequenzen nicht moglich.
In der Annahme, dass es sich beim follikularen Lymphom um eine monoklonale
Erkrankung handelt, sollte eigentlich eine eindeutige Dominanz eines Klons fir
eine der leichten Immunglobulinketten sowie fur die schwere Immunglobulinket-
te zu identifizieren sein. Des Weiteren zeigt sich bei Lymphomen normalerweise
ein kompletter Befall des Lymphknotens mit Tumorzellen. Daraus ergibt sich,
dass nicht maligne B-Zellen nur vereinzelt noch vorhanden sein sollten und der
Uberwiegende Teil des Gewebes aus malignen Tumorzellen besteht. Daher ist

es Uberraschend, dass Klonsequenzen von verschiedenen Immunglobulinfami-
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lien fir eine Kette so zahlreich vertreten sind, wenn eigentlich eine monoklonale
Neoplasie das gesamte Gewebe durchsetzt haben sollte und nur diese Klonse-
guenzen zu finden sein sollten.

Es stellt sich die Frage, ob das Wachstum von follikularen Lymphomen im ge-
wissen Mal3e zwar verdrangend ist, jedoch auch die Mdoglichkeit zulasst, dass
andere nicht maligne B-Zellen in diesem Lymphknoten utberleben kdnnen. So
ware es denkbar, dass die nicht malignen B-Zellen moéglicherweise eine Art
,oymbiose“ mit dem malignen Tumor eingehen kdnnen und vielleicht selbst
auch durch diese ,Symbiose” die Mdglichkeit zur Proliferation erhalten. Dies
wirde zumindest erklaren, warum unterschiedliche Immunglobulinsequenzen
unterschiedlicher Familien in einer Lymphomgewebeprobe in grol3erer Menge
vorhanden sind. Mdglichweise sind auch andere Zellen oder weitere Antigene
an dieser Entwicklung beteiligt, die dieses Zusammenspiel zwischen malignen
und nicht malignen Zellen unterstttzen.

Des Weiteren ergibt sich die Frage, welche Komponenten vorhanden sein mus-
sen, damit es entweder zu der Entwicklung eines Lymphoms mit einem eindeu-
tigen dominanten Klon fir die jeweilige Immunglobulinkette kommt oder sich
eher ein heterogenes Geschehen ohne bzw. mit weniger eindeutiger Dominanz
entwickelt. Denn bei den hier untersuchten Lymphomproben handelte es sich
Uberwiegend um follikulare Lymphome niedrigen Grades (Grad 1). Es kdnnte
daher angenommen werden, dass dem Lymphom mit niedrigem Grad gewisse
Entwicklungsstufen zu einem dominanten Tumorklon fehlen und dass bei Grad
Il oder Grad lll zunehmend deutlicher dominante Immunglobulinsequenzen ge-
funden werden kdnnen. Widersprichlich dazu ist jedoch die Tatsache, dass es
sich bei der Lymphomgewebeprobe # 11 um ein follikulares Lymphom Grad Il
handelt und fir dieses Probe die oben beschriebene Heterogenitdt ohne domi-
nanten Klonsequenz sehr deutlich gezeigt hatte. Auch der Vergleich der unter-
suchten Lymphomproben niedrigen Grades zeigte als Beispiel fur die Lym-
phomprobe # 4 klare Ergebnisse, hingegen fir die Probe # G5 weniger eindeu-
tige.

Des Weiteren scheint es liberraschend, dass bei Betrachtung aller untersuchten

Lymphomgewebeproben fur die schwere Immunglobulinkette eher einen domi-
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nanteren Tumorklon identifiziert werden konnte als fur die leichten Immunglobu-
linketten.

In der veroffentlichten Literatur gibt es zu der entdeckten Heterogenitat einzel-
ner Lymphomproben bislang keine veréffentlichten Daten.

Im Falle der Lymphomgewebeproben # 7, # 11 und # G3 ist moglicherweise
auch davon auszugehen, dass es sich bei dem verwendeten Gewebestiick, aus
dem die RNA isoliert wurde, um tumorfreies Gewebe handelte. Dadurch kénnte
erklart werden, warum kein dominanter Klon, weder fir die leichte noch fir die
schwere Immunglobulinkette gefunden werden konnte. Methodisch héatte es
maoglicherweise Vorteile gehabt, sdmtliche Banden nach der gelelektrophoreti-
schen Auftrennung in den pJET-Vektor zu klonieren. Dadurch ware unter Um-
standen moglich geworden, dass Sequenzen des Tumorklons in schwacheren

Banden ebenfalls amplifiziert werden.

Zusammenfassend ergibt sich, dass die Annahme, dass sich bei der Entwi-
cklung des follikularen Lymphoms die Tumorsequenzen der leichten und
schweren Immunglobulinketten immer eindeutig zuordnen lassen, nur teilweise
bestétigt werden konnte. Vielmehr fanden sich bei den meisten untersuchten
Proben unterschiedliche Anzahlen von Mutationen, die im Sinne der intraklona-
len Variation zu erklaren sind. Diese intraklonale Variation scheint durch den
erfolgten Antigenkontakt bedingt zu sein, der es follikularen Lymphomen ermdg-
licht auch nach diesem Kontakt weitere Mutationen zuzulassen. Dadurch kann
der Immunglobulinrezeptor weiter verandert und angepasst werden. Die Anti-
genselektion scheint daher ein wichtiger Faktor in der Entstehung follikularer
Lymphome zu sein, auch wenn die genaue Rolle dieser Antigene noch weitest-
gehend unbekannt ist. Des Weiteren scheint bislang ungeklart, warum einige
Lymphomgewebeproben neben der intraklonalen Variation innerhalb der Im-
munglobulinketten auch einen grol3en Teil an Klonsequenzen anderer Immun-
globulinfamilien aufweisen. Die Heterogenitat in diesem Ausmal} vor allem fir
die leichten Immunglobulinketten ist bei einer monoklonalen Neoplasie, die den
kompletten Lymphknoten durchsetzt hat, sehr Gberraschend und mit den in die-
ser Arbeit verwendeten Methoden nicht hinreichend erklarbar. Weitere For-

schungen in dieser Richtung wirden moglicherweise mehr Aufschluss bringen.
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4.2.3 Vergleich der Homologien der analysierten Lymphompro-

ben mit der Literatur

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, sind die fortlaufenden Mutationen und dem-
entsprechend variierende Homologien zur Keimbahn eine spezielle Eigenschaft
follikularer Lymphome. Nach Zhu et al. (1994) sind sowohl die leichte als auch
schwere Immunglobulinkette dem somatischen Mutationseigenschaften ausge-
setzt. Es sind fur das follikulare Lymphom vor allem Mutationen in den CDRs
der schweren Kette beschrieben. Bei der leichten Kette wurden deutlich weni-
ger Mutationen entdeckt (Stamatopoulos et al. 2000).

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse aus dieser Arbeit und der Literatur fur folliku-
lare Lymphome in Bezug auf die Anzahl der Mutationen und der prozentualen
Ubereinstimmung zur Keimbahnsequenz (Homologien zur Keimbahn) fur die

leichten und schweren Immunglobulinketten tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 20: Vergleich von Keimbahnhomologie und Mutationsstatus folli-
kularer Lymphome aus der Literatur mit eigenen Ergebnissen

Schwere Immunglobulinkette Leichte Immunglobulinkette
Literaturquelle” und

Lymphomprobe in Homologie Anzahl der _ Anzahl der

dieser Arbeit (Mittelwert) Mu_tat|onen quologle Mu_tat|onen

(Mittelwert) (Mittelwert) (Mittelwert)
Aarts et al. 92,20% 23] keine Angabe| keine Angabe
Adam et al . 89-99,1% ¥ 25] keine Angabe| keine Angabe
Bahler et al. 91,40% 25] keine Angabe| keine Angabe
Belessi et al. 89%| keine Angabe 96%| keine Angabe
Kosmas et al. 90,70% 27 95,30% 13
Noppe et al. 88%| keine Angabe] keine Angabe| keine Angabe
Radcliff et al. 85,6% - 90,5% *|  keine Angabe| 88% - 97% *| keine Angabe
Stamatopulos et al. 90,70% 27 95,30% 13
Zelenetz et al. 90,70%| keine Angabe 96%| keine Angabe
Zhu et al. 87,70%| keine Angabe 97,20%| keine Angabe
Lymphomprobe # 2 98,84% 3,33 95,70% 14
Lymphomprobe # 4 92,95% 18 94,56% 16
Lymphomprobe # 5 95,93% 11,6 96,89% 9,14
Lymphomprobe # 8 91,16% 25,44 94,21% 16,5
Lymphomprobe #G5 85,72% 40,71 87,21% 34,33

" (Bahler et al. 1991; Zelenetz et al. 1992; Zhu et al. 1994; Stamatopoulos et al. 1997; Kosmas et al. 1998;
Noppe et al. 1999; Aarts et al. 2000; Belessi et al. 2002; Adam et al. 2007; Radcliffe et al. 2007)

* kein Mittelwert

Bei Betrachtung der prozentualen Ubereinstimmungen zur Keimbahn (Homolo-
gie) und dem Mutationsstatus (sofern angegeben) in der Literatur, ergeben sich

fur die schwere Immunglobulinkette unterschiedliche Ergebnisse. Die Homolo-
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gien variieren im Mittelwert von 87,70% (Zhu et al. 1994) bis 99,10% (Adam et
al. 2007) sowie von 23 (Aarts et al. 2000) bis 27 Mutationen (Stamatopoulos et
al. 1997; Kosmas et al. 1998).

Die Homologien zur Keimbahn der schweren Immunglobulinkette im Rahmen
dieser Arbeit ergeben &hnliche Werte. So variieren hier die Homologie-Werte
von 85,72% und 40,71 Mutationen (Lymphomprobe # G5) bis 95,93% und 11,6
Mutationen (Lymphomprobe # 5). Die Homologie zur Keimbahn der Klonse-
qguenzen der schweren Immunglobulinkette der Lymphomprobe # 2 betragt hin-
gegen 98,84% und die Anzahl der Mutationen belauft sich auf 3,33 Mutationen.
Es ist in diesem Falle fraglich, ob diese stattgefundenen Mutationen ausreichen,
um von einem mutierten Arrangement der variablen Region zu sprechen. Be-
schrieben ist bei Smilevska et al. (2008) eine Homologie von weniger als 98%

zur Keimbahn, um von einer Mutation sprechen zu kdnnen.

Im Bezug auf die leichten Immunglobulinketten sind bislang wenige Daten ver-
fugbar und nur fur die leichte Immunglobulinkette kappa veroffentlicht. Es zeigt
sich, dass Gen-Mutationen in den leichten Ketten geringere Anzeichen der An-
tigenselektion im Vergleich zu den schweren Ketten aufweisen (Stamatopoulos
et al. 1997). Dennoch spielt die leichte Immunglobulinkette nach Ansicht von
Smilevska et al. (2008) eine entscheidende Rolle in der Antigenerkennung.

Die Mittelwerte der Homologien zur Keimbahn variieren in der Literatur fur die
leichte Immunglobulinkette kappa von 95,3% und 13 Mutationen (Stamatopou-
los et al. 1997; Kosmas et al. 1998) bis 97,2% (Zhu et al. 1994).

Im Rahmen dieser Arbeit ermittelte Homologie-Werte fur die Proben des folliku-
laren Lymphoms in Bezug auf die leichte Immunglobulinkette kappa variieren
von 94,6% und 16 Mutationen (Lymphomprobe # 4) bis 96,9% und 9 Mutatio-
nen (Lymphomprobe # 5). Die prozentualen Ubereinstimmungen mit der Keim-
bahn liegen fur die Lymphomproben in etwa bei den Werten aus der Literatur
und zeigen auch deutlich die geringere Mutationsrate als bei den Immunglobu-
linsequenzen der schweren Kette. Die Homologie-Werte fir die Lymphompro-
ben # 8 und # G5, die die leichte Immunglobulinkette lambda verwenden, variie-
ren von 87,21% bis 94,21% und 16,5 und 34,33 Mutationen. Auf Grund der Er-
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gebnisse ist eine geringere Antigenauseinandersetzung der leichten Immunglo-

bulinketten denkbar.

4.2.4 ldentifikation der leichten Immunglobulinkette durch Ver-

wendung der quantitativen Real-Time-PCR
Die Identifikation der vom Tumorklon verwendeten leichten Immunglobulinket-
ten—Sequenz gestaltete sich bei einigen Lymphomproben schwierig. Sowohl fur
die leichte Immunglobulinkette lambda als auch kappa konnten teilweise mehre-
re identische Klonsequenzen gefunden werden. Fir die Klonsequenzen von
einer der beiden Immunglobulinketten zeigte sich jedoch keine starke Domi-
nanz. Mit Hilfe der ermittelten Kopienanzahl der cDNA einer Lymphomprobe fir
die leichte Immunglobulinkette lambda sowie kappa sollte sich eine deutliche
Dominanz einer der beiden Immunglobulinketten herausstellen.
Die Ergebnisse fur die Lymphomprobe # 2 zeigen eine um etwa eine Zehnerpo-
tenz hohere Kopienanzahl fur die leichte Immunglobulinkette kappa als fur
lambda. Bei den Sequenzanalysen ergibt sich ebenfalls, wie unter 4.2 be-
schrieben, eine eindeutige Dominanz einer Klonsequenz fir die leichte Im-
munglobulinkette kappa.
Bei der Kopienanzahl-Bestimmung fur die Lymphomprobe # 4 zeigt sich eine
hohere Kopienanzahl fur die leichte Immunglobulinkette lambda. Mittels der
PCR basierten Sequenzanalyse ist es fur diese Probe nicht méglich, eine Se-
quenz fur die leichte Immunglobulinkette lambda zu identifizieren. Es zeigt sich
hingegen eher eine Dominanz eines Tumorklons fur die leichte Immunglobulin-
kette kappa. In der gelelektrophoretischen Auftrennung der familienspezifischen
PCR-Produkte fur lambda zeigt sich jedoch immer eine Bande mit der erwarte-
ten GrolRe. Nach erfolgreicher Sequenzierung konnte hier jedoch keine Immun-
globulin-Sequenz festgestellt werden.
Daher ist davon auszugehen, dass die Primer der familienspezifischen PCR
aulBer an den DNA-Sequenzen fiur die leichte Immunglobulinkette mdglicher-
weise auch an anderen Nicht-Immunglobulin-Sequenzen binden und somit un-
spezifische Produkte entstehen. Gleiches konnte fur die eigentlich spezifisch
auf die konstante Region der leichten Immunglobulinkette lambda bzw. kappa

hergestellten Primer der quantitativen Real-Time-PCR gelten. Dieses wuirde die
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deutlich hohere Kopienanzahl der Lymphomprobe # 4 fur die vermeintlich leich-
te Immunglobulinkette lambda erkléren.

Die Sequenzanalysen fur die leichte Immunglobulinkette der Lymphomprobe
# G5 zeigt keine eindeutige Tendenz fir eine der beiden leichten Ketten. Das
Ergebnis der quantitativen Real-Time-PCR zeigt eine Uber eine Zehnerpotenz
hohere Kopienzahl fur die leichte Immunglobulinkette lambda als fur kappa. Fur
die Antikorperproduktion wurde deshalb die Klonsequenz der leichten Immun-
globulinkette lambda verwendet. Dennoch ist zu beachten, dass durch die Er-
gebnisse fur die Lymphomprobe # 4 anscheinend keine hochspezifische Affini-
tat der Primer zu den Sequenzen der konstanten Region der leichten Immun-
globulinkette herrscht. Die Verwendung der quantitativen Real-Time-PCR als
einzige Methode zur Identifikation der leichten Immunglobulinkettensequenz
des Tumorklons scheint hier nicht ausreichend. Sie dient eher dazu, eine Ten-

denz zu einer der beiden Immunglobulinkettenvarianten aufzuzeigen.

4.2.5 Moglichkeit des Isotyp-Switchs der schweren Immunglo-

bulinkette bei der Lymphomprobe # 11
Bei der Lymphomprobe # 11 handelt es sich, wie aus Tabelle 1 ersichtlich, um
das Material eines follikularen Lymphom-Rezidivs. Die schwere Immunglobulin-
kette u dieser Probe konnte jedoch nicht identifiziert werden. Da es sich bei die-
ser Probe um ein Lymphom des Grades Il handelt, ist durch die verstarkte
Ausbreitung des Tumors innerhalb des Lymphknotens die Wahrscheinlichkeit
sehr hoch, zum Tumor gehdrige Immunglobulinsequenzen in der Gewebeprobe
zu haben. Daher musste es theoretisch mdglich sein, die schwere Immunglobu-
linkette dieser Lymphomprobe amplifizieren zu kdnnen. Denkbar ware es, dass
es sich bei der konstanten Region dieser schweren Immunglobulinkette nicht
um den angenommenen Isotyp u (IgM), sondern um den Isotyp der schweren
Immunglobulinkette y (IgG) handelt. Diese Annahme beruht auf einer Arbeit von
Aarts et al. (2000), die bei ihren Untersuchungen bei einem follikularen Lym-
phom-Rezidiv den Isotyp IgG anstelle von IgM wie beim Primarius gefunden
haben. Dazu musste wahrend der Entwicklung des Rezidivs ein Isotyp-Switch
stattgefunden haben. Weiterfihrend fir die Lymphomprobe # 11 kdnnte dann

durch die Verwendung eines reversen Primers, der in dem konstanten Bereich
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der schweren Kette y annealt, moglicherweise die Sequenz der schweren Im-
munglobulinkette dieses Rezidivs identifiziert werden. Fraglich ware in diesem
Falle jedoch, welche leichte Kettenform dieser Tumor verwendet. Auch hier er-
geben die Analysen der Klonsequenzen leider kein eindeutiges Ergebnis. Somit
scheint eine mangelhafte RNA oder ein Probenfehler als Ursache dieser nega-
tiven Befunde denkbar.

Die Rezidiventwicklung bleibt trotz der Erkenntnis des mdglichen Isotyp-Switchs
noch weitestgehend ungeklart. So beobachteten Aarts et al. (2001) in ihrer Ar-
beit, dass der dominante Klon des Rezidivs schon bei Erstdiagnose des Lym-
phoms als Subklon vorhanden war. Auch Adam et al. (2007) untersuchten in
Ihrer Arbeit die Immunglobulinsequenzen von Proben bei Erstdiagnose und Re-
zidiv. Sie stellten fest, dass die Rezidiv-Sequenzen eine hdhere Keimbahn-
Homologie aufwiesen (94,9% - 97,5%) als der Primartumor (89,9% - 90,2%).
Bei Betrachtung der einzelnen Mutationen zeigt sich, dass der dominante Klon
des Rezidivs nicht vom dominanten Klon des Primartumors abstammen kann
und dass fortlaufende Mutationen eine grofR3ere Bedeutung fur den Primartumor

als fir das Rezidiv haben.

4.3 Interpretation der Phagenselektions-
Ergebnisse auf ausgewahlten Lymphom-B-

Zell-Rezeptoren
Im Anschluss an die erfolgreiche Produktion und Aufreinigung der ausgewahl-

ten B-Zell-Rezeptoren wurde ein Versuch der Identifikation von Epitop-
nachahmenden Peptiden unternommen. Hierzu wurden randomisierte Phagen-
peptidbanken verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit drei verschiede-
nen Phagenpeptidbanken gearbeitet (X7, X12 und Xyg).

Es zeigten sich fur die B-Zell-Rezeptoren der Lymphomproben # 2, # 4 und # 5
mit den genannten Phagenpeptidbanken keine bzw. nicht ausreichende Anrei-
cherungen in den Selektionsrunden.

Trotz fehlender Anreicherung in den meisten durchgefihrten Selektionen zeig-
ten sich fur die Kontrolle mit dem Burkitt-Lymphom-B-Zell-Rezeptor CA46 (se-
lektiert mit der X;5 Phagenpeptidbank) eindeutige Anreicherungen, sodass eine

methodische Fehlerquelle weitestgehend ausgeschlossen werden kann.
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Hieraus ergibt sich die Frage, warum auf den beiden B-Zell-Rezeptoren # 2 und
# 4 nicht erfolgreich selektiert werden konnte und warum es fur den B-Zell-
Rezeptor # 5 mit der X7 und X;5 Phagenpeptidbank immerhin eine maiige An-
reicherung gegeben hat.

Trotz der Verwendung von randomisierten Phagenpeptidbanken besteht natur-
lich weiterhin die Mdglichkeit, dass das Epitop, welches die B-Zell-Rezeptoren
erkennen, nicht vom Phagen nachgeahmt wird. Es besteht ebenfalls die Mog-
lichkeit, dass die Epitop-bindende Region des Rezeptors zu tief in einer Bin-
dungstasche liegt und von dem randomisierten Phagenpeptid nicht erreicht
werden kann. So ware es mdglich, dass langere Peptide, wie sie z.B. bei der
X1g-Phagenpeptidbank vorkommen, besser gebunden werden. Dies wirde er-
klaren, warum fur den B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 5 mit der X;g Pha-
genpeptidbank bessere Selektionsergebnisse vorhanden sind als mit der Xj,
Phagenpeptidbank.

4.3.1 Potentieller Einfluss von Glykosilierungsmustern der
Lymphomproben auf die Phagenpeptidbanken-

Selektionen
Eine weitere mogliche Erklarung der nicht erfolgreichen Selektionen mit den
Phagenpeptidbanken auf den follikularen Lymphom-B-Zell-Rezeptoren sind Oli-
gomannose-Glykosilierungen in den Antigen-Bindungsstellen der B-Zell-
Rezeptoren. Diese so genannten N-Glykosilierungsstellen, die aus den Amino-
sauren Asparagin (N), einer variablen Aminosaure (X) und dann Serin (S) oder
Threonin (T) (N-X-S/T) bestehen, beeinflussen moglicherweise die Interaktion
mit Antigenen und koénnten typisch fur follikulare Lymphome sein (Zhu et al.
2002). Schon Noppe et al. (1999) beschreiben, dass Mutationen in den variab-
len Regionen eine mogliche Wirkung auf die Antikdrperstabilitat, die Antikdrper-
sekretion und auch die Glykosilierung haben. Ein moglicher Interaktionspartner
der Glykosilierung kdnnten Mannose-Rezeptoren von Stroma-Zellen im Keim-
zentrum sein (McCann et al. 2008). Zhu et al. (2002) zeigen, dass in 80% ihrer
untersuchten schweren Immunglobulinketten und 59% der leichten Immunglo-
bulinketten kappa von follikularen Lymphomen neue, durch Mutation entstan-
dene Glykosilierungsstellen vorkommen und diese durch die somatischen Muta-
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tionen entstehen. Bei Belessi et al. (2002) finden sich in 40% der Félle diese
neuen Glykosilierungssequenzen und bei Radcliffe et al. (2007) finden sich in
79% der Falle Glykosilierungssequenzen fir die schwere Immunglobulinkette.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten fur drei B-Zell-Rezeptoren ebenfalls diese,
durch Mutation entstandenen Glykosilierungsstellen entdeckt werden. So zeigt
sich fur den B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 2 eine Glykosilierungsse-
quenz (NNS) im Bereich der CDR 3 der leichten Kette kappa, die durch Muta-
tion entstanden ist. Fur den B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 4 ergeben
sich sogar zwei Glykosilierungssequenzen: Zum einen eine durch Mutation ent-
standene Sequenz (NHS) im Bereich der CDR 2 der schweren Immunglobulin-
kette. Zum anderen eine, nicht durch Mutation entstandene Glykosilierungsse-
quenz (NPS) im Bereich der ,Framework-region“ FWR 3 der schweren Immun-
globulinkette. Fur den B-Zell-Rezeptor der Lymphomprobe # 8 zeigt sich eben-
falls eine durch Mutation erworbene Glykosilierungssequenz (NMT) im Bereich
der CDR 1/ FWR 2 der schweren Immunglobulinkette.

Zusammenfassend scheinen die Glykosilierungsmuster mégliche Auswirkungen
auf die Antikdrperbindung zu haben. Durch fortlaufende Mutationen der folliku-
laren Lymphome kénnten sich neue Glykosilierungsstellen entwickelt haben, die
die Bindungstasche soweit verandert haben, dass das urspringlich erkannte
Antigen nicht mehr erkannt bzw. binden kann. Denkbar wéare auch, dass die
Expression der Lymphom-B-Zell-Rezeptoren in 293T-Zellen nicht mehr dem
originaren Milieu des Lymphoms entspricht und neu entstandene Glykosilie-
rungsstellen in dem Fall nicht zur Interaktion mit dem Antigen sondern zur Blo-
ckade der Epitoptasche fihren, wodurch eine Antigenbindung nicht mdglich
ware. Zur weiteren Untersuchung der Auswirkung von Glykosilierungsstellen
auf den B-Zell-Rezeptor ware eine Expression der Lymphom-B-Zell-Rezeptoren

in verschiedenen Zelllinien denkbar.

4.4 Perspektiven

Die erzielten Ergebnisse im Vergleich zur Literatur konnten zeigen, dass die
Antigenselektion beim follikularen Lymphom durchaus an der Entwicklung die-
ser Neoplasie beteiligt zu sein scheint. So ergaben sich Mutationen im Bereich
der variablen Region der untersuchten Immunglobulinketten, die fortlaufend
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entstehen kénnen und ein Bild der intraklonalen Variation zeigen. Diese Muta-
tionen scheinen Ergebnisse des Antigenkontaktes des B-Zell-Rezeptors mit
einem oder mehreren unbekannten Antigenen zu sein. Durch die Methode des
Phage Displays konnte bislang noch kein spezifisch an den B-Zell-Rezeptor
follikularer Lymphome bindendes Peptid identifiziert werden.

Dennoch ist dies ein weiterhin interessanter und wichtiger Ansatzpunkt fur neue
Therapieoptionen sowie einem besseren Verstandnis dieser Erkrankung.

So ware neben weiteren und vielleicht auch optimierten Selektionsversuchen
mit Phagenpeptidbanken auch die Untersuchung der Glykosilierungsstellen des
Immunglobulinrezeptors denkbar. Diese Glykosilierungsstellen entstehen durch
Mutationen und blockieren mdglicherweise die Antigenbindungstasche des B-
Zell-Rezeptors nach erfolgtem Antigenkontakt. Es ware maoglich mit deglykosi-
lierenden Methoden diese Bindungen aufzuheben und erneute Selektionen mit
Phagenpeptidbanken durchzufuhren.

Als ein weiteres grol3es Ergebnis dieser Arbeit ergaben sich bei einigen Lym-
phomgewebeproben nicht nur die bekannten intraklonalen Variationen, sondern
innerhalb der Immunglobulinkettensequenzen auch eine deutliche Heterogenitat
mit Klonsequenzen komplett anderer Immunglobulinfamilien, die so nicht zu
erwarten waren. Hierbei handelte es sich Gberwiegend um die leichten Immun-
globulinkettensequenzen, wodurch eine eindeutige Dominanz des Tumorklons
der leichten Immunglobulinkette deutlich schwerer zu identifizieren war. Eine
Erklarung dieses Phanomens ist bislang in der Literatur noch nicht zu finden.
Denkbar ware, dass nicht maligne-B-Zellen die Mdglichkeit erhalten, neben den
Tumorzellen weiterhin zu existieren und sogar zu proliferieren. Daher ware es
fur weitere Ergebnisse interessant auch in diese Richtung weitere Untersu-
chungen anzuschlie3en. So kénnten neben der Sequenzenanalyse maglicher-
weise auch histologische Schnitte hilfreich sein, um eventuell das heterogene

Bild zu bestatigen.

Des Weiteren konnten fur die Methode der quantitativen Real-Time-PCR zur
Bestimmung der Kopienanzahl fur die leichte Immunglobulinkette kappa bzw.
lambda versucht werden, spezifischere Primer zur Vermeidung falsch positiver

Ergebnisse zu gestalten. Dadurch wéren spezifischere Ergebnisse und maogli-
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cherweise nicht nur Tendenzen fur die Verwendung der einzelnen Immunglobu-
linkette denkbar.

Lassen sich nach Bertcksichtigung der oben genannten Punkte Peptide flr
einzelne B-Zell-Rezeptoren isolieren, so kénnte die Sequenz dieser Peptide mit
Hilfe von Datenbanken verglichen und ein madgliches Antigen identifiziert wer-
den. Vielleicht wirde dieses Antigen dann nicht lediglich von einem, sondern
mehreren B-Zell-Rezeptoren follikularer Lymphome erkannt werden. Die Kennt-
nis Uber das erkannte Antigen wirde einen weiteren Therapieansatz fir das
follikulare Lymphom ermoglichen und das Verstandnis, wie es zu dieser malig-

nen Neoplasie kommen kann, verbessern.
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5 Zusammenfassung

Das follikulare Lymphom gilt als das zweithaufigste Non-Hodgkin-Lymphom
und ist in vielen Fallen bislang noch eine unheilbare Erkrankung. Vor allem die
Rolle der Antigenselektion des B-Zell-Rezeptors scheint einen grof3en Einfluss
auf die Entstehung und Proliferation maligner Lymphome zu haben. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde untersucht, wie heterogen die B-Zell-Rezeptorklonalitat im
follikularen Lymphom ist und ob sich bestimmte Peptide mittels Phagenpeptid-
banken isolieren lassen, die das Epitop des B-Zell-Rezeptors von follikularen
Lymphomen imitieren. Basierend auf solchen Peptiden kénnte ein neuer, spezi-
fischerer und nebenwirkungsarmer Angriffspunkt in der Therapie dieser Erkran-
kung geschaffen werden.

Die Bearbeitung gliederte sich in zwei Abschnitte. Zu erst galt es aus
Lymphknoten-Gewebeproben follikularer Lymphome die Immunglobulinsequenz
des B-Zell-Rezeptors dieses Tumors zu isolieren und zu identifizieren. Diese
Tumorsequenzen wurden in einen geeigneten Vektor kloniert und in 293T-
Zellen exprimiert. Um mogliche Epitop-nachahmende Peptide zu isolieren, wur-
de mit drei randomisierten Phagenpeptidbanken auf den hergestellten rekombi-
nanten B-Zell-Rezeptoren selektiert.

Die Ergebnisse der Sequenzenanalyse zeigten hohe Mutationsraten der identi-
fizierten B-Zell-Rezeptor-Klone v.a. fur die schwere Immunglobulinkette. Diese
hohen Mutationsraten sind als Zeichen der Antigenauseinandersetzung zu wer-
ten und auch so in der Literatur beschrieben. Die leichte Immunglobulinkette
des follikularen Lymphoms scheint hiervon geringer beeinflusst zu sein. Des
Weiteren konnte eine hohe intraklonale Variation einzelner Immunglobulinketten
nachgewiesen werden. Dies resultiert am ehesten aus der Mdglichkeit der fort-
laufenden Mutationen, die fur das follikulare Lymphom charakteristisch sind.
Neben dieser intraklonalen Variation wiesen einige Lymphomproben uberra-
schenderweise innerhalb einer Immunglobulinkette ein eher heterogenes Ge-
schehen mit Klonsequenz anderer Immunglobulinfamilien auf. Auch in der Lite-
ratur sind keine Angaben oder Erklarungen dazu zu finden. Daher ist momentan
noch fraglich, warum neben einer monoklonalen Neoplasie, die den gesamten

Lymphknoten beféllt, noch so eine grol3e Menge andere nicht-maligner-B-Zellen
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existieren kdnnen und dieses auch nicht auf alle untersuchten Lymphomgewe-
beproben zutrifft.

Die Selektionen mit den drei ausgewahlten Phagenpeptidbanken erbrachten
kein spezifisch an den B-Zell-Rezeptor bindendes Epitop-nachahmendes Pep-
tid. Neben der Moglichkeit, dass das gesuchte Epitop nicht von den Peptiden
der Phagen nachgeahmt wird, ware das Vorhandensein von Glykosilie-
rungsstellen, die mdglicherweise eine Bindung durch Epitop-Mimics der Pha-
genpeptidbanken an die Antigen-Bindungstasche des B-Zell-Rezeptors verhin-
dern, als Grund der negativen Selektionsergebnisse denkbar. In einigen Se-
guenzen der rekombinanten B-Zell-Rezeptoren lies sich das durch Mutation neu

entstandene Motiv der N-Glykosilierung nachweisen.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auf Grund des Mutationsstatus
der untersuchten Immunglobulinkettensequenzen und der daraus resultieren-
den intraklonalen Variationen ein Antigenkontakt mit dem B-Zell-Rezeptor folli-
kularer Lymphome einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung dieser
Neoplasie zu haben scheint. Neben dem Antigenkontakt scheinen aber auch
noch weitere, bislang unklare Komponenten einen Einfluss auf die Entwicklung
des follikularen Lymphoms zu haben. Dadurch scheint es méglich zu sein, dass
neben malignen B-Zellen auch nicht-maligne B-Zellen in gréRerem Ausmalfd
existieren und auch proliferieren konnen. Dies wird durch das beschriebene
heterogene Bild innerhalb der Immunglobulinkettensequenzen deutlich. Da die-
ses Ergebnis nicht erwartet wurde, waren die methodischen Vorgehensweisen
auf weitere Untersuchungen in dieser Richtung nicht ausgelegt.

Weitere Versuche im Rahmen der Selektion mit Phagenpeptidbanken unter op-
timierten Bedingungen koénnten durchaus noch Peptide, die an den B-Zell-
Rezeptor des follikularen Lymphoms binden, isolieren und durch Datenbanken-
Vergleich der isolierten Sequenzen ein erkrankungsauslésendes Antigen identi-
fizieren. Die Kenntnis dieser Antigene wére ein weiterer Schritt vorwarts und
wirde eine optimierte und zielgerichtete Therapie follikularer Lymphome ermég-

lichen.
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