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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chronisch lymphatische Leukamie

Die chronisch lymphatische Leukdmie (CLL) ist eine niedrigmaligne, leuk&misch
verlaufende Sonderform der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) mit einer klonalen
Expansion von immuninkompetenten, aber in ihrer Lebenszeit verlangerten
Lymphozyten. Sie ist mit 25-30% die haufigste Leukdmieform der westlichen Welt
und zeigt eine mit dem Alter steigende Inzidenz, wobei etwa doppelt so viele
Méanner wie Frauen erkranken®. Mit 97% ist der weit Uiberwiegende Teil auf eine
monoklonale B-Zelle (sog. B-CLL) zurtckzufiihren und die sog. T-CLL macht nur
einen geringen Anteil der chronisch lymphatischen Leukamien aus. Atiologie und
Pathogenese sind bis heute weitestgehend ungeklart; allerdings koénnen
genetische Faktoren eine Rolle spielen, da familiare Haufungen auftreten.
Aufgrund des niedrigmalignen, oft langwierigen Verlaufs ist die CLL in friheren
Klinischen Stadien héaufig asymptomatisch und &aufRert sich erst im weiteren
Krankheitsverlauf mit Symptomen wie Infektneigung, Leistungsminderung,
geschwollenen Lymphknoten und Nachtschweil3.

Die Diagnose CLL lasst sich in der Regel anhand des Differentialblutbildes und
der Immunphanotypisierung stellen. Im peripheren Blut zeigt sich eine
Leukozytose mit einer Zunahme kleiner, reif wirkender Lymphozyten?, die beim
Ausstreichen platzen kénnen und dann charakteristische Gumprecht-Kernschatten
zeigen (Abb. 1).
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Abbildung 1: Ausstrich des peripheren Blutes (aus R eferenz 33). Die mit Pfeilen
markierten Strukturen sind sog. Gumprecht-Kernschatten. Sie entstehen beim
Ausstreichen durch Platzen der Lymphozyten. Dieses Phanomen ist charakteristisch, aber

nicht beweisend fir die CLL.

Der Immunphanotypisierung kommt eine entscheidende Rolle in der Diagnostik
und der Einschatzung der Prognose der CLL zu. Spezifische Oberflachenantigene
(CD5, CD19, CD20, CD23, CD79b) charakterisieren die B-CLL-Lymphozyten und

dienen der Diagnosestellung®.

Trotz groBer Fortschritte zum Verstandnis der Erkrankung und neuen
Therapieansatzen kann die CLL nach wie vor in den allermeisten Fallen nur
palliativ therapiert werden. Viele asymptomatische CLL-Patienten werden nach
der Diagnosestellung noch nicht behandelt, sondern der Spontanverlauf wird
zunachst in engmaschigen Abstanden beobachtet (,Watchful-Waiting“). Sollte eine
Therapie notig werden, sind die Ziele eine komplette Remission, eine lange
progressionsfreie Zeit und eine insgesamt verlangerte Uberlebenszeit, wobei die
Therapiemoglichkeiten der CLL mannigfaltig sind und verschiedenste

Substanzenkombinationen zu Verfliigung stehen.
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1.2 B-Zell-Rezeptor

1.2.1 Aufbau

Immunglobuline liegen als l6sliche Antikérper oder, in membranstandiger Form als
B-Zell-Rezeptor (BCR) vor und bestehen aus vier Proteinketten. Die zwei
identischen leichten Ketten und zwei identischen schweren Ketten sind Y-formig
angeordnet und Uber Disulfidbriicken miteinander verknipft (Abb. 2). Die leichten
Ketten werden aus je zwei globularen Segmenten gebildet, wahrend die schweren
aus je drei (IgG, IgA) bzw. vier (IgM, IgE) Abschnitten bestehen. Diese Segmente
liegen in einer Betafaltblattstruktur vor und sind untereinander Uber sog. ,Loops”
verbunden®’ (Abb. 3).

Antigen-binding

site Antigen-binding

site

Vi Vi Varjablev
Light/ regions (V)
chain (L)
CL
Constant
regions (C)
Interchain
disulfide
bonds
Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines Antikdrpers (aus Referenz 45). Die

leichten Ketten (gelb) bestehen aus je einem variablen (V) und einem konstanten
Segment (C,). Die schweren Ketten (rot/violett) haben ebenso je eine variable Region
(Vy), aber mehrere konstante Regionen in aufsteigender Nummerierung (Cy;.3). Zwischen
den einzelnen Segmenten sind die Disulfidbriicken, sowie die ,Hinge-Region“ (Gelenk-
Region) zwischen Cy; und Cy; zu erkennen. Die antigenbindende Region ist an V| und Vy

lokalisiert.

Proteolytisch lasst sich der BCR in zwei F4, (Fragment antigen binding) und einen
F. (Fragment crystallizable) spalten. Die F4, bilden sozusagen die Arme der Y-
Struktur (bestehend aus V|, C, Vu, Chi) und das F; den Stamm aus Cy,-3. An der

Spitze der F4, befinden sich die beiden Antigenbindungsstellen.
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Die Zugehorigkeit zum jeweiligen Antikorpersubtyp wird durch die konstante
Region der schweren Kette festgelegt. IgG ist tUber die y-Kette definiert, IgM Uber
die p-Kette, IgA Uber die a-Kette, IgE Uber die e-Kette und IgD Uber die 6-Kette.
Bei der leichten Kette wird anhand des konstanten Segments nur zwischen A- oder

k-Zugehdrigkeit unterschieden™.

Von entscheidender Bedeutung fur die Immunantwort ist, dass die Immunglobuline
in grol3er Vielfalt vorliegen, um moglichst viele Antigene erkennen zu kdnnen. Das
breite Spektrum an unterschiedlichen Antigenbindungseigenschaften wird durch
die complementarity determining regions (CDR 1-3) sichergestellt. Diese
hypervariablen Regionen bilden durch Faltungen den epitoperkennenden Antell

des antigenbindenden Fragments.

Abbildung 3: Beispielhafte Anordnung der komplement aritatsbestimmenden
Regionen (aus Referenz 48). Die CDR der leichten Kette sind in rot hervorgehoben und
mit L1-L3 (Light 1-3) nummeriert, die der schweren Kette in blau und bezeichnet mit H1-
H3 (Heavy 1-3). Die CDR liegen in Schleifen (,loops“) vor und bilden so die variable,
antigenbindende Region im engeren Sinne.

Die enorme Vielfalt der variablen Teile der Ketten kommt folgendermalien
zustande: Durch somatische Rekombination der V- (variable)/D- (diversity)/ J-

(joining) Gensegmente kann wahrend der Reifung der B-Zellen im Knochenmark
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aus einer kleinen Anzahl an Gensegmenten eine grof3e Vielfalt an Genprodukten
gewonnen werden. Bei V_ ist die Rekombination der Genabschnitte V/J auf
Chromosomen 22 fur die A-Kette und V/J auf Chromosomen 2 fur die k-Kette
zustandig. Fur Vy kommt noch das D-Gensegment hinzu und die Rekombination
erfolgt aus drei Gensegmenten auf Chromosomen 14. Jeder der V-/D-/J-
Abschnitte liegt vor der Rekombination in mehreren funktionsfahigen Kopien vor

und wird nach dem Zufallsprinzip miteinander kombiniert.

Zusatzlich zur somatischen Rekombination stehen dem Organismus noch andere
Moglichkeiten zur Verfigung, um die Vielfalt zu gewahrleisten. Die sog.
somatische Hypermutation erfolgt in peripheren lymphatischen Organen und
beginnt erst mit der antigenvermittelten Aktivierung reifer B-Zellen.
Punktmutationen im Genom der B-Zellen fihren zur Entstehung von mutierten,
und bestenfalls hoher affinen, BCR. Der Antikorper mit der hochsten Affinitat wird
dann selektiert und kloniert. Peripher und nach Antigenaktivierung kann es
ebenfalls zum Isotypenwechsel kommen. Aus IgM kodnnen durch DNA-
Rekombinationen andere Antikérpersubtypen wie IgG oder IgA entstehen, wobei
nur die konstante Region verandert wird. Die Antigenspezifitat bleibt bei einem

Klassenwechsel unverandert, allerdings andert sich die Effektorfunktion.

Unter Zusammenwirken all dieser Mechanismen steht dem Menschen eine
enorme Vielfalt an unterschiedlichen Antikorpern (schatzungsweise 108-10') zur
Verfiigung®.

1.2.2 Der B-Zell-Rezeptor bei der CLL

Obwohl die Pathogenese der CLL nicht abschlieBend erklart ist, wurde in den
letzten Jahren deutlich, dass dem BCR in diesem Zusammenhang eine
entscheidende Rolle zukommt. Anhand verschiedener den BCR betreffenden
Parameter lassen sich Subtypen der Erkrankung unterscheiden, die mit

unterschiedlichem Verlauf einhergehen®®.

Es lassen sich CLL-B-Zellen mit mutierten variablen Regionen der schweren Kette
des Immunglobulins (M-IGHV) von solchen mit unmutierten Regionen (UM-IGHV)

unterscheiden®*®. Die Zuweisung zu einer der beiden Subgruppen ,unmutiert*
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oder ,mutiert® erfolgt in Abhangigkeit der Abweichung der Gene fur Vy von der
ursprunglichen Keimbahnsequenz. Per definitionem tragen Vy-Sequenzen, die zu
Uber 98% mit den Sequenzen der urspringlichen Keimbahn tbereinstimmen, den
Status ,unmutiert®, darunter liegende Prozentzahlen den Status ,mutiert**.
Unmutierte CLL-B-Zellen scheinen gehauft in Klonen mit langen CDR3-Regionen
der leichten und schweren Ketten aufzutreten, die eine gesteigerte Autoreaktivitat
aufweisen™®?324  Auffallend sind auch die unterschiedlichen Telomerlangen und
die Differenz der Telomeraseaktivitat der unmutierten und mutierten B-CLL-Zellen.
Unmutierte weisen kurze Telomere und eine erhtéhte Enzymaktivitat auf, was
jeweils auf eine erhohte Proliferationsrate zuriickzufithren ist'°. Zusammenfassend
kdnnte man annehmen, dass Vorlauferzellen, die einen unmutierten BCR tragen,
durch eine Erweiterung des Erkennungsspektrums einen Vorteil in der
antigenspezifischen Stimulation besitzen und es somit wahrscheinlicher zur

klonalen Proliferation kommt®.

Es gibt Hinweise darauf, dass sowohl M-IGHV als auch UM-IGHV von
gemeinsamen nativen B-Zell-Vorlaufern stammen und im Verlauf unterschiedliche
Verwandlungen durchlaufen'®. Dabei ist es bisher nicht vollstandig geklart, wo und
wann die unterschiedliche Pragung stattfindet, aber es wird angenommen, dass
die mutierte Form aus einer Gedachtnis-B-Zelle entsteht®®, die eine somatische
Hypermutation durchlaufen hat. Die unmutierte Form scheint antigenaktiviert, aber

ohne somatische Hypermutation zu verbleiben®".

Von besonderem Interesse ist, dass sich bei Uber 20% der CLL-Patienten mit
unmutierten IGHV sehr ahnliche Anordnungen der V-, D- und J-Segmente und
somit stereotypische BCR finden*!, welche auch &hnliche bzw. gleiche
Autoantigene erkennen®. Dieser hohe Grad an Ubereinstimmung findet sich
weder bei der mutierten IGHV-Form, noch ware er rein statistisch bei M-IGHV

oder UM-IGHV zu erwarten.

Eine der Grundlagen dieser Arbeit bildet die Erkenntnis, dass unmutierte BCR
haufiger ein polyreaktives Expressionsmuster gegeniber Autoantigenen zeigen.
Im Gegensatz hierzu zeigen mutierte BCR eher ein mono- oder oligoreaktives
Muster'®. Die unterschiedliche Reaktivitat kdnnte zum unterschiedlichen Verlauf

der Erkrankung beitragen.
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Entscheidend ist, dass die BCR-Stereotypie und die Erkenntnis, dass unmutierte
CLL-Zellen polyreaktiv Autoantigene erkennen, die These des Antigenic drive
unterstitzen, wonach CLL-Zellen Uber ihren B-Zellrezeptor aktiviert und zur

Proliferation angeregt werden°.

Genetische Abweichungen, wie etwa die Deletion 13q14*?, sollen in dieser Arbeit
nicht weiter vertieft werden, haben aber ebenfalls grol3en Einfluss auf Verlauf und

Prognose.

1.3 Ziele dieser Arbeit

Es gibt Hinweise darauf, dass das Erkennen und die Interaktion von B-Zell-
Rezeptoren und bestimmten Antigenen bzw. deren Epitope einen entscheidenden

Anteil an der Pathogenese und dem Verlauf einer CLL haben?3719:324450,

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Interaktionen zwischen den B-Zell-
Rezeptoren als rekombinante Antikérper von sechs CLL-Patienten und méglichen
(Auto-)Antigenen immunhistochemisch zu charakterisieren. Es werden
Erkenntnisse zur Interaktion auf zellularer bzw. subzellularer Ebene erwartet und
es soll untersucht werden, ob nur Strukturen an der Zelloberflache erkannt werden
oder auch intrazellulare, wie etwa der Nucleus. Des Weiteren soll visualisiert
werden, inwiefern sich die Expressionsmuster der einzelnen B-Zell-Rezeptoren

verschiedener Patienten gleichen oder unterscheiden.

Zu erwarten ist, dass sich die Farbemuster der BCR, je nach Grad der
Autoreaktivitat, unterscheiden. Es konnte zu zytoplasmatischen und nuklearen
Farbungen kommen sowie zu einer Anfarbung beider Kompartimente.
Moglicherweise lassen die Expressionsmuster Ruckschliisse auf subzellulare

Strukturen, wie beispielsweise Strukturproteine, zu.

Die Arbeit wurde zu diesem Zweck in zwei Abschnitte unterteilt. Im ersten
Abschnitt sollten verschiedene Gewebe auf Tissue microarrays (TMA) mittels
Immunhistochemie untersucht werden. In einem zweiten Teil sollten, ebenfalls
immunhistochemisch, die Zelllinien M2-10B4, HEp-2, 293T, HeLa und MCF-7 in

vitro mit sechs CLL-BCR als rekombinante Antikérper angefarbt werden.
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Zur Farbung der TMA wurden chimare Huhn/Human-Antikérper (Ak) verwendet.
So war es moglich, statt eines anti-human-Ak einen anti-Huhn-Ak als
Sekundarantikdrper zu verwenden und so unspezifische Hintergrundfarbung zu

minimieren.

Es sollte das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz in der Zwei-Schritt-Technik
angewandt werden’®. Die rekombinanten BCR der CLL-Patienten fungierten in
|6slicher Form als primare Antikorper und wurden mit einem Sekundarantikdrper

detektiert. Dieser war ein anti-human-lgG- bzw. anti-Huhn-Antikorper.

Die wesentliche Frage ist, ob ein autoreaktives Muster zwischen den CLL-BCR
und den potentiellen Auto- und/oder Neo-Antigenen nachgewiesen werden kann

und so die Basis fur eine spezifizierte Antigen-Identifikation bietet.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Patientenmaterial

Alle in dieser Arbeit getesteten Antikdrper stammten von Patienten, die an einer
chronisch lymphatischen Leukéamie erkrankt waren und im Universitatsklinikum
Freiburg vorstellig wurden. Eine Einverstandniserklarung zur Verwendung des
Patientenmaterials lag fir alle CLL-Antikdrper vor. Die experimentelle Nutzung
erfolgte nach Vorliegen eines Ethikvotums des Universitatsklinikums Freiburg. Die
Nomenklatur der sechs Antikdrper wurde wie folgt festgelegt: 19014, 1g015, 1g022,
1g023, 1g024 und 1g025. Eine weitergehende Einteilung der Antikdrper nach
CDR3-Region, Mutationstatus und Subset findet sich unter 3.1. Als transfizierte,

produzierende Zelllinie wurden 293T-Zellen genutzt.

2.1.2 Vektor

Der verwendete Vektor ,pBud-opti-human 1gG1/pBudCE4.1" mit Zeozin-Resistenz
kodiert fur die konstanten Ketten der Antikdrper, wobei die Informationen fur die
variablen Ketten noch individuell einkloniert werden mussten. Die entsprechende
Vektorenkarte ist in Abb. 4 dargestellt.
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4595 bp ki

Comments for pBudCE4.1
4595 nucleotides

CMYV promoter: bases 7-594 Nhe |
CMV Forward priming site: bases 544-564

T7 promoter/priming bases 638-657
CMV multiple cloning site: bases 664-713

myc epitope: base: 9-748

6xHis tag: bases 764-782

SV40 polyadenylation sequence: bases 803-933

Zeocin™ resistance gene: bases 1063-1437 (complementary strand)
EM?7 promoter: bases 1456-1510 (complementary strand)

SV40 early promoter: bases 1547-1869 (complementary strand)
EF-1o promoter: bases 1885-3051

EF-1o Forward priming site: bases 2999-3019

EF-1o multiple cloning site: bases 3062-3126

V'S epitope: bases 3127-3168

6xHis tag: bases 3 195

BGH Reverse priming site: bases 3218-
BGH polyadenylation sequence: bases 3224
PpUC origin: bases 3521-4194

complementary strand)
447

Abbildung 4: Vektorenkarte des pBudCE4.1-Vektors  ?°. Dieser Vektor kodiert fur die
konstanten Immunglobulinketten. Die kodierende Sequenz fir die variablen Ketten wurde

einkloniert.
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2.1.3 Zelllinien

Die funf immunhistochemisch untersuchten Zelllinien sind in Tabelle 1 mit einer

kurzen Beschreibung der Morphologie und ihrer Bezugsquelle dargestellt. Alle

ausgewahlten Zelllinien, au3er MCF-7, exprimieren Vimentin.

Tabelle 1: Zelllinien.

Zelllinie

Beschreibung / Morphologie / Bezugsquelle

M2-10B4

HEp-2

293T

HelLa

MCF-7

murine Fibroblasten-Zelllinie; Morphologie: adharentes Wachstum,;
Bezug: freundlicherweise zur Verfligung gestellt durch Dr. Katja

Zirlik, Medizinische Klinik I, Universitatsklinikum Freiburg

humane  Larynxkarzinom-Zelllinie; Morphologie:  adharentes
Wachstum; Bezug: freundlicherweise zur Verfigung gestellt durch
Prof. Dr. Haag, Institut fur Immunologie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf

humane fetale Nierenepithelzelllinie; Morphologie: adharentes
Wachstum; Bezug: freundlicherweise zur Verfigung gestellt durch

David Baltimore, California Institute of Technology, Pasadena, USA

humane Zervixkarzinom-Zelllinie; Morphologie: adharentes

Wachstum; Bezug: American Type Culture Collection

humane  Mammakarzinom-Zelllinie;  Morphologie:  adharentes

Wachstum; Bezug: American Type Culture Collection

2.1.4 Medien und Zusatze fiur die Zellkultur

Alle Zelllinien, auRer den M2-10B4-Zellen, wurden in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) kultiviert. Die M2-10B4-Zellen wurden in RPMI 1640 gehalten.

Beide Medien wurden Uber Gibco bezogen. In den folgenden Abschnitten werden

die verwendeten Substanzen, Materialien und Gerate, sowie deren Bezugsquelle

in tabellarischer Form aufgefihrt.

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco

11
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Penicillin-Streptomycin (P/S) Gibco
Zeozin Invitrogen
Trypsin-EDTA Proteine, Antigene, Antikdrper (PAA)

2.1.5 Tissue microarray

Der hier verwendete Tissue microarray wurde freundlicherweise von Prof. Dr.
Guido Sauter, Institut fir Pathologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf,
zur Verfugung gestellt. Dieser Array ist bereits, in modifizierter Form mit

zusatzlichen Proben, in der Literatur beschrieben worden®’.

Die; fuar die TMA-Objekttrager, verwendeten Gewebe bzw. deren
Ursprungsorgane/-gewebe werden im folgenden Text alphabetisch aufgelistet,
wobei die malignen Gewebe zuletzt genannt werden und nicht entsprechend der
alphabetischen Reihenfolge. In Klammer hinter dem jeweiligen Gewebe ist die
Anzahl der Stanzen auf dem Array angegeben. Alle Gewebestanzen stammen aus

intraoperativ gewonnen Exzisionen.

Gewebestanzen: Colon mucosa (5), Colon muscularis (3), Endometrium (4),
Glandula parotis (4), Haut (4), Herzmuskel (4), Hoden (4), Lunge (4),
Lymphknoten (4), Magenkorpus (4), Milz (4), Nebenhoden (4), Nebenniere (4),
Nierenrinde (4), Pankreas (4), Plazenta (4), Prostata (4), Schilddrise (4),
Skelettmuskulatur (4), Thymus (4), Tonsille (4), Colon-Ca (10), Mamma-Ca (10),
Prostata-Ca (10).

2.1.6 Gelelektrophorese

Gelelektrophoreseapparatur Bio Rad

Markerproteine (PageRuler Prestained Protein Ladder) Fermentas
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2.1.7 Immunzytochemie

Coverslip-Glasplattchen

Objekttrager

Alexa-Fluor 594 Phalloidin

Mounting Medium with DAPI
Kaninchen-anti-human IgG-Antikdrper-FITC
Rituximab

anti-Vimentin-Antikérper

anti-Rabbit-Antikdrper-FITC

2.1.8 Puffer und Lésungen

Die im Folgenden aufgelisteten Losungen wurden selbst hergestellt. Als Quelle

der kommerziell erworbenen Chemikalien wird der jeweilige Hersteller angegeben.

Puffer/Losung Zusammensetzung

PBS

PBS high salt 1000ml PBS, 50,53g NacCl
Elutionspuffer Glycin 0,1 M pH 4,0
Laufpuffer 990ml ddH-0, 3g Tris base,

14,49 Glycin, 10ml 10% SDS-LAsung
Coomassie- 450ml dH,0, 2,5g Coomassie

Farbeldsung Brilliant Blue R-250, 450m| Methanol,

100ml Essigsaure

Glaswarenfabrik
Karl Hecht KG

Roth

Invitrogen

Vectashield

Sigma-Aldrich

Roche

Santa Cruz

Biotechnology

Santa Cruz

Biotechnology

Quelle

Gibco
Eigenproduktion
Eigenproduktion

Eigenproduktion

Eigenproduktion
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Coomassie- 450ml dH,0, 450ml Methanol, Eigenproduktion

Entfarbelbsung 100ml Essigsaure

TBS 1000ml dH0, 6,5g Tris, 8,76g NaCl, Eigenproduktion
pH 7,5

TBST 1000ml dH0, 6,59 Tris, 8,76g NaCl, Eigenproduktion

0,2ml Tween 20, pH 8

2.1.9 Chemikalien

Chemikalie Zusammensetzung Quelle

Tris-HCI 1000ml dH20, 158g TRIS, versch. pH-Werte Eigenproduktion

Ethanol J.T.Baker
Isopropanol Fluka
Sodiumdodecylsulfate (SDS) Roth

Protein A Sepharose GE Healthcare
Triton X-100 Merck
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich
Tween 20 Sigma-Aldrich
Imidazol Sigma
Nickel-Nitriloessigsaure-Agarose (Ni**-NTA-Agarose) Invitrogen

2.1.10 Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen, steril, verschiedene GréRRen Greiner Bio-one
Kunststoffpipetten Typ Pasteur, verschiedene Grol3en Isolab

24-Well Platten, steril Greiner Bio-one
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Pipettenspitzen, steril, mit/ohne Filter Sarstedt
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf
Kunststoffrohrchen (15 ml, 50 ml) BD Biosciences
Zellschaber Sarstedt
Vakuumfiltrationssystem VWR

Plastiksaule Bio Rad
Verschlussfolie (Parafilm) American National

Can Company

2.1.11 Gerate

Pipetten, verschiedene Volumina Eppendorf
Zentrifuge 5810 Eppendorf
Durchlichtmikroskop Axiovert 40 CFL Leitz

Photometer Nanodrop 1000 Thermo Scientific
Sterile Werkbank HeraSafe HS1 Heraeus Instruments
Brutschrank HERAcell 240 Thermo Scientific
Gefrierschrank V.I.P.™ Series Sanyo
Konfokalmikroskop TCS SP2 Leica

Heizblock TB2 Biometra

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
Alle Zelllinien wurden in DMEM oder RPMI 1640 mit zugesetzten 10% fetalem

Kalberserum (FCS) und 1% Penicillin-Streptomycin (P/S) im Zellinkubator bei

37T, 5% CO ,-Gehalt und einer wasserdampfgesattigten Atmosphére kultiviert.
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Es handelte sich ausschliel3lich um adhéarente Zellen, deshalb wurden diese vor
dem Verteilen auf mehrere Kulturflaschen mit einem sterilen Zellschaber oder

Trypsin-EDTA vom Boden der Kulturflasche gelost.

Bei den transfizierten 293T-Zellen wurde dem DMEM noch Zeozin (Verhéltnis
1:1000) hinzugefugt. Die von den Zellen produzierten, antikdrper-beinhaltenden

Uberstande wurden gesammelt und bei -20C konservie rt.

Die Produktion der chiméaren human-/chicken-Antikorper verlief in gleicher Weise,

es wurde jedoch ISF-1-Medium verwandt.

Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer.

2.2.2 Aufreinigung der Antikdrper mittels Affinitat schromatographie

Bei jeder Aufreinigung wurden ca. 200 ml Uberstand verwendet. Die Uberstande
wurden zuerst durch ein Vakuumfiltrationssystem gefiltert, das fir Immunglobulin,
nicht jedoch fur Zellen, durchlassig ist, um zu vermeiden, dass die
Chromatographiesaule verstopft.

Die humanen Antikdrper wurden uber eine Sdulenmatrix aus Protein-A-Sepharose
aufgereinigt.

Zu Beginn wurde 1 ml Protein A-Sepharose in einen Plastiksdulentrager gegeben
und mit je dem zehnfachen Volumen an PBS und Bindungspuffer (PBS high salt)
gewaschen. AnschlieBend wurde der Uberstand (iber die Saule gegeben und der
Durchfluss aufgefangen, wobei ein Durchlauf von mehr als 50 ml pro Stunde
vermieden wurde. Nachdem der gesamte Uberstand iiber die Saule gelaufen war,
wurde diese erneut mit je 50 ml PBS und 50 ml Bindungspuffer gewaschen. Dies
geschah bis bei einer Wellenlange von 280 nm am Photometer, keine
Absorptionsunterschiede im Vergleich zur Referenzlésung mehr festzustellen
waren.

Die Saule wurde verschlossen und 10 ml Elutionspuffer hinzu gegeben. Nach 3
min wurde die Saule wieder geotffnet und je 1 ml Eluat in einem vorbereiteten
Kunststoffgefal3 gesammelt. Die einzelnen Kunststoffgefal3e wurden mit je 100 pl
TRIS-HCI (pH 9.1) vorbereitet, um den niedrigen pH-Wert des Elutionspuffers zu
neutralisieren.

Die Aufreinigung der chimaren Ak erfolgte in ahnlicher Weise. Es wurde jedoch
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statt Protein A-Sepharose Nickel-Nitrilotriessigsaure-Agarose (Ni*-NTA-Agarose)
verwendet und Imidazol zur Trennung der Ak von der Saule eingesetzt.
Anschliel3end musste das Imidazol tUber Nacht bei +4°C mit PBS ausgewaschen

werden.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Es wurden zwei Polyacrylamid-Gelschichten, das Sammelgel und das Trenngel,
Ubereinander gegossen. Das Sammelgel ist die Schicht, deren Taschen mit 20 pl
der aufzutrennenden Probe beladen wurden und von denen aus die Proteine auf
schmale Banden fokussiert wurden. Im Trenngel wurden die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Als Referenz fir die Hohe einer Bande diente ein
Markerprotein, das ein definiertes Proteinspektrum von 10 kDa bis 200 kDa
anzeigt.

Um die Disulfidbrickenbindungen der Proteine aufzuspalten, wurde R-
Mercaptoethanol-haltiger Ladepuffer im Verhdltnis 1:1 zu den Proben gegeben;
anschlieend wurden die Proteine 5 min bei 95T den aturiert.

Die verschiedenen Gele wurden nach Tabelle 2 vorbereitet.

Fur die Herstellung des Polyacrylamidgels wurde zuerst das Trenngel gegossen.
Zur gleichmaldigen Polymerisation wurde eine Schicht Isopropanol dariber
gegeben. Nach einer halbstiindigen Polymerisation wurde das Isopropanol mit
Wasser abgewaschen, das Sammelgel dartiber gegossen und ein Kamm in das
noch flissige Sammelgel gesteckt, um die einzelnen Taschen zu formen. Nach
erneuter Polymerisation wurde das Gel, inklusive der Glasplatte, in die
Laufapparatur eingespannt, die Anoden-/Kathodenkammer mit Laufpuffer gefullt
und die Taschen mit den Proben und den Markerproteinen beladen.

Die Gelelektrophorese wurde bei 170 Volt fir eine Stunde durchgefuhrt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung eines Polyacrylamidgels.

Gelkomponente Trenngel (10%) [ml] Sammelgel (5%) [ml]
H,O Milli Q 4,0 2,1

30% Bisacrylamid 3,3 0,5

1,5 M TRIS (pH 8,8) 2,5

1,5 M TRIS (pH 6,8) 0,38

10% SDS 0,1 0,03

10% Ammoniumpersulfat 0,1 0,03

TEMED 0,004 0,003
Gesamtvolumen 10 ml 3ml

2.2.4 Farben eines SDS-Gels mit Coomassie-Blau

Coomassie-Brilliant-Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der sich an Proteine
anlagert und diese unspezifisch anfarbt. Ziel der Farbung war es, die Reinheit der
rekombinanten Antikdrperfragmente (leichte und schwere Ketten) zu verifizieren
und eventuelle Verunreinigungen, die sich durch unspezifische zusatzliche
Banden zeigen wirden, auszuschliel3en.

Die Gele wurden 30 min in Coomassie-Farbeldsung geschwenkt und
anschlieBend ca. 90 min bis zum Entfarben des Hintergrundes mit Entfarbeldésung
inkubiert.

Der Farbe- und Entfarbevorgang konnte durch kurzes Erhitzen der Losung in der
Mikrowelle beschleunigt werden. Gefarbte Gele wurden nach kurzer Inkubation in
H,O Milli Q getrocknet, in Plastikfolie eingeschweil3t und konserviert.

2.2.5 Quantifizierung der Antikdrperkonzentration

Die Quantifizierung der Antikérperkonzentration erfolgte am Photometer
(Nanodrop). Es wurde, nach Angaben des Herstellers, zuerst eine neutrale
Messung mit Reinstwasser, dann eine Blankmessung mit dem Puffer
(Elutionspuffer mit TRIS-HCI) durchgefihrt, in dem die Antikérper geldst sind, und

anschlieBend die Antikorperldsung gemessen.
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2.2.6 Immunzytochemie der Zelllinien

10%-10° Zellen wurden nach der Trypsinisierung auf jedes Glasplattchen
(sogenannte Coverslips) gegeben, nachdem diese in je einer Kammer einer 24-
Well-Platte positioniert wurden. In jede Kammer mit einem Coverslip wurde 1 ml
des jeweiligen Mediums gegeben. AnschlieBend wuchsen die Zellen als
Monolayer fur ein bis drei Tage bis zur gewtinschten Anzahl und Morphologie.

Es wurde die sogenannte indirekte Methode der Immunzytochemie in der Zwei-
Schritt-Technik angewandt. Das heif3t, dass ein zu testender Primarantikorper auf
Zellen aufgebracht wurde und mit einem, gegen diesen Priméarantikorper
gerichteten, Sekundarantikorper detektiert wurde. An den Sekundarantikdrper war
ein Farbstoff gekoppelt, der die Visualisierung erméglichte.

Alle der nachfolgend genannten Inkubationszeiten erfolgten bei +4<C, wenn nicht
anders beschrieben.

Das Medium wurde mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und die Coverslips
einmalig funf Minuten in PBS gewaschen. Es folgte eine 20-minitige Fixierung mit
4% Paraformaldehyd in ddH,0, ein Waschschritt in PBS und eine 15-minutige
Permeabilisierung mit 0,5% Triton in PBS. Nach erneutem Waschen wurden
unspezifische Bindungsstellen mit 3% BSA in PBS fir eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) blockiert und anschliel3end nochmals gewaschen. An dieser
Stelle wurden die Coverslips aus den Kammern der 24-Well-Platte genommen und
auf eine mit Parafilm vorbereitete Flache gelegt. Die Zellen wurden fir eine
Stunde mit dem zu testenden Antikdrper inkubiert und dann dreimal gewaschen,
bevor die Inkubation mit dem jeweiligen FITC-gekoppelten Sekundéarantikorper fur
45 min und erneutes dreimaliges Waschen folgte. Abschlie3end wurden die Zellen
noch fiar 30 min mit Phalloidin (Alexa 594, A = 594nm, Verdiunnung 1:50)
behandelt. Phalloidin bindet an Aktinfilamente und wird deshalb gern genutzt, um
ein zytoplasmatisches Farbemuster zu erreichen. Nach finalem funfminttigem
Waschen wurden die Coverslips umgedreht und mit Mounting Medium mit DAPI
auf einem Objekttrager montiert und mit Nagellack versiegelt. Die Aufbewahrung
erfolgte bei +4<T und unter Lichtabsenz.

Alle Antikdrper und Phalloidin wurden in 1% BSA in PBS auf die gewlnschte

Konzentration verdinnt.
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2.2.7 Auswertung der Immunzytochemie der Zelllinien

Die  Auswertung der Immunzytochemiefarbungen erfolgte an dem
Konfokalmikroskop Leica DM IRE2 in einer 63-fachen Olimmersions-
VergréRerung. Zur Digitalisierung der aufgenommen Bilder wurde das vom
Hersteller gelieferte Computerprogramm (Leica Confocal Software) verwendet.
Damit war sowohl die Aufnahme von Einzelbildern verschiedener Farbkanéle, als
auch das digitale Ubereinanderlegen (Overlay) dieser Einzelbilder moglich. Das
endgultige Bild besteht aus acht Ubereinandergelegten Einzelbildern (Average),
um die spezifische Farbung mdglichst genau darzustellen. Diese Methode wird

angewandt, um den unspezifischen Hintergrund, soweit moglich, herauszufiltern.

2.2.8 Immunzytochemie der Tissue microarrays

In Kooperation mit dem Pathologischen Institut des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf wurden auf sog. , Tissue microarrays” immunhistochemische
Farbungen mit den CLL-Antikérpern angefertigt. Der Vorteil dieses Verfahrens
besteht darin, dass auf einem einzigen anzufarbenden Slide sehr viele
unterschiedliche Gewebe gleichzeitig getestet werden kénnen®®*?. Die Versuche
wurden mit den CLL-Antikérpern 1g014, 1g022 und 1g024 in veranderter Form
durchgeflhrt. In veranderter Form bedeutet in diesem Zusammenhang, dass das
F. nicht mehr human ist, sondern vom Huhn stammt. Es entsteht also ein chimarer
Huhn (F;)/Human (Fg)-Antikdrper. Der Vorteil besteht darin, dass das
ursprungliche Antigen noch erkannt wird, aber als Sekundarantikérper ein anti-
Huhn-Antikbrper verwandt werden kann, der bei dem zu untersuchenden,
humanen Gewebe weniger unspezifische Hintergrundfarbung erzeugt, als ein anti-

Human-Ak.

Die Herstellung der TMA wird an dieser Stelle nur grob zusammengefasst und es
wird auf weiterfihrende Literatur verwiesen, da die TMA nicht eigens fur die hier

vorliegende Arbeit hergestellt wurden.

Zuerst wurden die Spenderblécke ausgewdhlt und eine oder mehrere
Stanzbiopsien entnommen. In einen leeren Paraffinblock (Empféangerblock)
wurden, an den entsprechenden Stellen Lécher eingeflgt, in welche die
Stanzbiopsien des Spendergewebes eingebracht wurden. AnschlieRend wurde
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eine selbstklebende Folie auf den angeschnittenen Empfangerblock geklebt und
mit dem Rotationsmikrotom ein Schnittpraparat von 3-5 pm Dicke hergestellt. Nun
klebte der Schnitt an der Folie, wurde auf einen Objekttrager tbertragen und die

Folie wurde geldst*.

Das folgende Protokoll fir die Immunhistochemie wurde in verschiedenen
Varianten auf die drei AntikGrper angewendet, um die besten Bedingungen zu
etablieren.

Zu Beginn mussten die TMA entparaffiniert werden. Aus diesem Grund wurden die
Objekttrager (OT) eine Stunde in Xylol gebadet, dann in einer absteigenden
Alkoholreihe bis zu destilliertem Wasser rehydriert und abschlieRend 5 min in

TBST gewaschen.

Die Fixierung der Gewebeproben in neutral gepufferter 4% Formaldehyd-Lésung
kann zu einer sog. Maskierung fuhren, d.h. einer Vernetzung der Proteine. Durch
die Vernetzung konnte die Struktur der Epitope verandert werden. Die Versuche
wurden sowohl ohne Demaskierung, als auch mit Demaskierung durch eine
Protease, einen Dampftopf, einen Dampfgarer, eine Mikrowelle und durch
unterschiedliche pH-Werte (pH 2, pH 6, pH 7,8, pH 9) durchgefiihrt. Anschliel3end
wurden die OT 5 min in TBS gewaschen.

Zum Blockieren der endogenen Peroxidaseaktivitat wurden die OT 10 min in 1%
H,O, in Methanol gebadet und anschlieBend zweimal, je 5 min, mit TBS

gewaschen.

Die Inkubationen der verschiedenen Antikérper fanden bei 30T statt. Die
chimaren Ak Ig014, 1g022 und I1g024 wurden mit Konzentrationen von 5-, 10-,
15ug/ml fur je 30 min inkubiert. AnschlielBend wurde zweimal, je 5 min, mit TBS
gewaschen. 10pg/ml des sekundaren Antikorpers (Rabbit-anti-Chicken-HRP)
wurden fr 30 min inkubiert und es wurde wiederum zweimal 5 min mit TBS
gewaschen. Der Tertidrantikorper (EnVision Polymer-HRP Goat-anti-Rabbit)
wurde ebenfalls fir 30 min inkubiert und abschlieRend wurde die zweimalige
Waschung mit TBS wiederholt.

Zur Visualisierung wurden die OT zweimal 5 min in ddH,O gewaschen,
anschlieBend mit DAB-Chromogen (Liquid DAB DAKO K3468) fur 10 min bei
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Raumtemperatur inkubiert und danach nochmals 5 min in ddH,O gewaschen. Im
nachsten Schritt wurde der Zellkern 1 min mit Hamalaun angefarbt und 5 min mit
Leitungswasser geblaut. Zuletzt wurden die OT in einer aufsteigenden

Alkoholreihe bis Xylol getrankt und mit Mounting Medium (Eukitt) eingedeckelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Basisinformationen zu den CLL-B-Zellrezeptoren

Die Tabellen 3 und 4 zeigen in einer Zusammenfassung Informationen Uber die

Aminosauresequenzen der hypervariablen (CDR-3-)Regionen und den jeweiligen

Mutationsstatus der variablen schweren und variablen leichten Ketten der hier

verwendeten rekombinanten B-Zell-Rezeptoren. AulRerdem ist die Zugehdrigkeit

zum jeweiligen Subset fur die schweren Ketten und zum k- beziehungsweise A-

Typ der variablen leichten Ketten dargestellt. Die BCR wurden als rekombinante

Antikdrper vom 1gG-1Subtyp exprimiert.

Tabelle 3: Informationen zur schweren Kette der BCR

. V4 gibt die zugehorige variable

schwere Kette an. Die Einteilung der V4 in Subsets bezieht sich auf die Klassifikation nach

Stamatopoulos* und Murray®.

Antikdrper
1g014
Ig015
1g022
1g023
1g024

1g025

Vu

Vy 1-2
Vy 1-69
Vy 1-69
Vy 1-69
Vy 3-9

Vy 1-69

CDR3-Region
ARDQWLTLGNYFDY

ARAVQEDYDFWSGYYPNYYYYGMDVW
AREQPDIVVVPADVGYYYGMDVW
ARGEGPIFGVVIPNLYYYMDVW
AKGGARWIQLTVRSYYYYYGMDV

ARFMDYYDSSGYYNPQYYYYGMDV

Mutations- Subset
status

unmutiert 1
unmutiert 7
unmutiert 3
unmutiert 9
unmutiert -
unmutiert 7
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Tabelle 4: Informationen zur leichten Kette der CLL -BCR. V_ gibt die zugehotrige
variable leichte Kette an.

Antikdrper V|, CDR3-Region Mutationsstatus
g014 V| 3-20-kappa QQYGSSPG#FTF unmutiert

Ig015 V, 3-9-lambda QVWDSSTVVF unmutiert

1g022 V|, 1-39-kappa  QQSYSTRPF unmutiert

1g023 V., 4-1-kappa HQYHGVPYTF mutiert

1g024 V. 3-20-kappa  QQYGRTF unmutiert

1g025 V, 3-1-lambda QAWDSSTDVVF unmutiert

3.2 Antikorperaufreinigung

Die Aufreinigung der CLL-Antikérper erfolgte wie unter Punkt 2.2.3 beschrieben.
Abbildung 5 zeigt beispielhaft ein mit Coomassie-Blau gefarbtes SDS-Gel, bei
dem die leichten und die schweren Ketten des Antikorpers 1g022 durch Reduktion,

Denaturierung und Elektrophorese aufgetrennt wurden.
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~170 kDa
~130 kDa
~100 kDa
~70 kDa

~55 kDa
~40 kDa

~35 kDa

~25 kDa

~15 kDa

Abbildung 5: Ein mit Coomassie-Blau gefarbtes SDS-G el einer Aufreinigung von
1g022. Die aufgetragenen Banden zeigen: 1: Markerprotein (Fermentas), 2: Eluat 2, 3:
Eluat 4, 4: Eluat 6, 5: Eluat 8, 6: antikorperbeinhaltender Uberstand des
Zellkulturmediums, 7: Durchfluss der Protein A-Sepharose-Saule, 8: Durchfluss der
Protein A-Sepharose-Saule nach dem Waschen. 2-5 zeigen bei ~62 kDa die schwere
Kette der Antikdrper und bei ~25 kDa die leichte Kette. Die Antikdrperkonzentration
verringert sich von Eluat zu Eluat. 6 und 7 zeigen zwischen ~50-70 kDa eine grol3e
Proteinansammlung durch BSA. Bande 8 ist nahezu proteinfrei.

3.3 Immunzytochemie

3.3.1 Ubersicht

Ziel dieser Arbeit war es, funf Zelllinien (M2-10B4, HEp-2, 293T, HeLa, MCF-7) mit
sechs verschiedenen Antikorpern (Ig014, 1g015, 1g022, 19023, 1g024, 1g025) zu
farben. Die Antikdrper waren rekombinant exprimierte B-Zell-Rezeptoren sechs
verschiedener CLL-Patienten. Es sollte festgestellt werden, ob hieraus eine
Anfarbung resultiert, sich gegebenenfalls sogar ein spezifisches und repetitives
Farbemuster erkennen lasst und somit potentielle Autoantigene identifiziert
werden koénnen. Als Positivkontrolle wurde ein FITC-gekoppelter anti-Vimentin-
Antikorper verwendet, da auler MCF-7 alle gewahlten Zelllinien Vimentin
exprimieren. Als Isotypkontrolle wurde Rituximab gewahlt, ein chimarer,
monoklonaler  anti-CD20-Antikorper. Es  wurden bewusst  Zelllinien
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unterschiedlicher Gewebe gewahlt, um ein mdgliches Farbemuster zu

verdeutlichen.

Als Farbstoffe wurden FITC, Phalloidin und DAPI verwendet. FITC war an den
Sekundarantikdrper (Kaninchen-anti-human IgG) gekoppelt. Phalloidin fahrt durch
Anlagerung an Aktinfilamente zu einer zytoplasmatischen Farbung. DAPI lagert
sich der DNA an und erzeugt eine Kernfarbung. Ausgewertet wurden die
immunzytochemischen Farbungen an einem Konfokalmikroskop. Es war allerdings
nicht maoglich, mit diesem die DAPI-Farbung digitalisiert am Computer
darzustellen, da es nicht Uber einen passenden LASER verflgte. Die DAPI-

Farbung konnte somit nur analog am Durchlichtmikroskop untersucht werden.

3.3.2 Methodenetablierung

Ein wesentlicher Teil der Laborarbeit bestand in der Etablierung der Methodik wie
sie unter Punkt 2.2.6 zu lesen ist. Die einzelnen Schritte der Farbung, wie Zeiten
und Konzentrationen, wurden zuerst durch Testfarbungen optimiert und etabliert.
Diese Versuche wurden bei jeder Zelllinie durchgefihrt. AnschlieRend wurden die
Ergebnisse in einem optimierten Protokoll zusammengefiigt und auf das Testpanel
angewandt. Die Daten der Testfarbungen aus 3.3.2.1-3.3.2.3 und 3.3.2.5 werden

hier nicht gezeigt.

3.3.2.1 Fixierung

Die auf einem Coverslip gewachsenen Zellen wurden mit Paraformaldehyd fixiert.
Es wurden Probelaufe mit 2%, 3% und 4% PFA in H,O Milli Q durchgefuhrt, wobei
nur mit einer Konzentration von 4% eine ausreichende Anzahl an Zellen fixiert
werden konnte um IHC-Farbungen durchzufuhren. Als ausreichend wurde
angesehen, wenn 20 Prozent des OT mit Zellen bedeckt waren. Bei niedrigeren
Konzentrationen von PFA war die Aufrechterhaltung der Zellstruktur durch

Proteinvernetzung nicht gewahrleistet.

3.3.2.2 Permeabilisierung

Um eine intrazellulare Anfarbung der Zellen zu ermoéglichen, mussten diese
permeabilisiert werden. Es wurden Versuche mit Konzentrationen von 0,04%,
0,05%, 0,08%, 0,1% und 0,5% Triton X-100 in PBS durchgefuhrt. Nur bei einer
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Konzentration von 0,5% war die Permeabilisierung nahezu aller Zellen
gewahrleistet. Als ausreichend galt eine Permeabilisierung von mindestens 80
Prozent der Zellen. Bei niedrigeren Konzentrationen an Triton X-100 waren
einzelne Zellen nicht permeabilisiert. Dies wurde deutlich, da sich innerhalb von
Zellverbanden angefarbte und nicht angefarbte Zellen zeigten. Potentielle
Antigene héatten den farbenden Antikdrpern somit nicht zuganglich gemacht

werden konnen.

3.3.2.3 Konzentrationen des Sekundarantikorpers

Die zu verwendende Konzentration des Sekundarantikdrpers (anti-human-IgG)
musste flr jede Zelllinie einzeln geprift werden. Deshalb wurden Testfarbungen
mit Verdunnungen von 1:100, 1:500, 1:800, 1:1500, 1:2000 und 1:2500
durchgefuihrt. Der kommerzielle anti-Vimentin-Ak fungierte in diesem
Zusammenhang bei allen Zelllinien, aul3er MCF-7, als Primérantikorper. Bei MCF-
7-Zellen wurde 1g024 als Primér-Ak verwandt. Bei den Zelllinien M2-10B4 und
293T wurden bei einer Verdinnung von 1:800 Sekundarantikdrper in PBS mit 1%
BSA die gesuchten Ergebnisse erzielt und bei den restlichen Zelllinien bei einer
Verdinnung von 1:2500. Gesucht wurde die Verdinnung, bei welcher der
Sekundarantikdrper selbst negativ ist, jedoch in ausreichender Konzentration

vorliegt, um den PriméarantikOrper zu markieren.

Um sicherzustellen, dass der Sekundar-Ak ohne Primar-Ak keine Fluoreszenz
auslost wurde bei jedem Farbedurchgang ein Coverslip parallel zu den Weiteren
identisch behandelt. Es wurde jedoch kein Primar-Ak auf dieses Coverslip
appliziert. Ware es folglich zu einer Fluoreszenzreaktion gekommen, hatte der

Sekundar-Ak ohne Primar-Ak, also unspezifisch, gebunden.

3.3.2.4 CLL-Antikorper

Die zu untersuchenden Primarantikdrper wurden in Konzentrationen von 50, 100,
150, 200 und 250ug/ml getestet. Bis 200ug/ml zeigte sich, dass die Farbung in der
Intensitat zunahm. Ab 200ug/ml erfolgte keine Intensitdtszunahme mehr. Aus
diesem Grund wurden die IHC-Farbungen mit 200pg/ml durchgefihrt. Der
Antikdrper 1g024 konnte nur in einer Konzentration von 75ug/ml eingesetzt
werden, da er nicht hdher konzentriert vorlag. Fur Rituximab als Isotypenkontrolle
wurde daher auch immer eine zusatzliche Farbung mit 75ug/ml durchgefihrt.
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3.3.2.5 Phalloidin

Fur die Anfarbung des Zytoplasmas durch Phalloidin wurden Inkubationszeiten
von 10 min, 20 min und 30 min erprobt. Nur mit einer 30-minttigen Inkubation war

eine Farbung zu erzielen.

3.3.3 Farbemuster der CLL-Antikorper

Die Abbildungen 7 bis 15 zeigen die Expressionsmuster der einzelnen Antikorper.
Die Antikorper, die ein negatives Ergebnis zeigen, werden nur exemplarisch
anhand einer Zelllinie gezeigt. Das Farbemuster von Phalloidin und das von DAPI
werden in den Unterpunkten nicht ndher beschrieben. Die im Folgenden

beschriebenen Farbecharakteristika beziehen sich auf die FITC-Farbungen.

Teils waren die Phalloidinfarbungen deutlich starker als die FITC-Farbungen und
Uberlagerten diese daher bei den Overlaybildern. Dies ist auf unterschiedliche
Farbungsintensitaten zurtickzufihren, welche sich trotz standardisiertem Protokoll

ergaben.

In Tabelle 5 sind alle Ergebnisse zusammengefasst.
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3.3.3.1 Farbemuster von 1g014

Der CLL-Antikérper 1g014 zeigte bei allen Zelllinien ein zytoplasmatisches
Farbemuster. Die Anfarbung war punktférmig-fleckig und in der perinukledren

Region am starksten ausgepragt (Abb. 7).

A: M2-10B4

F: M2-10B4

Abbildung 7: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der finf mit dem CLL-
Antikérper 1g014 gefarbten  Zelllinien. Die Abbildungen A-E zeigen die
antikorpervermittelten FITC-Farbungen und die Abbildungen F-J den Overlay der FITC-

und der Phalloidinfarbungen.
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3.3.3.2 Farbemuster von 1g015

Der CLL-Antikorper 1g015 zeigte bei allen getesteten Zelllinien ein negatives

Ergebnis, was exemplarisch an der Zelllinie M2-10B4 gezeigt ist (Abb. 8).

A: M2-10B4 B:‘M2:10B4

Abbildung 8: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der mit dem C LL-Antikorper
Ig015 gefarbten Zelllinie M2-10B4. Die Abbildung A zeigt die antikbrpervermittelte FITC-
Féarbung und die Abbildung B den Overlay der FITC- und der Phalloidinfarbungen.

3.3.3.3 Farbemuster von 1g022

Der CLL-Antikorper 1g022 zeigte bei allen getesteten Zelllinien ein negatives

Ergebnis, was exemplarisch an der Zelllinie M2-10B4 gezeigt ist (Abb. 9).

A: M2-10B4 B:M2-10B4

Abbildung 9: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der mit dem CLL-Antikérper
1g022 gefarbten Zelllinie M2-10B4. Die Abbildung A zeigt die antikbrpervermittelte FITC-
Farbung und die Abbildung B den Overlay der FITC- und der Phalloidinfarbungen.
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3.3.3.4 Farbemuster von 1g023

Der CLL-Antikorper 1g023 zeigte bei allen getesteten Zelllinien ein negatives
Ergebnis, was exemplarisch an der Zelllinie M2-10B4 gezeigt ist (Abb. 10).

A: M2-10B4 B: M2-10B4

Abbildung 10: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der mit dem C LL-
Antikérper 19023 geféarbten Zelllinie M2-10B4. Die Abbildung A zeigt die
antikorpervermittelte FITC-Farbung und die Abbildung B den Overlay der FITC- und der

Phalloidinfarbungen.

3.3.3.5 Farbemuster von 1g024

Der CLL-Antikorper 1g024 zeigte bei den Zelllinien M2-10B4, HEp-2, HelLa und
293T eine starke zytoplasmatische und eine leichte nukleédre Farbung. Auffallend
war, dass die Nukleoli von der Farbung ausgespart waren. Die Starke der Farbung
war unterschiedlich ausgepragt und bei den M2-10B4-, den HEp-2- und den HelLa-
Zellen kraftiger als bei den 293T-Zellen.

Bei den MCF-7-Zellen zeigte sich eine zytoplasmatische Anfarbung ohne
Kernfarbung und auch hier war sie weniger stark ausgepragt als bei den drei
erstgenannten Zelltypen (M2-10B4, HEp-2, HelLa).

Die Farbungen aller Zelllinien hatten ein punktférmiges, meist in der perinukledren

Region starker ausgepragtes, Farbemuster gemein (Abb. 11).
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Abbildung 11: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der funf mit dem CLL-
Antikérper 1g024 gefarbten  Zelllinien. Die Abbildungen A-E zeigen die
antikorpervermittelten FITC-Farbungen und die Abbildungen F-J den Overlay der FITC-
und der Phalloidinfarbungen. K und L zeigen einen vergroRerten Bildausschnitt mit FITC-

Farbung (K) bzw. als Overlay (L) von HEp-2-Zellen.
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3.3.3.6 Farbemuster von 1g025

Der CLL-Antikorper 1g025 zeigte auf M2-10B4-Zellen eine zytoplasmatische
Farbung (Abb. 12A). Auf HEp-2-Zellen zeigte sich wiederum eine Anfarbung des
Zytoplasmas mit einer zusatzlich schwachen nukledren Farbung und einer
Nukleoliaussparung (Abb. 12B). Bei MCF-7-Zellen waren sowohl Zytoplasma als
auch der Nukleus angefarbt und nicht zu unterscheiden (Abb. 12E). Bei 293T- und
HelLa-Zellen zeigten sich mit diesem Antikdrper keine Farbungen (Abb. 12C+D).
Das, bereits bei den anderen Ak beschriebene, punktférmige Farbemuster

prasentierte sich auch bei diesem Antikorper.

A:'M2-10B4°

F:M2-10B4

A

33



Ergebnisse

Abbildung 12: Die konfokalmik roskopischen Aufnahmen der finf mit dem CLL-
Antikérper 1g025 gefarbten Zelllinien.  Die Abbildungen A-E zeigen die
antikorpervermittelten FITC-Farbungen und die Abbildungen F-J den Overlay der FITC-

und der Phalloidinfarbungen.

3.3.4 Farbemuster von Rituximab

Der als Isotypenkontrolle (Negativkontrolle) verwandte kommerzielle Antikorper
Rituximab zeigte auf allen getesteten Zelllinien ein negatives Ergebnis. Die Daten

werden exemplarisch anhand der Versuche mit HEp-2-Zellen gezeigt (Abb. 13).

Abbildung 13: Die konfokalmi kroskopischen Aufnahmen der mit  der
Isotypenkontrolle Rituximab gefarbten HEp-2-Zellen. Die Abbildungen A und B zeigen
die antikdrpervermittelten FITC-Farbungen mit einer Konzentration von 200ug/ml
Rituximab (A) bzw. 75ug/ml Rituximab (B). Die Farbungen C und D den Overlay der
FITC- und der Phalloidinfarbungen mit 200ug/ml (C) bzw. 75ug/ml Rituximab (D).
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3.3.5 Farbemuster des anti-Vimentin-Antikorpers

Der als Positivkontrolle eingesetzte anti-Vimentin-Antikdrper zeigte bei allen
Zelllinien, aul3er bei MCF-7, eine starke Farbung. Charakterisiert war sie durch ein
spiralférmig-zytoplasmatisches Farbemuster, das in der perinukledren Region am
deutlichsten ausgepragt war. Da MCF-7-Zellen kein Vimentin produzieren, erklart
sich das negative Ergebnis dieser Zelllinie (Abb. 14).

A: M2-10B4
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Abbildung 14: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der finf mit der
Positivkontrolle anti-Vimentin-Antikdrper gefarbten Zelllinien. Die Abbildungen A-E
zeigen die antikdrpervermittelten FITC-Farbungen und die Abbildungen F-J den Overlay
der FITC- und der Phalloidinfarbungen. K und L zeigen einen vergrof3erten Bildausschnitt
von HEp-2-Zellen mit FITC-Farbung (K) bzw. den Overlay (L).

3.3.6 Farbemuster des Sekundarantikdrpers anti-huma  n-IgG

Der FITC-gekoppelte Sekundarantikdrper zeigte ohne Primar-Ak
erwartungsgemald keine Farbung (Abb. 15) und wurde nach der Austitration
(vergleiche 3.3.2.3) in der jeweils fur eine bestimmte Zelllinie optimierten

Konzentration appliziert (vergleiche Tab. 5).

A: M2-10B4 B: M2-10B4

Abbildung 15: Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen der mit dem
Sekundarantikorper gefarbten Zelllinien. Exemplaris ch gezeigt werden M2-10B4-
Zellen. Die Abbildung A ist FITC-gefarbt und die Abbildung B zeigt den Overlay der FITC-

und der Phalloidinfarbungen.

In Tabelle 5 sind noch einmal die Ergebnisse mit Farbemustern, allen

Konzentrationen, sowie die Verdinnungen der Sekundarantikdrper dargestellt.
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Tabelle 5: Ubersicht und Zusammenfassung aller Farb

ungen. Die Legende ist wie

folgt zu lesen: - = negativ, + = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv. Das

Verhéltnis in der Zeile ,Sekundarantikdrper” gibt die jeweilige Verdiinnung derselben an.

M2-10B4 HEp-2 293T HelLa MCF-7
Rituximab - - - - -
200pg/ml
Rituximab - - - - -
75ug/mi
Sekundar - - - - - -
antikérper 1:800 1:2500 1:800 1:2500 1:2500
anti - +++ +++ + +++ -
Vimentin- zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma-
Antikorper tisch tisch tisch tisch
20pg/ml
Ig014 + + + + +
200pg/mi zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma
tisch tisch tisch tisch -tisch
lg015 - - - - -
200pg/ml
1g022 - - - - -
200pg/mi
1g023 - - - - -
200pg/mi
1g024 15 ++ i ++ +
75ug/mi zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma- | zytoplasma
tisch, wenig | tisch, wenig tisch, wenig | tisch, wenig -tisch
nukledr mit nuklear mit nuklear mit nukledr mit
Nucleoli- Nucleoli- Nucleoli- Nucleoli-
Aussparung | Aussparung Aussparung | Aussparung
|9025 + + = - +
200pg/mi zytoplasma- | zytoplasma- zytoplasma
tisch tisch -tisch

3.3.7 Farbemuster der Tissue microarrays

Die Tissue microarrays wurden mit den Antikérpern 1g014, 1g022 und 1g024

gefarbt um Hinweise darauf zu erhalten, ob diese Immunglobuline Autoantigene in

bestimmten Geweben erkennen. Die CLL-Antikorper wurden nicht in ihrer

ursprunglichen Form verwendet, sondern als chimarer Huhn/Human-Antikorper,

um einen anti-Huhn-Sekundarantikbrper verwenden zu koénnen, der weniger
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unspezifische Hintergrundfarbung erzeugen sollte. Hierbei zeigte das CLL-
Immunglobulin 1g014 ein beinahe ubiquitares und diffuses Farbemuster, in
welchem allerdings kein Zelltyp abgrenzbar war. Der 19022 zeigte keine Anfarbung
und der 1g024 ebenfalls ein diffuses, nukleares Expressionsmuster ohne mdgliche

Zellabgrenzung in einigen Geweben.

Auf keinem der getesteten Gewebe (vergleiche 2.1.5) zeigte sich ein spezifisches
Farbemuster, welches eine Abgrenzung der Zellkompartimente und eine Aussage
zum Bindungsverhalten der Ak zulieB. Auch nach unterschiedlichen
Vorbehandlungen der Gewebe (vergleiche Punkt 2.2.8) und intensivem Betrachten
zeigte sich eine leichte, diffuse, unspezifische Braunfarbung aller zellularen
Bestandteile. Abb. 16 zeigt exemplarisch eine Farbung mit 19024 an

Nierenrindengewebe.

Abbildung 16: Farbung von Nierenrindengewebe mit ch imarem Ig024. Das Bild zeigt
einen Ausschnitt einer TMA-Farbung von Nierenrindengewebe. Es ist eine diffuse,
unspezifische Braunfarbung zu erkennen. Einzelne Zellstrukturen oder —kompartimente

lassen sich nicht mit Sicherheit abgrenzen.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht

Die chronisch lymphatische Leukamie ist die haufigste Leukamieform der
westlichen Welt und kann bis heute leider meist nur in palliativer Absicht therapiert
werden. Neue, potentiell kurative Therapiestrategien missen daher an dem bisher
noch unzureichenden Verstdndnis der Pathogenese ansetzen. In diesem
Zusammenhang verdichten sich die Hinweise, dass der B-Zell-Rezeptor eine
wichtige Rolle spielen kdnnte. So zeigt sich zum Beispiel, dass ein Erkennen von
mehreren Epitopen durch den BCR mit einem aggressiveren klinischen Verlauf
der CLL korreliert®. In dieser Arbeit sollten Interaktionen zwischen dem BCR und
Autoantigenen mittels immunhistochemischer Farbungen untersucht werden. Das
Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Methodenetablierung und der Farbung
der Zelllinien M2-10B4, HEp-2, 293T, HeLa und MCF-7 mit den CLL-Antikorpern
von sechs Patienten (Ig014, 1g015, 1g022, 1g023, 19024, 1g025).

Der 19014 zeigt auf allen getesteten Zelllinien eine schwach positive,
zytoplasmatische Farbung. Ahnlich verhalt es sich mit dem 19025, allerdings nur
bei den M2-10B4-, HEp-2- und MCF-7-Zellen. Der CLL-Antikorper 1g024 liefert
hier die interessantesten Ergebnisse. Positiv angefarbt werden konnten: M2-10B4,
HEp-2 und HelLa. 293T und MCF-7 zeigten ein weniger ausgepragtes, aber
positives Farbemuster. Alle Zelllinien, auRer MCF-7, wiesen eine dominante
zytoplasmatische Farbung und eine weniger ausgepragte Farbung des Nukleus
auf. Im Nukleus fiel eine Aussparung der Nukleoli auf. MCF-7 wies ausschlief3lich
eine Anfarbung des Zytoplasmas auf. Mit Ig015, 1g022 und Ig023 konnten keine

positiven Anfarbungen der getesteten Zelllinien erzielt werden.

Es konnte dargestellt werden, dass die CLL-Antikdrper zu unterschiedlichen
Expressionsmustern fuhrten. Hier konnte zwischen Ak unterschieden werden, die
lediglich eine zytoplasmatische bzw. eine nukleare Farbung zeigten und solchen,
die beide Zellkompartimente farbten. Indirekte Rickschlisse auf subzellulare
Strukturen lassen sich zum Beispiel durch zytoplasmatische Anfarbungen ziehen,
wobei diese auf eine Interaktion zwischen CLL-Ak und Strukturproteinen

hinweisen.
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Es zeigt sich anhand der vorliegenden Daten, dass sich Antigene in den
getesteten Zelllinien befinden. Diese entscheidende Erkenntnis bildet die

Grundlage fir die weitere Antigen-ldentifikation.

Anhand von Vimentin soll diese Interaktion in den folgenden Abschnitten ndher

betrachtet werden.

Im Folgenden soll diskutiert werden, wie diese Untersuchungen optimiert werden
konnten und es soll ein Ausblick gegeben werden, wie dies zum besseren
Verstandnis der Erkrankung beitragen kdonnte. Zusatzlich soll diskutiert werden wie
dieser Wissenszuwachs in Zukunft zur Verbesserung der Therapie genutzt werden

kdnnte.

In der Immunhistochemie der Tissue microarrays zeigte der 1g014 eine
unspezifische, beinahe ubiquitare Farbung. Der 19022 zeigte eine negative
Anfarbung und der 1g024 ein unspezifisches, nukleares Expressionsmuster in
einigen Geweben. Unspezifisch ist, in diesem Zusammenhang, als fehlende
Mdoglichkeit der Zelltypendifferenzierung definiert. Die Farbungen ergeben somit
keinen konkreten Hinweis auf die Autoantigenerkennung in bestimmten humanen

Geweben, zumindest in paraffineingebetteter Form derselben.

4.2 Kritische Bewertung der Methoden und Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit bestand aus einer Vielzahl an einzelnen methodischen
Schritten, woraus sich auch eine Vielzahl an potentiellen Fehlerquellen ergab. Es
soll zuné&chst auf die in-vitro-Farbungen der funf Zelllinien bzw. das Anzuchten der
Zelllinien eingegangen werden. Die zu farbenden Zellen wuchsen unterschiedlich
stark adharent und daher ergaben sich bei den 293T-Zellen Schwierigkeiten mit
der Fixierung. Als weitere Herausforderung erwies sich, dass die Zellen einen
Monolayer, also einen einschichtigen Zellrasen, bilden sollten, aber jede Zelle
auch die fur diese Zelllinie typische Morphologie aufweisen sollte. Es konnte
allerdings vorkommen, dass mehrere Zellschichten Ubereinander wuchsen bevor
das charakteristische Aussehen erreicht war. ES musste nun eine angemessene
.Erntezeit* gewahlt werden, um einen entsprechenden Kompromiss zwischen

beiden Anforderungen zu finden. Mehrere Ubereinander gewachsene Zellen
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konnten die Farbungen ebenso wie eine atypische Morphologie bzw. Zellen in
unterschiedlichen Reifestadien beeinflussen und verfalschen.

Allerdings zeigen unsere Untersuchungen, welcher B-Zell-Rezeptor mit Antigenen
welcher Zelllinie spezifisch interagiert, was die Grundlage flr eine zuklnftige
Antigenidentifizierung bildet. So kdnnten in zukinftigen Untersuchungen Zelllysate
verwendet werden, um potentielle Antigene besser ermitteln und genauer
untersuchen zu konnen. Die einzelnen Lysate konnten per Western Blot,
Immunprazipitation (IP) oder Reverse phase protein lysate microarrays (RPMA)
untersucht werden und somit genauere Aussagen zum Antigen getroffen werden,
als bei der Anfarbung einer intakten Zelle*®. AnschlieRend konnte die
Antigenidentifikation per Massenspektrometer fortgefiihrt werden.

Insbesondere der 19024 zeigt ein repetitives Erkennungsmuster von
verschiedenen Zellkompartimenten. Ob es sich um ein im Nukleus und im
Zytoplasma vorliegendes Protein handelt oder um verschiedene Antigene kann
nur in anschlieBenden Untersuchungen geklart werden. Somit kann zum Grad der
Polyreaktivitdt keine Aussage getroffen werden. Entsprechend Binder et al.
korreliert das Ausmald der Polyreaktivitdt mit einem mehr oder weniger
aggressiven klinischen Verlauf’. Sollte sich also zeigen, dass das
Bindungsverhalten von 1g024 polyreaktiv ist, kdnnten die vorliegenden Ergebnisse
fur die ,Theorie des Antigenic Drive“ sprechen, die in den letzten Jahren vielfach
postuliert wurde®. Dies bedeutet, dass eine persistierende Stimulation zur
Entartung einer B-Zelle fihren kénnte und so entscheidend zur Entstehung und
Aufrechterhaltung der chronisch lymphatischen Leukéamie beitragen wirde.
Polyreaktive BCR fuhren mit erhéhter Wahrscheinlichkeit zu einer Stimulation und
an dieser Stelle kbnnte der aggressivere klinische Verlauf des Patienten, von dem
1g024 urspringlich stammt, fiir den Antigenic Drive sprechen. Selbstverstandlich
lassen sich anhand eines rekombinanten Ak keine validen Ruckschlisse ziehen.

Allerdings zeigt sich ein interessanter Ansatzpunkt auf.

Interessant ist auch, dass sich CLL-B-Zellen in vitro nicht kultivieren lassen und ex
vivo schnell absterben, u.a. da sie Stromazellen des Knochenmarks und des
Blutes zur Protektion vor spontaner Apoptose benétigen. Falls die Stromazellen
also Antigene prasentieren, kénnte auf diesem Wege die standige, fur die CLL-

Zellen elementare Antigenstimulation gewahrleistet werden. Vimentin, ein
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zytoskelettales Protein der Klasse Ill in Zellen mesenchymaler Herkunft, ist in
diesem Zusammenhang ein wichtiges Protein. Es konnte sowohl in Stromazellen
als auch an der Oberflache von diesen lokalisiert werden und die Uberlebenszeit
von CLL-Zellen konnte durch Blockierung des Vimentins signifikant verkirzt
werden. Es wurde verdffentlicht, dass 1g014 Vimentin als Antigen erkennt?. In
dieser Arbeit zeigte Ig014 auf allen Zelllinien ein positives Farbemuster von
ahnlicher Intensitat. Dass MCF-7-Zellen, welche als einzige Zellen kein Vimentin
exprimieren, erkannt wurden, muss dieser Annahme nicht widersprechen, da
selbstverstandlich auch andere Strukturen erkannt werden kénnen®?"°, Fiir die
weitere Charakterisierung von durch 1g014 erkannten Antigenen kdnnte in Zukunft
mit Lysaten der MCF-7-Zellen gearbeitet werden, um andere potentielle Antigene
zu identifizieren. Neben Vimentin wurden weitere Proteine, wie Myosin, als

Autoantigene fiir BCR verdffentlicht®.

Auch bei der Immunhistochemie der TMA bestehen viele potentielle Fehlerquellen.
Durch die Fixierung mit Formalin kann es zu einer Maskierung der Epitope
kommen. Sollten diese durch die verschiedenen Malinahmen, wie etwa
Proteolyse oder Erhitzen in einer Mikrowelle, nicht wieder demaskiert werden
konnen, bleiben sie fur die Antikbrper unerkennbar. Die Demaskierung kann

allerdings zu Veranderungen der Morphologie fuhren.

Die diffuse, nahezu ubiquitare Farbung im TMA durch den 1g014 kann
verschiedene Ursachen haben. Eine moégliche unspezifische Anfarbung durch den
Sekundarantikdrper wurde ausgeschlossen. Solche Farbemuster konnen jedoch
auch aus starker Kreuzreaktivitdt des priméaren Antikorpers oder inkompletter
Entparaffinierung resultieren. Der 1g022 erkennt in unseren Farbungen keine
Strukturen, dies liegt vermutlich an dem Antikorper selbst und bestétigt sich bei
den Farbungen der Zelllinien. Die diffuse, nukleédre Farbung des Ig024 kénnte ihre
Ursache ebenfalls in Problemen bei der Entparaffinierung und der Demaskierung

der Epitope haben.

Es gilt als bewiesen, dass der Ig014 in humaner Form Vimentin als Antigen
erkennt?, was aber nicht in der im TMA eingesetzten chimaren Huhn/Human-Form
bestatigt werden konnte, da sich hierbei keine spezifische Farbung zeigte,
Vimentin aber in allen Geweben exprimiert wird. Offensichtlich weicht das

Bindungsverhalten in diesem neuen Kontext von dem urspringlichen ab. Ein
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neuer maoglicher Ansatzpunkt waren immunhistochemische TMA-Féarbungen in
einem Maus/Human-Modell. Es kdnnten chimare Antikdrper mit murinem F¢-Teill
und humanem F4,-Teil verwendet werden. Als Sekundarantikdrper wirde ein anti-
Maus-Ak verwendet, welcher zu geringeren unspezifischen Hintergrundfarbungen
auf humanem Gewebe fuhren sollte. Die Hoffnung dabei ware, dass die
Bindungseigenschaften im Maus/Human-Modell weniger von denen der humanen

Form abweichen als sie es im Huhn/Human-Modell taten.

Nach Abschluss der Experimente dieser Arbeit kam der Verdacht auf, dass das
verwendete FCS gréRere Mengen Rinderimmunglobuline enthielt und diese,
ebenso wie die CLL-Ak, bei der Aufreinigung an die Protein-A-Sepharose-Saule
gebunden haben. Sollte sich diese Vermutung bestatigen, lagen die CLL-BCR
maoglicherweise in deutlich kleinerer Konzentration vor als angenommen. Diese
Abweichung kénnte entscheidende Auswirkungen auf die Expressionsmuster bzw.

auf die Farbeintensitat der BCR gehabt haben.

Die Hypothese der Rinderimmunglobulinkontamination sollte in zuklnftigen

Experimenten untersucht werden.

4.3 Betrachtung der Ergebnisse im Kontext der Liter  atur

Die antigenvermittelte Aktivierung einer B-Zelle tber den BCR kann z.B. durch
bakterielle Oberflachenproteine oder aber durch korpereigenes Gewebe
stattfinden. Diese Aktivierung kann sowohl zur Apoptose als auch zur Proliferation
der jeweiligen B-Zelle filhren’. Bei Autoimmunreaktivitit ware das gezielte
Absterben winschenswert, tritt allerdings nicht immer ein. Eine Aktivierung des
BCR durch Antigene bei der Pathogenese der CLL kbnnte man sich
folgendermalRen  vorstellen. Wenn eine B-Zelle 0ber ihren BCR
organismuseigenes Gewebe erkennt und so aktiviert wird sollte sie eigentlich in
nachfolgenden Prozessen eliminiert werden. Sollte die Zelle diesen Prozess, z.B.
durch Expression anti-apoptotischer Gene, umgehen kdnnen, so wird sie aufgrund
der BCR-Aktivierung proliferieren und ihre Tochterzellen mit identischem BCR*
werden wiederum durch das identische korpereigene Gewebe aktiviert und
vermehren sich. Diese monoklonale Expansion konnte dann durch Akquise

weiterer Mutationen in die maligne Transformation minden. Welche molekulare
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Kaskade in Gang gesetzt wird und die genauen zugrundeliegenden Mechanismen
sind leider noch unbekannt. Es wurde publiziert, dass CLL-B-Zellen verschiedener
Patienten ein ahnliches und limitiertes Antikorperrepertoire exprimieren und die
Anordnung der V-/(D-)/J-Segmente groRe Ahnlichkeit aufweist, obwohl diese

Segmente eigentlich sehr variabel sind*>*72:%439,

Die Autoreaktivitdt von CLL-BCR wurde in diversen Arbeiten immunhistochemisch
untersucht. Die Arbeitsgruppe um Hervé unterscheidet, nach dem Grad der
somatischen Hypermutation, zwischen unmutierten und mutierten B-Zellen bzw.
deren Antikérper und macht deutlich, dass es gravierende Unterschiede in der
Polyreaktivitdit gibt. In der Arbeit von Hervé wurden HEp-2-Zellen
immunhistochemisch geféarbt und die Reaktivitat mittels ELISA gepruft. Unmutierte
Zellen zeigten eine erhdhte Polyreaktivitdt und sowohl ein zytoplasmatisches als
auch ein nukledres Farbemuster, wahrend mutierte B-Zellen weniger potentielle
Antigene erkannten, also weniger polyreaktiv waren und eher zu einer
ausschlieRlich zytoplasmatischen Anfarbung fithrten®®. Firr die in der vorliegenden
Arbeit verwendeten Antikdrper gilt: alle Vy tragen den Status unmutiert, alle V| den
Status unmutiert, aufRer 1g023 (vergleiche Tab. 3 und Tab. 4). Die Ergebnisse
dieser Arbeit bestatigen in Teilen die von Hervé, andererseits kommt es zu teils
abweichenden Resultaten. Einige Antikorper zeigten keinerlei Farbung (1g015,
19022, 1g023), andere (Ig014, 1g025) zeigten, vom Status her unmutiert, nur eine
zytoplasmatische Anfarbung. Der unmutierte Antikorper 1g024 zeigt sowohl eine
zytoplasmatische als auch eine nukleéare Farbung. Interessant ist, dass der 1g024
als reaktivster Antikorper auch klinisch mit einem schlechteren Verlauf assoziiert
war. Das starker ausgepragte Erkennen von Epitopen geht mit einem
aggressiveren klinischen Verlauf (gemessen an der Zeit von Diagnosestellung bis

zur ersten Therapie, sog. ,Time to first treatment*) einher®.

Die vermehrte Nutzung von Tissue microarrays in der Hamato-/Onkologie hat sich
im Laufe der letzten Jahre rasant entwickelt*’. Allerdings wurden TMA bevorzugt
in der Diagnostik und auf der Suche nach prognostischen Parametern, wie etwa
der Expression von bestimmten Oberflachenproteinen, verwandt. Wie bereits
erwahnt, lassen sich mit diesem Verfahren relativ schnell und kostengtinstig grof3e
Mengen an Proben testen®3%%® zu Untersuchungen der Pathogenese der CLL
und zur Interaktion des B-Zell-Rezeptors mit potentiellen (Auto-)Antigenen finden
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sich im Kontext der internationalen Literatur kaum Vero6ffentlichungen. Eben aus
diesem Grunde sind Untersuchungen zum Bindungsverhalten von CLL-Antikdrper
an einer Vielzahl von gesunden und entarteten Geweben ein sehr interessanter
Ansatz. Sie sollten daher auch in Zukunft, unter optimierten Bedingungen, weiter
verfolgt werden, um befriedigendere Ergebnisse zu erzielen als sie in der
vorliegenden Arbeit erreichbar waren. In diesem Rahmen wére das oben bereits

erwahnte Mausmodell ein méglicher Ansatz.

4.4 Perspektiven

Die CLL ist eine sehr heterogene Krankheitsgruppe. Faktoren, wie bspw. der
Mutationsstatus der IGHV oder die individuelle HCDR3-Region, kénnen fir den
Patienten grol3e Unterschiede fur die Prognose bedeuten. Individualisierung wird
voraussichtlich zuktnftig in der Therapie eine noch gréf3ere Rolle spielen. Unter
anderem gilt es, die Hochrisikopatienten von denjenigen zu unterscheiden, die
durch eine frihe Therapieaufnahme kein besseres Outcome erwarten. Ein
weiteres Ziel ist eine spezifische Behandlung mit madglichst wenig
therapielimitierenden Nebenwirkungen, die im Idealfall zu einer anhaltenden
kompletten Remission fuhrt. FUr die Entwicklung solcher Therapien kdnnte ein
Schlussel im Verstandnis des Antigenic Drive liegen, wie es etwa bei den MALT-
Lymphomen im Gastrointestinaltrakt und der Assoziation mit dem Bakterium
Helicobacter pylori mit dessen Eradikation gezeigt werden konnte. Die Frage ist
also, wie man die entarteten, monoklonalen B-Zellen spezifisch und effizient
angreifen kann. Einerseits werden sicher in Zukunft noch mehr spezifische
therapeutische Antikorper wie etwa Rituximab und Alemtuzumab*® Anwendung
finden und andererseits gibt es den BCR als potentiellen Angriffspunkt auf den
nachfolgend genauer eingegangen werden soll. Ein Ansatz konnte die Kopplung
von Chemotherapeutika wie Doxorubicin an selektierte epitopnachahmende
Peptidliganden fur den BCR sein und so die Einbringung der Zellgifte in genau
jene klonale B-Zellen, welche theoretisch die einzigen Strukturen sind, die die
Peptide erkennen. Arap et al. haben einen derartigen Ansatzpunkt anhand von
humanen Brustkrebszellen gezeigt'. Als Transporter von inhibitorischer siRNA, die
die Proteinexpression und somit die Proliferation der Tumorzellen vermindert,

kénnen spezifische Peptide ebenso genutzt werden, was anhand vom Rezeptor
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ErbB-2 auf Mammakarzinomzelllinien gezeigt wurde?**', Zudem wurde publiziert,
dass das Mikromilieu durch anhaltende Antigenprasentation zur Verhinderung der
Apoptose beitragen konnte. So kommt es bei einem Absterben von NLC zu einer
Freisetzung von potentiellen Antigenen wie bspw. Vimentin und nach neueren
Erkenntnissen ist sogar eine aktive Sekretion mdglich. Durch diese Informationen
macht sich natirlich auch das Umfeld der B-CLL-Zellen etwa in Lymphknoten zu

einem interessanten Angriffspunkt fiir neue Therapiestrategien?.

Es sollte geklart werden, ob sich ein autoreaktives Muster anhand der IHC-
Farbungen zeigt. Fur 1g014, 1g024 und 1g025 liegt ein solches, bei einzelnen
Zelllinien, vor und kann zur Definition der Antigenquelle genutzt werden. Auf Basis
dieser Erkenntnis konnen gezielte Untersuchungen an Zelllysaten folgen, da
beweisen wurde, dass sich das Antigen bzw. die Antigene in den untersuchten
Zelllinien befinden. Zur Untersuchung der Zelllysate kdnnten sowohl Western Blots
und Immunprazipitationen als auch TMA mit spezifischen Ak verwendet werden.
Sofern sich der Grad an Reaktivitat als klinischer Parameter etabliert, kdnnte er
sogar zur Diagnostik und Prognosevorhersage genutzt werden.
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5 Zusammenfassung

Die Grundlage zu dieser Arbeit bildet die Erkenntnis, dass der B-Zell-Rezeptor und
seine Antigenstimulation vermutlich eine bedeutende Rolle in der Pathogenese

und dem Verlauf der chronisch lymphatischen Leukamie einnehmen.

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Versuchsteile untergliedert. Beide Teile
untersuchen die Interaktion zwischen CLL-B-Zell-Rezeptoren und potentiellen
Autoantigenen. Es sollte gezeigt werden, ob Strukturen auf zellularer und/oder
subzellularer Ebene erkannt werden und sich die Farbemuster der Ak
unterscheiden. Bei einem Teil handelt es sich um immunhistochemische
Farbungen der Zelllinien M2-10B4, HEp-2, 293T, HeLa und MCF-7 mit
rekombinanten B-Zellrezeptoren von sechs CLL-Patienten (Ig014, 1g015, 1g022,
19023, 1g024, 1g025), die als primarer Antikdrper der Farbung fungierten.

Fur den anderen Teil der Arbeit wurden solche immunhistochemische Farbungen
an Tissue microarrays unterschiedlicher humaner Gewebe angefertigt. Untersucht
wurde das Bindungsverhalten des 1g014, des 1g022 und des 1g024, wobei die B-
Zellrezeptoren alle in Form von Huhn/Human-Immunglobulinhybriden getestet

wurden.

Bei der Anfarbung der Zellen zeigte der 1g014 auf allen Zelllinien ein
zytoplasmatisches, schwach positives Farbemuster, der 19024 eine
unterschiedlich stark ausgepragte, zytoplasmatische und nukleére Anfarbung auf
allen Zelllinien und der 1g025 markierte nur das Zytoplasma der M2-10B4-, der
HEp-2- sowie der MCF-7-Zellen. 1g015, 1g022 und 1g023 erzeugten keine positive
Farbung.

Bei der Immunhistochemie der TMA zeigte der Ig014 ein nahezu ubiquitéres, aber
unspezifisches Expressionsmuster. Der 1g024 prasentierte in einigen Geweben
eine unspezifische, nukledre Farbung, wohingegen der 1g022 keine Anfarbung
erzeugte. Trotz Einsatz eines anti-Huhn-Sekundarantikbrpers zeigten die

humanen Gewebe eine starke unspezifische Hintergrundfarbung.

Zusammenfassend konnte eine Interaktion zwischen CLL-BCR und Auto-

und/oder potentiellen Neo-Antigenen gezeigt werden. Weitere Ergebnisse sind,
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dass sich die BCR immunhistochemisch in ihrem Farbe- und damit
Interaktionsmuster unterscheiden und sich anhand der Farbelokalisation
Ruckschlisse auf zellulare und subzellulare Strukturen ziehen lassen. Somit
besteht der Verdacht, dass ein Strukturprotein erkannt wird, welches sowohl im
Zytoplasma als auch im Nukleus vorliegt, nicht jedoch die Nucleoli umspannt. Eine
Erkennung von mehreren Proteinen kann allerdings anhand der vorliegenden

Daten nicht ausgeschlossen werden.

Anhand dieser Arbeit war es moglich die getesteten Zelllinien als Antigenquellen
zu definieren und es konnte gezeigt werden welcher BCR mit Antigenen welcher
Zelllinie spezifisch interagiert. Diese Erkenntnisse dienen als Grundlage fur die
weitere Ag-ldentifikation mittels Western Blot, Immunprazipitation, TMA und
Massenspektrometrie, wobei in zukinftigen Untersuchungen Zelllysate verwendet

werden konnten.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AG
Ag

Ak
BCR
BSA
B-CLL
Ca
CD
CDR
CLL
DAPI
DMEM
ELISA

l:ab

FCS
FITC
HCDR

HRP

Arbeitsgruppe
Antigen

Antikdrper
B-Zell-Rezeptor

Bovine Serum Albumin

Chronisch lymphatische Leukamie der B-Zellreihe

Carcinom

Cluster of differentiation
Complementarity-determining region
Chronisch lymphatische Leukamie
4’-6-Diamino-2-phenylindol
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Antigenbindendes Antikdrperfragment
Konstantes Antikorperfragment

Fetal Calf Serum
Fluoresceinisothiocyanat

Heavy Complementarity-determining region
Horseradish Peroxidase
Immunglobulin

Immunglobulin Heavy Variable

Immunpréazipitation
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kDa Kilo Dalton
LASER Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
NHL Non-Hodgkin-Lymphom

Ni**-NTA-Agarose Nickel-Nitriloessigsaure-Agarose

NLC Nurse-like cells

oT Objekttrager

PBS Phosphate buffered saline

PFA Paraformaldehyd

RPMA Reverse phase protein lysate microarrays

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

SDS Sodiumdodecylsulfate

TBS Tris Buffered Saline

TBST Tris Buffered Saline mit Tween

TMA Tissue microarray

TRIS/Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan

T-CLL Chronisch lymphatische Leukamie der T-Zellreihe

Vy Variable Heavy - variabler Teil der schweren Kette bei
Antikdrpern

A Variable Light - variabler Teil der leichten Kette bei
Antikdrpern
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