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Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

B-Zdl-Lymphome des mukosaassoziierten lymphatischen Gewebes (MALT) entwickeln sich
aul¥erhab des priméren lymphatischen Gewebes und entstehen hauptsachlich im Magen aufgrund
ene H. pylori-asoziierten chronischen Entziindung. Vorangegangene immunhistochemische und
funktionelle Untersuchungen zeigten, dal3 die Tumorzdlen phénotypisch Gedéchtnis-B-Zdlen
entsprechen und Antigenrezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimieren.

In der vorliegenden Arbat konnten mit Hilfe von molekulargenetischen Antigenrezeptoranaysen die
Tumorzdlpopulationen identifiziert und charakterisert werden. Dabel wurde deutlich, dal3 sowohl
mono- as auch biklonde BZdl-Lymphome exidieren. Im Vergleich zu neueren verdffentlichten
Daten von MALT-Typ Lymphomen aus der Speicheldriise, konnte jedoch bel den hier untersuchten
gastrden Tumoren keine Vy-Gerredtriktion nachgewiesen werden. Die tumorspezifischen V-
Mutationsanalysen zeigten, dal3 es sich bel den Tumor-B-Zdlen auch genotypisch um Gedéchtnis-B-
Zdlen handdt, die jedoch offenschtlich unterschiediich lange dem Mechanismus der
Kemzentrumsmaturation ausgesetzt worden waren. Zudem konnte bel mono- und biklonde
Lymphomen, im Gegensatz zu Fdlen mit polyklondem Entzindungdnfiltrat die Trandokation
t(11;18)(g21;g21) nachgewiesen werden.

Ausgehend von der Tatsache, dal3 die Tumorprogression dieser B-Zdl-Lymphome anfangs noch
abhéngig von dem loka vorhandenen Mikromilieu zu sein scheint, wurden die tumorinfiltrierenden T-
Zdlen (TITL) genauer charakterisiert. Es wurden Uberwiegend CD4" TITLs nachgewiesen, die
sowohl aktiviet (C69") ds auch immunkompetent (CD28") waren und die fur T/B-Zdl-
Kooperationen essentiellen Molekile wie CD40-Ligand und Fas-Ligand exprimierten. Zudem
konnten im Tumorgewebe vor dlem T,2/3-Typ Cytokine (IL10, IL13, TGFb,) nachgewiesen
werden, die ebenfals das Tumorwachstum in vitro positiv bea nflussen kénnen.

Um in Zukunft spezifischere Untersuchungen zu den Wechsdwirkungen zwischen Tumor-B-Zdlen
und TITLs durchfihren zu kénnen, wurde abschlief3end ein Zdlkultursystem entwickelt, mit dessen
Hilfe es moglich sein wird das Tumormikromilieu in vitro spezifisch zu smulieren, um 0 das
Verhdten der Tumor-B-Zdlen auch ex vivo beobachten und andyseren zu konnen. Die Daten
dieser Arbeit geben einen vertieften und verbesserten Einblick in die tumorspezifischen Mechanismen
und ermdglichen den Entwurf eines neuen detallieteren Moddls zur Tumorentstehung und -
progression von niedrig-maligne MALT-Typ Lymphomen.

SUMMARY



2 Summary

B-cdl lymphomas of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) arise in Stes primarily devoid of
lymphoid tissue, preferentidly in the somach preceded by a chronic inflammation associated with
H. pylori infection. Previous studies suggested that the tumor cdlls are the maignant counterpart of
memory B-cells and express functiond antigen receptors on ther cell surfaces with autoantigenic
reectivity.

In the present work the molecular structure of the tumor antigen receptor was described more
detailed in severd cases of gastric MALT-type lymphomas and compared with recently published
data from normal B-cdls and different tumor entities. These findings clearly showed the existence of
mono- as well as biclona B-cdl lymphomas. However, in contrast to recent molecular data derived
from divary gland MALT-type lymphomas, no Vy-gene redtriction was found. The tumorspecific
Vu-gene andyses confirmed the memory Bcdl phenotype of the tumor cells a the DNA leve.
Furthermore, it is likdy that the tumor Bcels passed severa rounds of maturation cycles in the
germind centres because of thelr mutation pattern in the hypervariable region of the antigen receptor.
By comparing condity of the tumors it became obvious that those lymphomas showing the
t(11;18)(g21;g21) trandocation were directed towards (mono-)clondity. Therefore this
trand ocation gppears to represent amajor progression event in tumor establishment.

Because a least low-grade MALT-type B-cdl lymphoma growth is depended on the loca
microenvironment, the tumorinfiltrating T-lymphocytes (TITL) were investigated in detal. In the
tumor tissue CD4" TITLs were found predominantly which were activated (CD69") as well as
immuncompetent (CD28") and express CD40-Ligand and Fas-Ligand, two molecules which play a
keyrole in T/B-cdl interactionsin germind centre reaction. In addition, T42/3 cytokines (IL10, IL13,
TGFb;) were detected in the tumor tissue. These cytokines were shown to stimulate the tumor
growth in vitro.

Therefore it will be mandatory to engage CD40-Ligand and FAS-Ligand smultaneoudy for further
detalled invedtigations of early steps of tumor development. An in vitro sysem will offer the
possibility to investigate and analyse the behaviour of tumor B-cells ex vivo and compare t(11;18)
positive and negative cases and thus lead to a biological based mode of tumor-development and -
progression of low-grade MAL T-type lymphomeas.



Einlatung 3

2 EINLEITUNG

Das menschliche Immunsystem gellt ein essentidles, korpereigenes Abwehrsystem dar, das den
Menschen aktiv vor Krankheitserregern wie  Viren, Bakterien, Paradten und anderen
Fremdantigenen schiitzt. Be diesem Abwehrmechanismus handdt es sich nicht um ein geschlossenes
Organsystem, sondern um das Zusammenwirken von unterschiedlichen Organen und Zdltypen.

Die drei Haupteigenschaften des Immunsystems bestehen darin, dal3 erstens Antigene as fremd
erkannt und bek&mpft werden kénnen, jedoch gegenliber alen korpereigenen Strukturen Toleranz
besteht. Die zweite wesentliche Eigenschaft der Immunreaktion ist ihre Spezifitét, d.h. dald nur gegen
das Fremdantigen eine spezifische Kérperabwehr sattfindet. Die dritte Eigenschaft ist die Fahigkeit,
en immunologisches ,,Gedéachtnis® aufzubauen, das bel erneutem Kontakt mit dem jeweiligen
Antigen zu einer schndleren und stérkeren Immunresktion fuhrt.

Die am Immunsysdem betdligien Zdlen dammen dle von pluripotenten Stammzelen des
Knochenmarks &b, aus denen dann die lymphatische und die anderen hdmatopoetischen Hauptlinien
des Systems hervorgehen. Ausgehend von den lymphatischen Vorléuferzellen entwickeln Sch je nach
Umgebung entweder B- oder T-Zdlen. Im Gegensatz dazu bilden sich Monozyten/Makrophagen,
antigen-présentierende  dendritische Zellen, Mastzdlen und Granulozyten aus den myeoischen
Vorlauferzelen.

Die primé& immunologisch wichtigen Zdlen einer Immunresktion Snd dabel die B- und T-Zdlen, die
es dem Immunsysem ermoglichen, mit Hilfe zweer Abwehrmechanismen auf das Antigen zu
reagieren. Dabe handdt es sch zum einen um die humorae Immunantwort der B-Zdlen und zum
anderen um die zdluldre Immunantwort der T-Zdlen.

Die zdlvermittelte TZdl-Antwort richtet sich k& den cytotoxischen CD8" T-Zdllen direkt gegen
infiziete Zdlen und totet diese ab, wohingegen CD4" T-Zdlen zwe unterschiedliche
Wirkungsmechanismen besitzen. Sie kdnnen aufgrund dieser Eigenschaft in inflammatorische Ty 1-
Zdlen und Hdfe-Ty2-Zdlen aufgetelt werden (Janeway, 1997). Inflanmatorische T-Zdlen
aktivieren Makrophagen und tragen dazu bel, dal? diese intrazdlulére Antigene effektiver zerstOren
konnen. Im Vergleich hierzu regen Hdfer-Ty2-Zdlen B-Lymphozyten, die Effektorzellen der
humorden Immunantwort, zur Differenzierung und Sekretion von Antikérpern/lmmunglobulinen an.
Antikorper dienen zum enen dazu, extrazdluldre Pethogene zu neutraliseren und ihnen das
Eindringen in die Wirtszelle zu verwehren oder zum anderen, Se zu opsoniseren.

2.1 B-Zdl-Reifungund -Aktivierung bel der humoralen Immunantwort
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2.1.1 Entwicklungsstufen der B-Zell-Reifung im Knochenmark

Die ergte Differenzierungsphase einer B-Zdle von der pluripotenten Stammzelle bis hin zur unreifen
B-Zdle findet im Knochenmark dett. Die Definition der einzelnen Stadien, die bel dieser Reifung
durchlaufen werden, efolgt nach dem Entwicklungsstand der schweren und leichten
Immunglobulinketten auf genomischer Ebene. Die Eintallung erfolgt somit nach der fortschreitenden
genomischen Rekombination, be der die Gene beider Kettentypen erst in der richtigen
Zusammensetzung entstehen (Abbildung 1). Nach diesem Schema entwickdt sich aus der
Stammzdle die frihe Pro-B-Zélle, daraus die spéte Pro-B-Zdlle, gefolgt von der grof3en Pré-B-Zdle
und der kleinen Pré&B-Zelle. Am Ende der B-Zdl-Differenzierung im Knochenmark steht die unreife
B-Zdle, die einen Antigenrezeptor vom Typ IgM auf ihrer Zdloberflache exprimiert (Abbildung 1)

(Janeway, 1997).
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Kettengene Kettengene
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= Spéte Pro- .
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B-Zelle ot konfiguration
Zdl-
Grofe Pré- - Keimbatn
VDJ rekombiniert 3
B-Zelle rexombrn! konfiguration
. m
KleinePr& N
B-Zelle VDJrekombiniert | v/ Rekombination
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B-Zelle Membranform
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£ B-zele Zelloberfiiche
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zelle und Sekretion derer

Abbildung 1: B-Zdl-Entwicklung im Knochenmark und der Peripherie
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2.1.1.1 Grundaufbau enes humanen mmunglobulinmolekiils

Jedes Immunglobulinmolekil bestelt aus vier Polypeptidketten, die sch in je zwe identische
schwere (heavy/H) und leichte (light/L) Ketten aufteilen (Abbildung 2) (Porter, 1991). Die H- und
L-Ketten werden Uber kovadente Disufidoricken zusammengehdten und bilden die Y-
Grundstruktur eines jeden Antikdrpers aus. Sowohl die leichten, as auch die schweren Ketten
bestehen aus ener variablen und ener konganten Region, wobe die konstante Region den
Kettentyp bestimmt. Von den L-Ketten gibt es nur zwei verschiedene Arten ( - und k-Kette),
wohingegen es von den HKetten finf Hauptarten gibt (IgM, IgD, 1gG, 1gA, IgE), die gleichzetig
auch den Isotyp des Immunglobulinmol ekils definieren.

Wichtig fur die Antigenerkennung sind dabel die variablen Regionen der schweren und der leichten
Ketten, da diese gemeinsam die Antigenbindungsstelle aushilden.

variable Region Abbildung 2: Antikdrpermolekill vom Typ 19G.
v, Jedes Antikorpermolekil setzt sich aus zwei schweren (innen liegenden
Ketten) und zwei leichten (auf3en liegende K etten) Ketten zusammen. Dabei
Cul Vi sind die schweren Ketten Uber zwei Disulfidbricken miteinander

verbunden und jede leichte Kette ist Uiber je eine Disulfidbriicke mit einer
schweren Kette verknipft. Aufgrund von Sequenzvergleichen kann man
beide Kettenarten in verschiedene Abschnitte unterteilen. Jeweils am N-
Terminus (hellgrau) befinden sich die sogenannten variablen Regionen (Vy,
V), die gemeinsam die Antigenbindungsstelle bilden. Die dunkelgrau
gezeichneten Bereiche bezeichnet man als konstante Regionen (Cy1, G2,
C.i3/C).

Disulfidoriicken

konstante
Region

2.1.1.2 Der Mechanismus des VDJ-Rearrangements der variablen Region der schweren

Immunglobulinketten beim Menschen

Sowohl die varidble Region der schweren, ds auch die der leichten Ketten eines Immun
gobulinmolekils wird durch Rekombination auf genomischer Ebene erzeugt. Das Grundprinzip
besteht darin, dal3 unterschiedliche Gensegmente des Typs Vi, D und J4 (am Baespid der varidblen
Region der schweren Kette), die gemeinsam auf Chromosom 14 lokdisert sind, durch genomische
Rekombination zu einer sogenannten variablen Region verbunden werden. Alle drel Segmenttypen
liegen ds Cluder, in der Rehenfolge Vi, D und J; im Bereich 14923. Dieser Abschnitt umfald
ungefdhr 2Mb. Der Mensch besitzt neben 51 funktionellen ;- Gensegmenten, die sich in Seben
verschiedene Vy-Familien (Vyl - Vy7) aufgrund ihrer Homologien unterteilen lassen, 27 D- und 6
Js- Segmente. Jedes Segment eines Typs kann nun mit jedem beliebigen Segment der beiden anderen
Segmenttypen rekombiniert werden. Dies hat zur Folge, dal3 vide in ihrer variablen Region
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unterschiedliche, Immunglobulinmolekiile (107°) generiert werden und somit die Voraussetzung
gechaffen ist, dal3 unterschiedlichste Antigene von BZellen Uber ihren BZdl-Rezeptor erkannt
werden.

Bel den schweren Ketten nennt man den VVorgang VDJ Rearrangement, bei den leichten Ketten nur
V J Rekombination, da keine D- Segmente vorhanden sind. Beiden Vorgangen liegt jedoch der selbe
Rekombinationsmechanismus zugrunde.

Dabel wird im erden Schritt mit Hilfe des Enzymes VDJ-Rekombinase, das einen Komplex aus
Schneide- und Reparaturenzymen darstdlt, ein D-Fragment an ein J,-Fragment rekombiniert und es
entseht ein DJ.-Fragment (Abbildung 3) (Tonegawa, 1983; Wadmann, 1987; Tonegawa, 1993).
Die D- und J;- Fragmente die zu Beginn zwischen den beiden rekombinierten Segmenten lagen, snd
nun unwiederbringlich entfernt worden. Im darauffolgenden Schritt wird das DJ.- Fragment mit énem
Vu-Fragment verknuipft und die B-Zdle enthdlt nun eine fertige variable Region der schweren Kette.
Bea beden Rekombinationsvorgangen werden aufgrund des Rekombinationsmechanismus noch
willkirlich sogenannte N-Nukleotide zwischen D/}, und D/Vy durch die TdT (terminde
Desoxynucleotidyltrandferase) eingefligt, was die Diverstéd der Antigenbindungsstelle zusdizlich
erhoht. Dieser Bereich NDN (Abbildung 3, Abbildung 4) stellt den sogenannten ,, Fingerabdruck®
einer jeden B-Zdle dar, und nur B-Zdlen, die Sch aus dieser einen Zele entwickeln werden (klonde
Expansion), tragen dieselbe, ds CDR3 bezeichnete Sequenz. Dieser kurze Sequenzbereich wird in
der Regel herangezogen, um Klonditétsanaysen von B-Zdlen durchzufhren.

Abbildung 3: Der Mechanismus des VDJ-Rearrangements der schweren K ette eines Immunglobulinmolekiils. Im

~2Mbp

~51V,-Gene 27 D-Gene 6 J,-Gene

ENENEE HpH EEE o

\ / DJ -Rekombination

O O O (ol [2] [ o

\ / V,,DJ,-Rekombination
| CEC |

ersten Schritt, bezeichnet al's DJ,-Rearrangement wird ein D-Segment an ein J;-Segment rekombiniert. Den zweiten
Schritt bezeichnet man als V;DJ;-Rearrangement, da nun an das neuentstandene DJ,-Fragment ein V;-Segment
rekombiniert wird. Bei beiden Rekombinationsvorgdngen werden durch das Enzym TdT noch zusétzliche
Nukleotide (N) eingeflgt.
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2.1.1.3 Aufbau der variablen Region der schweren Immunglobulinketten

Das bel der Rekombination entstandene ViuDJs-Exon unterteilt Sch auf DNA-Sequenzebenein vier
Framework-Regionen FRI/(1) — FRIV/(4) und dree CDR- (complementary determining region)
Regionen CDRI/(1) — CDRIII/(3) (Abbildung 4) (Padlan, 1994). Dabei codieren die FR-Regionen
fir das Gerlst der variablen Region der schweren Kette und die CDR-Regionen fur die
Antigenbindungsstelle. Dies wird auch deutlich, wenn sich in der fortschreitenden B-Zdll- Entwicklung
somatische Mutationen und Hypermutationen in der variablen Region auftreten. Diese Mutationen
und die damit verbundenen Aminosiureaustausche akkumulieren sch in den CDR-Regionen, was
eine Veranderung in der Antigenbindungsspezifitét des jeweiligen Immunglobulinmolekiils zur Folge
hat. Die Gertistregionen hingegen werden meist nur uwesentlich mutiert. Anhand von Mutations-
andysen der varidblen Region der schweren Kette, kann man den Differenzierungsstand einer B-
Zdle bestimmen. Liegt die variable Region, v.a. das Vii-Segment noch in Kembahnkonfiguration
vor, 0 hat noch keine Affinitésreifung der B-Zele im Kemzentrum aufgrund von Antigenkontakt
stattgefunden. Findet man jedoch gehéuft Mutationen in den CDRs, so deutet dies auf
Antigenkontakt der B-Zdle hin, wobe es sch um ene Kamzentrums-B-Zdle oder eine Post-
Kemzentrums-B-Zdle handen kann. Mit Hilfe von Satistischen Auswerteverfahren kann man die
beiden Zd Itypen unterscheiden. Bel ersteren ist der somatische Mutationsprozef3 noch im Gang (sog.
»0Ngoing mutations*), wahrend er bel |etzteren schon abgeschaltet ist.

DN JH

L FRI [CDRI| FRII |CDRIl| FRIII CDRIII FRIV

Abbildung 4: Aufbau der variablen Region einer schweren Immunglobulinkette auf genomischer Ebene nach
erfolgreichem \;DJy-Rearrangement. Der gesamte abgebildete Bereich wird a's variable Region bezeichnet, die
sich aus den Segmenten V, D, J; und den neu hinzugefiigten Nukleotiden (N) zusammensetzt. Aufgrund von
Sequenzanalysen unterteilt man die variable Region auch in vier Geristregionen / FR (framework regions) und drei
hypervariable Regionen / CDR (complementary determining regions). L: Leader-Region.



Einlatung 9

2.1.2 Die humorale | mmunantwort

Die reifen naiven B-Zdlen verlassen das Knochenmark, um Uber die Blutbahn und die Lymphgefalie
durch den Kérper und die sekundéren lymphatischen Organe zu zirkulieren (Sehe Abbildung 1). Die
im Korper vorhandenen Fremdantigene werden ebenfdls durch das Blutgefdisysem zu den
lymphatischen Organen, wie Lymphknoten, Milz, MALT, GALT, Peyersche Plagues und Blinddarm
trangportiert. In den lymphatischen Organen treffen nun reife naive B-Zdlen und naive T-Zdlen, die
aus dem Thymus kommen, auf das jeweilige Fremdantigen.

2.1.2.1 B-und T-Zdl-Aktivierung nach Antigenkontakt

Den naiven CD4" T-Zdlen werden auf der Oberfléache von APCs (Antigen prasentierenden Zellen)
Peptide des Antigens im Komplex mit MHC Klasse I1-Molekilen préasentiert. Erkennt nun eine
naive CD4" T-Zédle Uber ihren TZdl-Rezeptorkomplex das Fremdpeptid, so ist dies noch nicht
augeichend um die T-Zdle zu dimulieren. Als codimulierende Molekile exprimiert die
antigenprasentierende Zele B7-Molekile (CD80 und CD86), die Liganden fir CD28 sowie CD40,
den Rezeptor fir CD40-Ligand (Abbildung 5). Sowohl CD28 as auch CD40-Ligand werden auf
der naiven T-Zédle prasentiert. Nur wenn die naive CD4" T-Zelle Uber den T-Zdl-Rezeptorkomplex,
CD28 und CD40-Ligand Signde erhdt, wird die Zdle aktiviert. Durch die Aktivierung findet dann
eine autokrine Stimulation Uber I1L2 und dessen Rezeptor tatt, was eine klonae Expansion dieser
ginen antigenspezifiscchen CD4" T-Zdle zur Folge ha. Die durch Zdltellung entstandenen
ZdInachkommen snd in der Lage, sowohl zu Ty1l- ds auch zu Ty2-Zdlen zu differenzieren. Die
Faktoren und Mechanismen, die an der Aushildung des jeweiligen Phanotyps beteiligt sind, snd noch
nicht vollgandig bekannt. Man nimmt an, dal3 neben den cosimulierenden Signden und dem
Peptid:MHCII-Komplex, auch die von den infektibsen Agens ausgeschitteten Cytokine kel der
Entscheidung, ob ene T 1- oder T,2-Zele entsehen soll, eine wichtige Rolle soiden (Lindhout,
1997).

Pardld zum Priming der naiven FZdlen, erkennen auch spezifische reife naive BZdlen in den
primé&en Lymphfallikeln - das sind hauptsachlich aus B-Zellen bestehende Bereiche des sekundéren
lymphatischen Organs - das Fremdantigen Uber Bindung an ihren Oberfl&chenantigenrezeptor. Die
Zdle erhdt damit das Signd, den Antigenrezeptor zu internaisieren und das Antigen zu prozesseren.
Peptide des Fremdantigens werden daraufhin im Komplex mit MHCII-Molekllen auf der
Zdloberfléche wieder prasentiert. Die antigenprasentierende B-Zdle wandert nun in die T-ZdI-Zone
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des Organs ein und trifft dort auf die fir dasselbe Antigen spezifische aktivierte Ty2-Zdle (Abbildung
5). Die T-Zdle erkennt Uber ihren antigenspezifischen T-ZdI-Rezeptor im Komplex mit CD3 den
Peptid:MHCII-Komplex der B-Zelle. Pardld dazu erfolgt eine Bindung Uber CD28 (T2-Zdle) und
B7 (B-Zele), was zur Folge hat, dal3 B- und T-Zdlle zusiizlich Gber CD40 (B-Zdle)/CD40-Ligand
(Ty2-Zdle) interagieren und die B-Zdle somit aktiviert wird. Als I6diche Aktivatoren werden die
CytokineIL4, IL5, IL6, IL10 und IL13 von der T2-Zdlle sezerniert.

Diese T/B-Zdl-Interaktion fihrt zum einen dazu, dal3 die aktivierten B-Zdlen proliferieren und en
Tel von ihnen direkt zu Plasmazdlen differenzient, die antigenspezifische Antikorper vor dlem des
Typs IgM hilden. Und zum anderen wandern aktivierte Ty2- und B-Zdlen gemeinsam in primére
Lymphfollike ein, um sekundére Lymphfollikd mit Keimzentren auszubilden, in denen sowohl die
Affinttétsreifung und der Isotypwechse der B-Zdlen, ds auch die Bildung von Gedéchtnis-B-Zdlen
dtattfindet.

Trifft die antigenprésentierende B-Zdle nicht auf die antigenspezifische T,2-Zdle und wird nicht Uber
B7 und CD40 simuliert, so findet keine Aktivierung der B-Zdlle statt, sondern der B-Lymphozyt
verldd das lymphatische Organ Uber die efferenten Lymphgefdie und kehrt in den Blutkreidauf
zurtick oder geht aufgrund Fas/(CD95)-vermittelter Apoptose zugrunde.

Diesr Kontekt zwischen antigenspezifischer B- und Tp2- Zele gdlt den erden von dre
Kontrollpunkten dar, an denen Uberwacht wird, dal3 rur B-Zdlen die fir korperfremde Antigene
soezifisch snd, aktiviet werden, klond expandieren und zu Gedéchinis-B-Zdlen oder zu

Plasmazdlen differenzieren kdnnen (MacL ennan, 1994; Lindhout, 1997).
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Abbildung 5: Ergter antigenspezifischer Kontrollpunkt (auferhalb des Keimzentrums). 1) Die antigenspezifischen
B-Zellen werden durch Kreuzvernetzung von nativem Antigen mit dem Antigenrezeptor aktiviert. Die T-Zellen
werden durch prozessiertes Antigen, welches ihnen im Komplex mit MHCII von den APCs prasentiert wird,
aktiviert. 2) Es erfolgt eine Costimulation der T-Zellen Uber CD40/CD40-Ligand und CD80/CD28
Wechselwirkungen. 3) Fur die Initiierung einer Keimzentrumsreaktion sind die Wechselwirkungen zwischen der
antigenspezifischen B- und T-Zelle essentiell. 4) CD40/CD40-Ligand Wechselwirkungen stellen das zweite
Aktivierungssignal fir die B-Zellen dar. Zu dieser Aktivierung kommt es aber nur, wenn die T-Zelle das von der
B-Zelle prasentierte Antigen erkennt und zusétzlich CD40-Ligand exprimiert. Dieser Vorgang und zusétzliche
costimulierende Signale (CD28/CD86) leiten die Keimzentrumsreaktion ein, das heif3t sowohl B- alsauch T-Zellen
wandern in das Keimzentrum ein. Ag: Antigen; APC: Antigen-présentierende Zelle; BCR: BZel-Rezeptor-
komplex; MHC: Haupthistokompatibilitétskomplex; TCR: T-Zell-Rezeptor. Abbildung entnommen aus Lindhout
(1997).

2.1.2.2 Affinitdtsreifung der B-Zdlen im Kemzentrum

Die in den priméen Lymphfallike eingewanderten aktivierten B-Zdlen beginnen sch schnd| zu tellen
und verdndern stark ihre Morphologie. Man bezeichnet se nun as Centroblasten, welche die dunkle
Zone des Keimzentrums ausbilden (Abbildung 6). In diessm Sadium findet nach dem
darwinistischen Prinzip auch die sogenannte Affinitésreifung der B-Zdlen gait (MacLennan, 1994,
Wagner, 1996). Durch die enorme Telungsrate und vor dlem durch die intringsche Eigenschaft,
somatische Mutationen in den varigblen Regionen der schweren und leichten Immunglobulinkette zu
akkumulieren, entstehen aus dem T-Zdl-aktivierten antigengpezifischen B-Zdl-Klon Centroblasten,
die somatische Hypermutationen in ihren CDRs (complementary determining regions) vor alem der
schweren Kette aufweisen und aufgrund dessen einen B-Zdl-Rezeptor mit  veranderter
Antigenbindungsstelle auf ihrer Zdloberflache exprimieren. Diese Zdlen bezeichnet man nun ds
Centrozyten. Se snd kleiner und bilden zusammen mit den Follikul& Dendritischen Zdlen (FDC) die
helle Zone des Kemzentrums.

Das Prinzip der Affinitdtsreifung besteht darin, dal3 die BZdlen fir den am besten passenden
Antigenrezeptor sdektioniert werden. Alle anderen Centrozyten werden durch Apoptose diminiert.
Diese Sdektion findet mit Hilfe der in der hellen Zone des Keimzentrums vorhandenen FDCs Sttt
(Abbildung 7). Die FDCs hilden Immunkomplexe aus zirkuierendem Antigen, Komplement (C3b)
und I6dichen Antikorpern, die Se Uber ihren Komplement-Rezeptor CR2 an der Zelloberfldche der
B-Zdlle prasentieren. Die durch somatische Hypermutationen in ihrem Antigenrezeptor veranderten
B-Zdlen, kompetieren untereinander um das vorhandene Antigen an den FDCs. Zeigt en B-Zdl-
Rezeptor eine geringere oder gleiche Affinitét gegeniber dem Antigen, so geht der Centrocyt
aufgrund von Fas/Fas-Ligand Wechselwirkungen in Apoptose Uber. Liegt be dem Rezeptor eine
héhere Affinitét gegentiber dem Antigen vor as die des im Komplex vorhandenen Antikorpers, so
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entgeht die Kemzentrumszelle dem programmierten Zdltod. An diessr Kontrollgtele werden
autoreaktive B-Zdlen, die den ersten Kontrollpunkt unbeschadet durchlaufen haben, diminiert. Der
molekulare Mechanismus, wie Apoptose und somit die Endonukleasesktivitét im Zelkern geblockt
wird, ist noch unklar. Man nimmt an, dal3 durch das Andocken des hochaffinen Antigenrezeptors an
das Antigen im Immunkomplex, die Apoptoseinduktion verzogert wird und auf der B-Zdle LFA-
1/CD11a (lymphocyte-function-associated molecule) und VLA-4/CD49 (very late antigen 4)
hochreguliert werden (Abbildung 7). LFAL interagiert mit ICAM-1 (intracdlular adheson molecule
1) und VLA-4 mit VCAM-1 (vascular cell adheson molecule 1) auf der FDC-Oberfléche, dies
intensviert den Kontakt beider Zdlen und hat eine erneute Verzdgerung der Apoptoseinduktion zur
Folge.

Diesxe Affinitétssdektion der Centrozyten aufgrund ihres mutierten Immunglobulinrezeptors sellt den
zweiten Kontrallpunkt fur B-Zdlen auf ihrem Weg zur refen Plasmazelle oder Gedéchtnis-B-Zédle
dar. Nur B-Zdlen mit fir das Fremdantigen hochaffinen Rezeptoren sind in der Lage ihre terminden
Differenzierungsschritte fortzusetzen.

Mar ginalzellzone: Gedachtnis-B-
Zdlen/Memory-B-Zellen
T-Zellzone

Helle Zone: Centrozyten und
Follikuldre Dentritische Zellen

(FDC)

Mantelzellzone B-Zellen,
unspezifisch flr das jeweilige Antigen
Dunkle Zone: Centroblasten

Abbildung 6: Aufbau eines Keimzentrums. Die im Text und in den Abbildungen beschriebenen Kontrollpunkte
sind aufferhalb oder in unterschiedlichen Zonen des Keimzentrums lokalisiert. Kontrollpunkt 1 liegt noch
auRerhalb des Keimzentrums. Kontrollpunkt 2 hingegen befindet sich am Ubergang von der dunklen zur hellen
Zone und Kontrollpunkt 3 in der oberen hellen Zone am Rande der T-Zell-Zone.
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Abbildung 7: Zweiter antigenspezifischer Kontrollpunkt (im Keimzentrum). 1) Die hochaffine Kemzentrums-B-
Zellen werden aufgrund eines Kompetitionsprozesses selektiert. 2) Die Vernetzung des Antigenrezeptors mit
Antigen unterbindet fir kurze Zeit den apoptotischen Prozef3 und aktiviert kurzfristig die Expression von LFA-1
und VLA -4. 3) Es kommt zu einer erneuten Verzégerung der Apoptose, da die B-Zellen und FDCs Uber LFA-
VICAM-1 und VLA -4/VCAM-1 interagieren. 4) Mdglicherweise werden die FDCs aktiviert. 5) Der enge Kontakt
zwischen Keimzentrums-B-Zellen und FDCs fihrt zur Ausbildung von ,,gap junctions*. 6) Die Apoptose der
selektionierten B-Zellen wird verhindert. FDC: Follikulére dendritische Zellen; ICAM-1: intercellular cell adhesion
molecule; LFA-1: leukocyte function-associated molecule 1; VCAM-1: vascular cell adhesion molecule 1; VLA -4:
very late antigen 4. Abbildung entnommen aus Lindhout (1997).

Gleichzeitig wandern die B-Zdlen in den gpikalen Bereich der hellen Zone des Keinzentrums, wo
gch die atigengpezifiscchen Ty2-Zdlen befinden. Hier efolgt nun die dritte und letzte
Spezifitétskontrolle ihres B-Zdl-Rezeptors. Denn nur B-Zédlen, die dasrichtige Antigen présentieren
und wieder auf eine antigenspezfische T,2-Zdle treffen, erhdten Signde zur klonden Expansion,
zum Isotypwechsd und zur Differenzierung in Gedéchinis- oder Plasma-B-Zédlen. An dieser Stelle
besteht also nochmals die Moglichket autoresktive B-Zdlen aus dem System zu entfernen.

Trifft nun eine B-Zelle, die das Fremdantigen im Komplex mit MHCII présentiert, auf die passende
atigenspezifische  Ty2-Zele, 0 ekennt diese das Antigenpeptid Uber ihren T-Zdl-
Rezeptorkomplex (TCR-Komplex) (Abbildung 8). Dieser Kontakt fihrt zu einer schnellen CD40-
Ligand-Expression auf der T-Zelle und zur Interaktion mit den CD40-Molekilen auf der B-Zdle,
Die Interaktion von CD40 mit CD40-Ligand hat zur Folge, dal? Fas/(CD95) auf der Zeloberflache
des Centrozyten herunterreguliert wird, die Zele apoptoseresistent wird und der nachfolgende
Isotypwechsel sowie die Enddifferenzierung zur Plasma- oder Gedéchtnis-B-Zédle induziert wird

(Lindhout, 1997).
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Die andere Moglichkeit wéare, dal3 die Ty2-Zdle das Antigen nicht Uber ihren TCR-Komplex
erkennen, wenn es sch um ein Autoantigen handelt. Das bedeutet, dal die T-Zdle kein Sgnd erhdt
CD40-Ligand hochzuregulieren und somit auch keine CD40/CD40-Ligand Interaktion mit der B
Zdle zusgande kommt. Aufgrund dessen wird auf der B-Zélle auch Fas’'CD95 nicht herunterreguliert
und die Zdle erhdt, Uber den Kontakt mit Fas-Ligand auf der T,2-Zélle, das Signd in Apoptose zu

Isotype switch
Further differentiation

gehen.

Abbildung 8: Dritter antigenspezifischer Kontrollpunkt (im Keimzentrum). 1) Die selektionierten Keimzentrums-
B-Zellen nehmen das Antigen auf und préasentieren es den antigenspezifischen Keimzentrums-T-Zellen. 2) Nur
wenn die T-Zellen das Antigen im Komplex mit MHCII erkennen, kommt es zu einer schnellen Expression von
CD40-Ligand 3). 4) Aufgrund der Wechselwirkungen zwischen B- und T-Zellen tber CD40/CD40-Ligand kommt
es bei den Keimzentrums-B-Zellen zu einer Herunterregulierung von Fas. Zusétzlich erfolgt die Initiation des
Isotypwechsels und die Ausdifferenzierung der Keimzentrums-B-Zelle zur Plasma- oder Gedéchtnis-B-Zéelle.
Présentiert die Keimzentrums-B-Zelle jedoch kein Antigen im Komplex mit MHCII und die T-Zelle kann somit nicht
mit ihrem TCR mit der B-Zelle in Kontakt treten, dann erfolgt auch keine CD40-Ligand Expression auf der T-Zelle.
5) Der Regulationsmechanismus der Fas-Ligand-Expression ist noch unklar, aber vermutlich spielt dabei die TCR-
Stimulation eine Rolle. 6) Antigenunspezifische B-Zellen werden Uber Fas/Fas-Ligand Wechselwirkungen getotet.
Auf diesem Wege werden auch autoreaktive und Bystander-B-Zellen diminiert. TCR: T-Zell-Rezeptorkomplex.
Abbildung entnommen aus Lindhout (1997).
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2.2 Maligne Non-Hodgkin-Lymphome und deren Eintellung nach der
R.E.A.L.-Klassifikation (Revised European American Lymphoma
Classification)

Maligne Lymphome gtdlen primére Neoplasen der Zdlen des lymphatischen Gewebes dar und

werden in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterteilt. Dabel handdt es sich bel

beiden um sehr heterogene Gruppen, was eine weitere Untertellung erforderte. Fur die Hodgkin-

Lymphome wurde 1966 die bis heute noch weitgehend guiltige Rye-Klassifikation erarbeitet (Lukes,

1966), wohingegen fr die NHL s unterschiedliche Klassifikationen entstanden. Im Jahre 1994 wurde

die sogenannte R.E.A.L.-Klassfikation entwickdt, die eine Synthese und Waelterentwicklung der

bestehenden Kid-Klassfikation (Lennert, 1992) und der Working-Formulation (1982; Harris,

1994) erbrachte.

Ba da R.EA.L.-Klassfikation werden die mdignen Lymphome anhand ihrer biologischen

Eigenschaften im Vergleich zu dem putativen normalen Gegengtiick eingeteilt, das heild man versucht

die entarteten Zdlen, soweit es maglich ist, nach ihrem vorliegenden Differerzierungszustand zu

klassfizieren. Ein Beispid hierfir ist das Marginazonenlymphom der B-Zdll-Relhe, bal dem es sich
um entartete B-Zdlen handdt, die von ihrer Differenzierungsstufe phénotypisch, immunologisch und
molekular den Margina zonen-B-Zellen entsprechen.

2.2.1 Das extranodale M ar ginalzonen-B-Zédll-Lymphom des MALT-Typs

Obwohl extranodale Lymphome etwa 40% der lymphoiden Neoplasien ausmachen, wurden sie in
der jungeren Vergangenheit sark vernachldssigt. Die meigten dieser Lymphome entwickeln sch aus
B-Zdlen und treten hauptsachlich im Magen auf, eéinem Organ das normaerwe se kein lymphatisches
Gewebe aufweist. Trotz alem entsteht dort aufgrund des B-Zdl-Lymphoms ein mukosaassoziiertes
lymphatisches Gewebe (MALT) (Isaacson, 1983). Dieses aufgrund der Erkrankung ausgebildete
MALT bezeichnet man ds sogenanntes sekundéres MALT. Bis heute ist die Krankheitsursache
noch weitgehend unklar. Man konnte bis vor kurzem weder spezifische chromosomae Aberrationen,
noch durch Rearrangement aktivierte Onkogene oder Epstein-Barr Virus-Infektionen nachweisen,
von jenen Mechanismen man annimmt, dal3 Se den ersden Entwicklungsschritt hin zum nodden
Lymphom dargtelen. Neueste Ergebnisse zeigten jedoch, dald ene reziproke Trandokation
t(11;18)(g21,021) in einem Grof¥eil der niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen vorliegt (Ott,
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1997) und diee genetische Veranderung anscheinend urséchlich an der Lymphomentstehung
beteiligt ist.

Das sskunddre MALT wird in Folge einer chronischen Entziindung ausgebildet, was im Fale des
Magens mes durch eine Bededdung mit Helicobacter pylori (H. pylori) und einer damit
verbundenen lymphfollikuléren Gadtritis geschieht. Aber nicht nur die chronische Entziindung und die
damit verbundene Einwanderung von B-Zdlen in die Magenschieimhaut spit bel der Aushildung
des mukosaassoziierten lymphatischen Gewebes eine Rolle, sondern vielmehr scheint der Prozef3
auch abhéngig von lokader Antigenstimulation und den damit verbundenen Immunresktionen zu sain.
Hinwese dazu erhidt man durch Studien an gadrden MALT-Typ Lymphomen die zeigten, dal3
niedrigomaigne Tumoren eradiziet werden konnten, indem man H. pylori  durch
Antibiotikabehandlung diminierte (Wotherspoon, 1993; Bayerdorffer, 1995; Fischbach, 1997).
Neben einer H. pylori abhdngigen Gadtritis konnen aber auch noch andere chronisch entziindliche
Erkrankungen mit enem MALT-Typ Lymphom in anderen Organen assoziiert saein. Dabel handdt es
dch dann meg um Autoimmunerkrankungen, wie der Hashimoto Thyroiditis oder die Sogren
Erkrankung. Die im Antigenrezeptor von MALT-Typ Lymphomen verwendeten Vy-Gene
entsprachen oft jenen, die auch in Autoantikdrpern nachzuweisen waren. Sie enthielten somatische
Hypermutationen, wie de ba dear Affinitdtsreifung der BZdlen im Kemzentrum wéahrend einer
Immunantwort zu erkennen sind (Sehe 2.1.2.2) (Qin, 1995). Diese Theorie wird auch dadurch
untermauert, dald man sogenannte ,,ongoing mutations* innerhab eines niedrig-maignen Tumorklons
nachweisen konnte (Qin, 1997), was ebenfdls darauf hindeutet, dal3 sich der Klon wahrend der
Lymphomentstehung aus enem antigengetriebenen Affinitétsreifungsprozel? entwickdt haben mufd,
(Du, 1996). Entsprechend dieser in vivo Ergebnisse reagieren die maignen Lymphonezdlenin vitro
auf Antigengimulation und ihr Antigenrezeptor erkennt in einigen Falen spezifisch eine Reihe von
unterschiedlichen (Auto-)Antigenen. Dabel handelt es sich aber nur um Antigene derjenigen Gewebe,
aus denen sich auch extranodale Lymphome entwickeln (z.B. Schilddriise, Speicheldriise, Lungen+
und Magenepithd) (Hussell, 1993; Greiner, 1994). All diese Beobachtungen deuten daraufhin, dal3
die autoreaktiven Lymphom:B-Zdlen eine Strategie entwickelt haben missen, wédhrend der
Affinitésreifung im Kemzentrum nicht diminiert zu werden, wie es normaerweise mit autoresktiven
B-Zellen geschient (Sehe 2.1.2.1; 2.1.2.2).

Be MarginadzonenB-Zdlen handdt es sch um direkte Nachkommen der Kemzentrums-B-Zdlen
(Centrozyten; 2.1.2.2; Abbildung 6), die nicht durch den Kérper zirkulieren und sogenannte
Gedéchtnis-B-Zdlen/Memory-B-Zdlen (Abbildung 6) (van den Oord, 1986; Liu, 1988; van
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Krieken, 1989; MacLennan, 1992) dardelen. Im Normafdl entsteht ein kontrollierter Pool an nicht
autoreaktiven Gedéchtnis-B-Zdlen, aufgrund einer T-ZdI- und antigenabhéngigen Expansion der B-
Zdlen (Schroder, 1996) und deren gerichtete Deletion Uber Fas/Fas-Ligand Interaktionen (Rathmell,
1995). Diexe Affinitdgdafung zur Gedéchtnis-B-Zdle, die in der Lage i, hochaffine und
hochspezifische Antikorper auszubilden, wird von unterschiedlichen Gruppen von T-Heferzdlen (Ty)
Uber Oberflachenmolekile und [6diche Cytokine kontrolliert. Folglich kénnten T-Zdlen nicht nur bel
der normalen B-Zdl-Affinitétsreifung ene wichtige Kontrollfunktion tbernehmen, sondern auch eine
entscheidende Rolle bel der Entstehung und Entwicklung von B-Zdl-Lymphomen des MALT-Typs
siden.

2.2.1.1 Dasniedrig-maligne MALT-Typ Lymphom (Greiner, 1996)

Das niedrig-mdigne MargindzonenB-Zdl-Lymphom des MALT-Typs zegt ein Wachstums-
verhdten, wie das des mukosaassoziierten lymphatischen Gewebes der Peyerschen Plagues, des
Appendix und der Tonsllen. Die Tumorzelen bilden einen breiten, der Marginazone entsprechenden
Saum um die morphologisch zundchst norma  erscheinenden resktiven Lymphfollikd  mit
Kemzentren. Cytologisch snd die Tumorzdlen grof3er as die normaen Margindzonen-B-Zdlen. Se
besitzen unregdmdidg gestdtete, oft langliche und eingezogene Zdlkerne, mit helem Kernchrometin
und reldiv breitem, hellem und wenig basophilen Cytoplasma Sie snd den Centrozyten des
Kemzentrums von der Morphologie her sehr &nlich, bestzen aber meist ein breiteres Cytoplasma
und snd oftmas mit grof¥ren immunoblastisch oder plasmoblagtisch differenzierten Zdlformen
assoziiert. Aufgrund der Infiltration der Magenschlemhaut durch Lymphom:-B-Zédlen, im Fale enes
Magen-Lymphoms, entstehen sogenannten lymphoepithdlidle Lasonen, die fir die Diagnose der
Erkrankung in diesem Stadium von grof3er Bedeutung Sind. Da sich das niedrig-mdigne MALT-Typ
Lymphom nur sehr loka begrenzt audbreitet, Snd diese Gewebezersddrungen ein scherer Hinwels

fur maignes Wachstum des Tumors.

Abbildung 9: Histologischer Schnitt aus einem niedrigmalignen gastralen MALT-Typ Lymphom. Deutlich zu
erkennen sind die Lymphfollikel mit den Keimzentren, die von einer breiten neoplastischen Marginalzone
ungeben sind. Die Pfeile weisen auf sogenannte lymphoepitheliale Lasionen hin, die aufgrund der Infiltration der
Magenschleimhaut mit LymphomB-Zellen entstehen. Es handelt sich hierbei um eine Giemsafarbung.
Vergrofderung: x250.
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2.2.1.2 Dassekundéar hoch-maligne MALT-Typ Lymphom (Greiner, 1996)

Als sekunddr hochrmdignes MALT-Typ Lymphom bezeichnet man die Kombination aus einem
niedrig-malignem Lymphom und einer hoch-malignen Komponente. Dabel kann es sich um fokae
Blagtenvermehrung in einem tberwiegend niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphom handen (Typ B
nach (de Jong, 1997)) oder aber um enen Blastenrasen mit einem geringen Antell des niedrig-
mdignen MALT-Typ Lymphoms (Typ C nach (de Jong, 1997)).

2.2.1.3 Dasprimér hoch-maligne extranodale B-Zdl-Lymphom (Greiner, 1996)

Bisher it es noch nicht gelungen, sich auf eine genaue Definition fur primé hochr maigne Lymphome
des MALT-Typs zu enigen. Anhand cytologischer Merkmae ist es nicht moglich zu unterscheiden,
ob sch die Lymphome aus Marginazonen B-Zdlen oder aus follikuldren Kemzentrums-B-Zdlen
entwickelt haben. Jedoch entspricht ein Tell der Zeleigenschaften denen der niedrig-mdignen
Lymphome und deutet daraufhin, dal3 die Tumorzelen von Keimzentrums- B-Zdlen abstammen. Bel
diesen gemeinsamen Merkmaden handelt es sch vor dlem um die follikuldre Kolonisation durch die
Tumorzellen und das Fehlen von rearrangiertem bcl- 2, wohingegen in viden fallikularen Lymphomen

eine bcl- 2- Expression nachgewiesen werden konnte.
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Die neoplagtischen Zdlen sind groRR und haben Ahnlichkeit mit Centroblasten, Immunoblasten und
Plasmoblagten. Thre Differenzierung hin zur Plasmazelle entspricht der des niedrig-mdignen MALT-
Typ Lymphoms, jedoch findet man im Gegensaiz dazu in den hoch- malignen Tumoren weit weniger
resktive Follikel. Die meisten hoch-mdignen MALT-Typ Lymphome sind lange Zeit auf den Magen
oder die regionden Lymphknoten begrenzt. Zur Metastaserung und Befdl des Knochenmarks
kommt es erst im spédten Verlauf der Krankheit.
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2.3 Aufgabenstellung

Das Hauptzid dieser Arbeit war es, die Mechanismen der Entstehung und Progression von niedrig-
mdignen MALT-Typ Lymphomen aufzukl&ren. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse sollen helfen,
neue Moglichketen in der Behandlung betroffener Petienten zu erarbeiten, aber auch Methoden zur
Erkennung und Pravention der Krankheit zu entwickeln. Aufgrund dessen sollte das Augenmerk bel
den Untersuchungen sowohl auf die Tumor-B-Zdlen ds auch auf die tumorinfiltrierenden T-
Lymphozyten (TITL) gerichtet werden, vor dlem hingchtlich der lokaen Immunregktionen, die vor
Ort be der Tumorentstehung ablaufen.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit sollte die Klonditét und der Reifungszustand der Tumor-B-Zdlen
von niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen auf molekularer Ebene charakterisert werden. Es
sollte gekléat werden, ob sich das anhand morphologischer und immunologischer Merkmde
bestimmte Stadium einer Gedéchtnis-B-Zdle/Memory-B-Zdle, auch auf DNA-Ebene manifedtiert.
Dies wirde bedeuten, da? die Tumor-B-Zdlen wéahrend der Lymphomentstehung ene
antigenabhdngige Affinitésrafung innerhalb eines Kemzentrum durchlaufen haben und dies auf
genomischer Ebene in der varidblen Region (V) der schweren Immunglobulinkette zu erkennen i<
Neben dar Bestimmung des Refungszustandes sollte man auch neue Erkenntnisse Uber die
Zusammensetzung der B-Zdl-Population im Tumor erhdten. Fir diese Fragestellungen sollte die V-
Region des Antigenrezeptors der untersuchten Tumoren amplifiziert, kloniert und sequenziert werden.
Im zweten Abschnitt der vorliegenden Arbet sollten die tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten (TITL)
ebenfdls von niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen néher untersucht und charakterisert
werden. Interessant war hier vor dlem die Frage, um welche Art von T-Zélen es sch dabel handelt,
in welchem Stadium (ruhend oder aktiviert) Se sch befinden und welche Rolle se be der
Tumorprogression spieen. Nachdem man per FACS-Andysen die Art und den Aktivierungszustand
der T-Zdlen bestimmt hat, sollte geklart werden, ob die vorhandenen T-Zdlen prinzipid| Uber die
entsprechenden Oberflachenmolekiile verfliigen, um Einfluld auf die Lymphomentwicklung, durch
Interaktion mit den Tumor-B-Zdlen, nehmen zu konnen. Hierfur sollten auf mRNA- und
Proteinebene die Expresson von CD40-Ligand und Fas-Ligand in vivo und in vitro untersucht
werden. Zusétzlich sollte fir spétere in vitro Studien eine Zdlinie kongruiert werden, mit deren Hilfe
Tumor-B-Zdlen Uber CD40, Fas und enen dritten variierbaren Oberflachenrezeptor pardlé
dimuliert werden konnen. Somit wére man in der Lage, unter Zdlkulturbedingungen T/B-Zdl-

Interaktionen des Kaemzentrums zu smulieren und die Resktion der Tumor-B-Zdlen zu erforschen.
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Als Auggangszdlinie sand der Arbatsgruppe Ltk', ene murine Fibroblasterzdlinie gabil
transformiert mit humanem CDA40-Ligand und CD32/F¢g-Rezeptor |1 zur Verfugung (Banchereau,
1991; Galibert, 1996). Diee Zdlinie llite zusdzlich mit dem humanen Fas-Liganden sabil
trandfiziet werden und das Molekil auf der Zdlobeflache exprimieren. Padld zu den
Untersuchungen zur CD40-Ligand- und Fas-Ligand- Expression sollte auch das in vivo Spektrum an
im Tumor exprimierten Cytokinen bestimmt werden. Hieraus sollte man Rickschlisse auf den

vorliegenden T-ZdI-Typ und die damit verbundene Immunantwort ziehen konnen.
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

3.1 Analyseder variablen Region der Schwerketten-Gene (Vy-Gene) des
Antigenrezeptor s von niedrig-malignen MALT-B-Zdll-Lymphomen

Ba den zu untersuchenden Tumorzdlen handdte es dch um B-Lymphozyten, die enen
Antigenrezeptor auf ihrer Zelloberfléche exprimierten. Die Beschaffenheit dieses Rezeptors, vor dlem
aber die der Antigenbindungsstelle, kann Aufschiuf? Uber die Klonditét der untersuchten B-Zdlen,
deren Entwicklungsstadium und deren Kontakt mit Antigen geben. Da hauptsichlich die varigble
Region der schweren Immunglobulinketten die Antigenbindungsspezifitét des Rezeptors ausmacht,
wurden in diesem Tell der Arbeit die Sequenzinformationen der Vy-Gene der Tumorzdlen
herangezogen, um die oben genannten Eigenschaften der Klonditét, des Reifungsstands und des
Antigenkontakts zu untersuchen.

3.1.1 Identifizierung des Tumor-B-Z€ll-Klons

Aufgrund der von Qin verdffentlichten Daten (1995) ging man davon aus, dad sch be niedrig-
maignen MALT-Typ Lymphomen der Tumor aus einem enzigen B-ZdI-Klon entwickelt, das heift
eine entartete B-Zdle expandiert zu einer monoklonalen Tumorpopulation. Deshalb sollte zu Beginn
der Untersuchungen mit Hilfe einer spezifischen RT-PCR der Tumorklon identifiziert werden. Hierzu
wurde aus Gefriermaterid von 14 niedrig-mdignen MALT-Typ Tumoren die Gesamt-RNA isoliert
und mit Oligo-dT- und Random-Hexamer-Primer mittels einer reversen Transkription in cDNA
umgeschrieben. Mit fur die CDR3-Region spezifischen Oligonukleotiden (V-cons-FOR x Js-cons-
REV, (McCarthy, 1990) (sehe Abbildung 10) wurde ene RT-PCR fir diesen cDNA-Abschnitt
durchgefiihrt, der fir jeden BZdl-Klon charakterigtisch ist und seinen ,, Fingerabdruck” darstdlt
(sehe Abbildung 3 und Abbildung 4). Die PCR wurde nach dem unter 5.2.1.15 beschriebenen
Protokoll durchgeftinrt. Aufgetragen auf ein 3%iges Agarosegd sollte das amplifizierte cDNA- Stiick
entweder bel einer monoklonaen B-Zdl-Population eine digtinkte Bande mit einer Grol3e von 100
bis 150 bp, oder bei oligo- oder polyklonaen Populationen einen sogenannten ,, Schmier” ergeben
(sehe Abbildung 11). Das Erscheinungshild von oligoklonaen Populationen im Gel entsteht aufgrund
der verschiedenen amplifizieten CDR3-Regionen, die Sch nicht nur in ihren Sequenzen, sondern

auch inihren Langen unterscheiden.
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VH N| D| N| H
L FRI CDRI| FRII |CDRII| FRIII CDRIII FRIV
VHcons-FOR — <«— JHcons-REV

Abbildung 10: Lage der verwendeten Oligonukleotide bel der Amplifikation der tumor spezifischen CDR3-Region.
Die beiden Konsensus-Primer wurden so gewéahlt, dal3 sie nur die CDR3-Region (CDRIII) amplifizierten. V-cons-
FOR hybridisiert in einem hochkonservativen Bereich aller bekannten V-Gene am 3'-Ende der Framework-Region
3 (FRII). J-cons-REV bindet an 5-Ende der Framework-Region 4 (FRIV) und somit in einem konservativen
Abschnitt der J,-Gene.

Zehn von funfzehn untersuchten Féllen (Fall #1, #3, #4, #13, #16, #17, #18, #19, #22, #24) zeigten
be diesser PCR eine Bande, zwel Féle (#11, #14) wiesen zwel distinkte Banden auf und bel drel
Fédlen (#20, #21, #23) konnte im Gel keine klonale Bande nachgewiesen werden.

Abbildung 11: PCR-Produkte von amplifizierten CDR3-Regionen bei mono- und polyklonalen Tumoren mit dem
Primerpaar Vy-consFOR x Jy-cons-REV. Auf beiden 3%igen Agarosegelen wurde eine 123 bp-Leiter as
GroRenstandard aufgetragen. Bei den Spuren 1 und 2 handelt es sich um die beiden monoklonalen Félle #18 und
#19, bei den Spuren 3 und 4 um die beiden oligoklonalen Félle #20 und #21. Die monoklonalen Félle zeigten eine
klare Bande bei 101 bp und 112 bp, wohingegen bei den oligoklonalen Félen nur Schmier zwischen ~110 bp bis
~180 bp zu erkennen war. Grund dafiir war die Amplifikation unterschiedlichster CDR3-Regionen, diesich in ihren
Léngen und vor alem ihren Sequenzen stark unterschieden.

Um dcher zu gehen, dal3 es Sch ba den mono- und biklonden Banden tatsachlich jewells um eine
Population mit einer spezifischen CDR3-Sequenz handelte, wurden die Banden aus einem LMP-G4
mit Hilfe von Gelase aufgereinigt und bluntend in den Vektor pCR-Skript kloniert, in E. coli
amplifiziert und Uber eine BlarWel3-Sdektion die Plasmide, die CDR3-Sequenzen enthielten,
identifiziert und reisoliert. Alle Plasmide wurden daraufhin von beiden Seiten mit M13-Uni und T3
sequenziert und ihre Sequenzen untereinander verglichen. Bei neun von zehn Fdlen, die nach der
CDR3-PCR ene Bande im Gd zeigten (ausgenommen Fal #4), konnte auch eine dominierende
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CDR3-Sequenz identifiziert werden (Abbildung 12). Im Gegensatz dazu stand Fall #4, der ebenfdls
in der PCR ene digtinkte Bande zeigte, bei welchem jedoch anhand der Sequenzergebnisse deutlich
wurde, dald es Sch hierbel um enen polyklonden Fal handen mufde, da keine CDR3-Sequenz
doppelt oder mehrfach vorhanden war. Dieses Ergebnis zeigte, dal? diagnostische Klonalitésbestim-
mungen, baserend auf der Basenpaarlange der jeweligen CDR3-Region, immer Uber en
hochauflésendes Polyacrylamidgd andysiert werden sollten. Aul3erachtiassen sollte man auch nicht
die Tatsache, dal? der eindeutige Klonditétsnachwels nur aufgrund von Sequenzanalysen der CDR3-
Region mdglich ist.

Neben den monoklonaen Fallen wurden Fall #11 und #14 ds biklonale Félle identifiziert. Bel beiden
konnten mit Hilfe der Sequenzandysen zwe voneinander unabhéngige CDR3- Sequenzen ermittelt
werden (Tabelle 1).

CDR3- REGI ON

495

GTATTACTGTGCGA. . . GAC. . ... ....... AAAGT GGT GGCGGCACGGTGATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
giTTACTGTGCGA. LLGAC. ... AAAGT GGT GGCGGCACGGT GATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
é‘?’iTTACTGTGCGA. LLGAC. ... ... AAAGT GGT GGCGGCACGGTGATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
giTTACTGTGCGA. LLGAC ... AAAGT GGT GGCGGCACGGT GATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
é‘?'ZTTACTGTGCGA. LGAC. ... ... AAAGT GGT GGCGGCACGGTGATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
gi\TTACTGTGCGA. LLGAC. ... AAAGT GGT GGCGGCACGGT GATGT. TTGACTACT GGGGCCAGGGAACCCT
iSGiGGAGACGGTGACCAGGGTT ..... CCCTGGCCCCAGGGGT CGAACCAGGACGCGTAGT TAGT CGGAT CTCTCGCACAGT
478

GTATTACTGTGCGA. . . GAGCCCAGT. TACTTGTGCTTTTTGGAGT GCGCTACGGTATGGACGT CTGGAGCCAGGGGACCAC
479
GTATTACTGTGCGA. . . GAGAGAGATATTGTAGTAGT GTTAGCTGCTATGCCGGGT. TCGACCCCT GGGGCCAGGGAACCCT

é'gl'iTTACT GIGCGA. . .GAG. . .......... ATCCGACTAACTACGCGT CCTGGT. TCGACCCCT GGGGCCAGGGAACCCT
gZ‘\TTACTGT GCGA. . .GAA. .. ......... GT. . GAATTAC. ATGGGCGATACT. TCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCT
é‘?‘iTTACT GIGCGA. . . GAT.......... TCGCGAGAGGAAGTATT. ... .. .. C. CTGACTTCTGGGGCCAGGGAACCCT
é’?'/]&TTACTGT GCGA...GAG. ........... GT.. GA. TTAC. NTC. . . .. TACT. TTGCCTTCTGGGGCCAGGGAACCCT
é‘?'iTTACT GIGCGA. . . GAGA. ... ..... TCGTGATGCCGGCAGCTC. . . . . . GC. TTGACTACT GGGGCCAGGGGACCCT

Abbildung 12: CDR3-Sequenzen des monoklonalen Falls #19. Die ersten sechs Sequenzen stellen die CDR3-
Region des Tumorklons dar. Die restlichen CDR3-Sequenzen waren durchweg unterschiedlich und stammten von
anderen unabhéngigen B-Zdll-Populationen, die als Bystander-B-Zellen bezeichnet wurden und auf dem Gelbild
(Abbildung 11/ Spur 2) as Hintergrundschmier zu erkennen waren.

Be den Fédlen #20, #21 und #23 war schon anhand der CDR3-PCR klar, dal3 es sich um
polyklonale B-Zdl-Population, wie bei Fal #4 handeln wirde, dennoch wurden von Fall #20 und
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#21 die Amplifikate der CDR3-PCR kloniert und sequenziert. Diese Ergebnisse zeigten deutlich die
Heterogenitédt der CDR3- Sequenzen aufgrund der unterschiedlichsten B-Zdl-Klone (Abbildung 13).
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CDR3- REGI ON

1347

GTATTACTGTGCGAGAGTCCC. . .. .......... GTCGCCTGGCTGGTATCCCG. . . . GCCCGGTATCCATGGACGTCTG
:-;I: ngACTGT GCTAGAGAGGACTACTATGATAGTAGT CCTTATTACTACGGGGACTACTACTACTACTACATGGACGTCTG
gllf' X'T'TACTGT ACCACAGT. . ............. TAATCGTGATT. . . . CGGGGANGA. . ACGACTACGGCATGGNCNTCTG
:-;I: 2$TACTGT GCGAGAGA. . . ... ... i GAGGGGTATAGCAGTGGCTGGTGAATTTGA. . .. .. .. CTACTG
gllf' giTACTGT GCGAGACGC. . . .. oo ANCCGCAGCAGNT. . . ......... GGTCCTTTGANTANTG
:-;I: Z'T'TACTGT GCGGAGGGGGGT. . oo v e GTAGIGGGAGCT. . ... ... oo AGTTGGTTCGACCCCTG
gllf' giTACTGT GCGAGAGN. . .. ... i CCGGGAATACGGTGACTA. . . CGGCGNTGGGCGCTCTTGATATCTG
:-;I: Z'EI)'TACTGT GCGACA. . .. ACCAATGANTN. . . .. ANG. . . . NNTGTTCAAGGCCTG
gllf' ;J-.\'::.'TACTGT ACTAGACATTTTGAG. . . ... ... ACAGAGTATTACGACATTTTGACTGATTATGCATACTTTGACCACTG
:-;I: i'?'TACTGT GCGAGAGGGTCC. . ... ..o CTACCGAGTNTAGTGGGAGN. . .. ..... TACTTCCTTGACTTCTG
gllf' ;J-.\'?'TACTGT GTGAGAGAGA. . .. ........... GTCCTTATGATGGTA. . .. ..... GTTTGACGGACATGGACGTCTG
:-;I: i'l4'TACTGT GCGAGAGTNACTGAG. . . CCATATAGT GANAGNTATGGCNCNNCCCACTACTACTACAGTATGGNC. TCTG
gllf' ;J-.\'?'TACTGT GCGAGA. . . ... AGTAGCAGTGCCTA. . . .. TAA. CAACTGGTTCGACCCCTG
:-;I: i'?'TACTGT GCGAGAGGC. . ... oo GGAAGNTACAGCTCCTT. . ... oo GGACGTCTG
1417

GTATTACTGTGGAAAAGAGT CGGGC. . . AGCAGCT GGGCCAGACGGGATGACTTCG. . . ACTACTCCGGTCTGGACGTCTG
1418

GTATTACTGIGNGAGA. . . . ... GGGAACAG. ... TG. .. .. GGAGNNTATACANNGACTACTG
(13‘; ;J-.\'?'TACTGT GCGAGAGACCGTGAA. . . GGATATTGTCGTAGTATAAGCAGCCA. . . .. AAA. CAACTGGTTCGATCCCTG
3-;;' ;2A$TACTGT GCGAGGGAT. . . T............ CAGATTGT TCTAGTACCAGCTGCTATATAAGATACGGGGACTACTG
(13‘; i‘?’TACTGT GCGAGATTATTTTGG. . .AG. . ........ GGTAGCTGGAACTG. . . .. ACATCAACTGGTTCGACCCCTG
3-;;' ;2A14'TACTGT GCGAGAA. . GTTATG. . . ATCAC. . . . GTTTGGGGGAGCGACTT. . . .. A. ... TACTACTTTGACTACCG
(13‘; i‘?’TACTGT GCCAGAGAGGAGTCC. . TTGCCTTACTATAATTCGGAGAACATT. . . .. .. CCGGGGTGGCTCGACCCCTG
3-;;' ;ZA'?'TACTGT GCGAGA. . . GTTGGG. . . GACG. .. ...... AGTACGGTGACTA. . . .. C. ... GAACTCTTGGACTACTG
(13‘; i‘T’TACTGT GC............ G........ ATTGAATAT. . . .. AATTATGAA. AGTAGTGGGGGTTTTGACTACTG
3-;;' ;ZA'EIB'TACTGT GITGAGAGAGA. . . ............ GTCCTTATGATGGTA. . .. ... .. GTTTGACGGACATGGACGTCTG
(13‘; i‘?’TACTGT GCGAAGGTCCCTCGT. . . ACTAC. . . . GGTTCGGGGANTTCCCA. . . .. CT... TACTACTTTGACTCCTG
3-;;' i']I:TACTGT GCGAGAGACTGTGGT. . . GGTGACTGCCCC. . . . .. .. TGGCCTT. . .. ACTACTACGGTATGGACGTCTG
(13‘; i‘?’TACTGT GCGAGAGATACGG. . . . .. CGGGT TCGGGGAATTATAACCTCTTCTACTACCAGTACGGTATGGACGTCTG
3-;;' i'l4'TACTGT GCGAAAGA. . . ... ... TCGCAATTCTTGGAA. . . ... TAGTTTTGATACTTCTGATGICTG
é':::j-.\TTACTGT GCGAG. . . . .. CACG...AAC............ TGGAAC. . . ... ... ..., TACTACTTTGACTACTG
g"]I:iTTACTGT GCGAAAGCGAGCCGG. . ... .. .. AGGGTGGGGGCTTCTCTGG. . . . . GGTACAACTGGTTCGACCCCTG

Abbildung 13: CDR3-Sequenzen des polyklonalen Falls #4. Alle identifizierten CDR3-Sequenzen sind
unterschiedlich. Es konnte kein dominante Tumor-CDR3-Sequenz nachgewiesen werden
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Tabelle 1. Bestimmung der Klonalitét und der tumor spezifischen CDR3-Region der untersuchten Félle

Fall | Klonalitat ‘N/Niota | CDR3- CDR3-Region 5® 3 CDR3-Lange
sequenziert | Nr. in bp
#1 | monoklona 9/10 1 |GGCGGTCTAACTACCTCGTT 20
#3 | monoklona 10/26 377 |ACGGAAGTACCAGCTGCTATACCCTAT 27
#4 | polyklona 0/27
#11 | biklona 19/32 889 |GTCTCGCATTACGATCTTTTGCCTGGT 27
3/9 911 | TCATCAACTGGTGGCGGGGCC 21
#13 | monoklona 10/10 13 |GTTTCAACGCGG 12
#14 | biklona 5/28 391 |GAATCGGGTGGCTACGGCTACCCA 24
6/28 550 |GACAATCGATATGGTTCGGGGACTTATTACCCCCCT 36
#16 | monoklona 13/36 1496 |TTAGTCGTGATTCGGGGAGGAACGAC 26
#17 | monoklona 7137 662 |AGCAGTCGGGGGGAGCTACTAGGGGGACTTTGC 33
#18 | monoklona 9/11 40 |GATCGTGATGCCGGCAGCTCG 21
#19 | monoklona 6/15 482 |CAAAGTGGTGGCGGCACGGTGATG 24
#20 | polyklona 0/37
#21 | polyklond 0/40
#22 | monoklona 18/40 1228 |GGCCAGGGTTGCTTC 15
#23 | polyklond nicht
klonierbar
#24 | monoklona 5/17 431 | GAGGGAGGGGGCCCTGCAGTGGCAGGC 27

"N entspricht der Anzahl an untersuchten Klonen mit der gleichen Sequenz. Ny ist die Anzahl aller Klone, die fiir den jeweiligen Fall untersucht

wurden.
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3.1.2 Amplifikation und I dentifizier ung des tumor spezifischen VH-Gens

Ausgehend von den identifizierten tumorspezifischen CDR3- Sequenzen wurde fur jeden Fal, ein zur
jeweligen CDR3-Region komplementdrer und somit klonspezifischer Reverse-Primer ausgewahit
und synthetisert. Dieses Oligonukleotid wurde in ener RT-PCR mit je @nem der sechs
unterschiedlichen Vy-Familienprimern V1-FOR bis W6-FOR (KUppers, 1993) kombiniert. Bel
den oligoklonaden Féllen wurde a's Reverse-Primer ein Gemisch aus zwel Konsensusprimern fir die
J-Region der schweren Immunglobulinketten verwendet ((Abbildung 14); J4(1-5)-REV und J,6-
REV; (KUppers, 1993)). Alle Reaktionsansdtze wurden nach Protokoll 5.2.1.16 durchgefuihrt.

Abbildung 14: Lage der verwendeten Oligonuklectide bei der Amplifikation der Vi;-Region mit tumor spezifischen

VH NID|N| JH
L FRI  |CDRI| FRII |CDRII| FRIlI CDRIII FRIV
VH1,2,3,4,5,6-F98 CPR3-REV
VH1,2,3,4,5,6-FOR JH1-5+6-REV
—

Primern oder J;-spezifischen Rimern. Die Konsensus-Primer fir die verschiedenen VH-FamiTi_en sind jewellsin
einem hochkonservativen Bereich am 5-Ende der Framework-Region 1 (FRI) lokalisiert. Der tumorspezifische
Primer entspricht jeweils der unter 311 ermittelten CDR3-Sequenz. Fir polyklonale Féle wurde ein
Oligonukleotidgemisch spezifisch fur das 5"-Ende der verschiedenen J,-Regionen verwendet.

Da die ausgewahlten CDR3-REV-Primer spezifisch fir den jeweiligen Tumor-B-Zdl-Klon waren,
sollte in den mono- und biklonalen Fallen auch jewells nur einer der sechs Viy-Familienprimer in
Kombination mit dem CDR3-REV-Primer eine Bande von ~ 270bp ergeben. Dies war in dlen
untersuchten Tumorproben der Fal (Sehe Abbildung 15). In vereinzelten Fallen waren neben der

sezifischen Vy-Familienbande auch ungpezifische Banden, wie durch Sequenzierung bestétigt

VH VH

8 ¢

123456N 123456N

369 bp—
246 bp—
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wurde, zu sehen.

VH

C g

123456N

369 bp—
246 bp—

369 bp—
246 bp—

Abbildung 15: Beispiele fiir V4-Familien-PCRs bel mono- und biklonale Tumoren sowie bei polyklonalen Fallen.
Bel dlen Gelen wurde eine 123 bp-Leiter als GroRenstandard benutzt. Die Spuren 1 bis 6 stellen die sechs
verschiedenen Vy-Familien dar. N entspricht der Negativkontrolle. A) Monoklonaler Fall #18: Mit dem
tumorspezifischen Primer 18CDR3-40-REV erhielt man eine \j;1-spezifische Bande. B) Polyklonaer Fall #21: Es
konnten V,-Segmente der Familien Vi1, 2, 3, 5 und 6 in Kombination mit J,1-5+6-REV amplifiziert werden. C + D)
Biklonaler Fall #14: C) zeigt eine Bande bel Vy1 mit dem Tumorprimer 14CDR3-550-REV. D) zeigt eine \{,4-
Familienbande mit 14CDR3-391-REV.

Die PCR-Fragmente wurden aus dem 2%igen Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt, in den
Vektor pCR-Skript ligiert und in E. coli transformiert. Aus den positiven Bakterienkolonien wurde
mit Minipraparation die Plasmid-DNA isoliert, Notl/Pstl restriktionsverdaut und auf einem 2%igen
Agarosegd andlysert. Die Insert-enthdtenden Plasmide wurden mit M13-Uni und T3 sequenziert.
Die ehdtenen Sequenzen wurden mit Hilfe von VBASE (http:/Mww.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-
doc/restricted/ok.html) im Internet ausgewertet. Dabel handdte es Sch um enen Sequenzvergleich
mit dlen bekannten V-, D- und Jy-Keimbahngenen. Die Ergebnisse hierzu snd in Tabele 2
zusammengefa®. Das verwendete J-Keimbahngen wurde anhand der Sequenzen aus 3.1.1

ermittdt.

3.1.2.1 Analyseder V4-Region bei mono- und biklonalen MALT-Typ Lymphomen

Gene der \j;1-Familie wurden in insgesamt funf verschiedenen Tumoren verwendet (Tabdle 2).
Nachgewiesen wurde in Fall #18 DP-75, #22 DP-15, #24 DP-10, #11 DP-2 und in #14 DP-14.
Alle erhdtenen Tumor-Vy-Gene zeigten eine ldentitdt von 94 — 98% mit dem entsprechenden
Keimbahn-Vy-Gen.

Ebenso haufig wie V1-Gene fand man in niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen Gene der
Familie V4. Ausihr wurde bel Fall #1 das Gen DP-63, bel den Falen #3 und #13 das Gen DP-71,
be Fal #11 DP-2 und bel Fal #14 DP-78 detektiert. Mit Ausnahme von Fall #11 mit 88 %, zeigten
die vier vorherigen Fdle eine 94 — 98%ige Identitét mit dem jewelligen Kembahngen.
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In den Falen #16 und #17 wurden Vy-Segmente aus der V,3-Familie identifiziert. Dabel handelte
esgchim Fdl #17 um DP-50 und im Fdl #16 um 3-49RBm, die beide eine I dentitét von 96 % zur
Kembahn aufwiesen. Fall #16 gSelte jedoch bel der Amplifikation des Vy-Genabschnitts eine
Ausnahme dar. Der nach Tabelle 1 entworfene 16CDR3-1496-REV-Primer ergab mit keinem der
verwendeten V- Familienprimer ein PCR-Produkt und wurde deshdb durch den Primermix Jy(1-
5)+6-REV ersetzt. Die so erhatenen V- Sequenzen aus der V3-Familie bestanden zu 50 % aus ein
und dersdben Sequenz, obwohl kein klonspezifischer Reverse-Primer verwendet wurde. Die
restlichen 25 von 50 Sequenzen unterschieden sich dle voneinander und keine Sequenz trat mehrfach
auf. Aufgrund dessen ging man davon aus, dal? es Sch hierbe um die V- Sequenz des Tumorklons
handeln mulde.

Als einziger Fal verwendete Tumor #19 en V- Segment, das zu 95% identisch mit DP-73 aus der
Vy5-Familie war. Gene aus den Familien V2, V6 und V7 wurden in keinem der untersuchten

Tumoren gefunden.
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Tabelle2: Identifizierung der V-, D- und Jy-Gensegmente bei mono- und biklonalen B-Zell-Lymphomen desMALT-Typs

Fall | Klonalitat Primerpaare N/Niotal % | dentitat mit Vy- Vy- D- Ju- LR
sequenziert | Keimbahngen | Familie | Keimbahngen | Segment | Segment
#1 | monoklond | VH4-FOR x 1CDR3-1-REV 6/6 9 VH4 DP-63 D1-20 4 IN
#3 | monoklond | VH4-FOR x 3CDR3-377-REV 17/17 98 VH4 DP-71 D2-2 6 IN
#13 | monoklond | VH4-FOR x 13CDR3-13-REV 28/36 97 VH4 DP-71 7 6 IN
#16 | monoklona | VH3-FOR x JH(1-5)+6-REV 25/50 96 VH3 3-49RBm D2-2 6 ouT
#17 | monoklonad | VH3-FOR x 17CDR3-662-REV 14/15 96 VH3 DP-50 D1-26 4 IN
#18 | monoklonad | VH1-FOR x 18CDR3-40-REV 15/15 94 VH1 DP-75 D3-16 4 IN
#19 | monoklona | VH5-FOR x 19CDR3-482-REV 24/25 95 VH5 DP-73 (D3-16)" 4 IN
#22 | monoklona | VH1-FOR x 22CDR3-1228-REV 9/16 98 VH1 DP-15 7 4 IN
#24 | monoklonad | VH1-FOR x 24CDR3-431-REV 18/21 96 VH1 DP-10 D6-19 6 IN
#11 | biklond VH1-FOR x 11CDR3-889-REV 19/32 96 VH1 DP-2 D3-9 5 IN
VH4-FOR x 11CDR3-911-REV 3/9 88 VH4 DP-65 D1 6 IN
#14 | biklond VH1-FOR x 14CDR3-550-REV 13/16 95 VH1 DP-14 D3-10 6 IN
VH4-FOR x 14CDR3-391-REV 9/12 97 VH4 DP-78 D5-12 4 IN

N/Noa SEQUeENnziert: Anzahl der untersuchten Sequenzen, die dem jeweiligen V,-Gen entsprachen, im Vergleich zur Gesamtanzahl der untersuchten Sequenzen; LR:
Leseraster; ???:D-Segment konnte nicht identifiziert werden; * D-Segment liegt in revers-komplementarer Orientierung vor; Identifikation der D-Segmente erfolgte
nach Corbett [, 1997 #1715];
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Das D-Segment der variablen Region konnte in 11 von 13 Falen mit Hilfe von VBASE (Corbett,
1997) und den Kriterien nach Klein (1994) bestimmt werden (Tabelle 2). Zur Identifizierung eines
D-Segments mulden mindestens seben aufeinanderfolgende Nukleotide mit dem Keimbahn-D-
Segment  Ubereingtimmen oder aber acht Nukleotide in Folge vorliegen, die nur durch eine
Basensubstitution unterbrochen wurden.

Zehn der untersuchten Tumoren benutzten das D-Segment in 5® 3' Orientierung, wohingegen Fal
#19 das D3-16 Segment in revers-komplementérer Richtung rearrangiert hatte. In den beiden Fallen
#13 und #22 ergab der Sequenzvergleich ein negatives Ergebnis. Ein Grund dafir kénnten
somatische Hypermutationen sain, welche die CDR3-Region der betroffenen Fdle so sark
verandert hatten, dal? das urspriingliche D-Segment nicht mehr erkannt werden konnte. Dal3 es Sich
um neue D-Segmente handelte, de nicht in der Genbank enthaten sind, ist unwahrschenlich, dadle
D- Sequenzen sequenziert und verdffentlicht worden sind (Ravetch, 1981; Siebenlist, 1981; Rabbitts,
1983; Buluwela, 1988; Buluwela, 1988; Ichihara, 1988; Mattila, 1995; Corbett, 1997). Zwemd
wurde in je zwe Lymphomen das gleiche D-Segment identifiziert. Dabei handdte es Sch zum einen
um die Falle #18 und #19, die beide das Segment D3-16 rearrangiert hatten, jedoch #19 in revers-
komplement&rer Orientierung wie oben beschrieben wurde. Und zum anderen um die Tumoren #3
und #16 die beide D2-2 verwendeten, wobe im Fall #16 aufgrund von Leserastermutationen schon
im V- Segment keine komplette funktionelle schwere Immunglobulinkette entstehen konnte.

Je sechs von dreizehn untersuchten V- Regionen enthidten ein J14- oder J46-Genssgment, ein Fll
verfugte Uber ein J,5- Segment (Sehe Tabelle 2).

Alle andyserten \i;-Regionen, mit Ausnahme der von Fal #16, waren im Leseraster rearrangiert
und enthielten kein STOP-Codon, d.h. de durch das VDJ Rearrangement entstandenen variablen
Regionen der schweren Immunglobulinkette waren dle funktiondll und stellten somit die exprimierten
Sequenzen des Tumorklons dar. Im Gegensatz dazu enthielten dle sequenzierten Klone von Fall #16
Leserastermutationen, die entweder zu einem ,out-of-frame* Leseragter fuhrten oder in einem

STOP-Codon endeten.

3.1.2.2 Analyse der verwendeten Vu-Gene im polyklonalen Entziindungsinfiltrat von
MALT-Typ Lymphomen

Mit Hilfe der unter 3.1.2 beschriebenen Methode wurden bel den polyklonaen Fallen #4, #20, #21

und #23 die verwendeten Vii-Familien und deren Vi-Gene untersucht. Im Fal #4 erhielt man nur

Gene dea Vu3-Familiee Acht veschiedene Vyp3-Gene von 22 bekannten, konnten mit



34 Ergebnisse

unterschiedlicher Haufigkeit nachgewiesen werden (Sehe Abbildung 16A). 20 % der untersuchten
Klone enthidlten das Vi-Genssgment DP-47. Mit je 13 % wurden DP-50, VH3-11 und 3-49RBm
nachgewiesen. Und jeweils 6,6 % der \;3-Familienklone enthidlten DP-35, DP-46, DP-54 und
COs-3.

Fal #20 exprimierte neben Vs-Genen der V3-Familie auch V4 und V5. Dabel handelt es Sich
um kleinere Vy-Familien, die sch im Gegensatz zu Vy3 nur aus 11 (Vi4) und 2 (Vy5) funktionellen,
unterschiedlichen Genssgmenten zusammensetzen (Sehe Abbildung 16B). Be der V3-Familie
wurde mit 33,3 % DP-33 am haufigsten nachgewiesen. Alle welteren identifizierten \i;-Gene der
Familie (DP-47, DP-49, DP-50, DP-51, DP-54, DP-77, bl, LSG12.1) waren mit 8,3 % gleich
sark vertreten. DP-63 und DP-64 gellten bel der Vu4-Familie mit je 25 % die beiden am haufigsten
rearrangierten Gensegmente dar. DP-66, DP-79, VH4.16 und VHSP konnten zu gleichen Anteilen
(12,5 %) nachgewiesen werden. Mit 55 % war VH23 bel der \V,5-Familie neben DP-73 (44 %)
am starksten vertreten.

Funf unterschiedliche V-Familien (Vul, VW2, V43, Vub, Vu6) konnten im Fall #21 detektiert
werden. Im Falle der \;1-Familie konnten 6 von 11 bekannten funktiondlen Genssgmenten im
Tumorgewebe nachgewiesen werden. Dabel handelte es sich um DP-15 (30,8 %), DP-7 und DP-
14 (23,1 %) und DP-10, DP-75, VHGL1.2 (7,7 %). Zwel der drel bekannten V,2-Gene, DP-27
und VII-5, wurden ebenfdls gefunden, wobe DP-27 in 71 % der untersuchten Klone vorlag. Im
Gegensatiz zu den beiden vorherigen Fdlen, wurden aus der Vy3-Familie nur die beiden
Gensegmente DP-47 (83 %) und DP-49 detektiert. Die Familien Viy5 und W46 (ein funktiondles
Vy-Gensegment) waren jewells durch DP-73 und DP-74 vertreten.

Wiein Abbildung 16D deutlich wird, setzte sich die Population an rearrangierten V- Segmenten des
Falls #23 aus Gensegmenten der Familien Vi1, Vi3, V4 und V45 zusammen. Dabel wurden DP-
14, DP-25, DP-7, DP-10, hv1263, DP-6, VHIGRR und 71-1 aus der V41-Familie, DP-47, DP-
49 und VH3-11 (je 33,3 %) aus der Vy3-Familie sowie DP-71, DP-79, DP-63, DP-65, H6, H7,
VHSP, VH4-MC9a und VHA4.16 aus der Vii-Familie verwendet. Bei Familie V45 konnten beide
funktiondlen V- Gene (DP- 73, VH32Sanz) zu gleichen Teilen nachgewiesen werden.

Abbildung 16: Verwendete \j;-Segmente und ihr prozentualer Anteil innerhalb der untersuchten Vy-Familieim
Entziindungsinfiltrat von MALT-Typ Lymphomen. A: Fal #4; B: Fall #20; C: Fal: #21; D: Fal #23. Aufgrund der
verwendeten PCR- und Auswertungsmethoden kdnnen die Prozentangaben zur Haufigkeit der einzelnen V-
Gensegmente nur jeweils innerhalb der entsprechenden Vy-Familie verglichen werden, jedoch nicht zwischen
unterschiedlichen V,-Familien und Fallen.
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3.1.3 Korrelation der Tumorklonalitait mit dem Nachwes der

Translokation t(11;18)(g21;921) in niedrig-malignen MALT-Typ

Lymphomen
In neueren cytogenetischen und molekularbiologischen Untersuchungen konnte eine fr niedrig-
maligne MALT-Typ Lymphome spezifische Trandokation t(11;18)(g21,g21) nachgewiesen werden
(Ott, 1997; Dierlamm, 1999). Die von Ott und Kdla (unvertffentlichte Daten) an dem hier
verwendeten Patientenmateria durchgefUhrten trand okationsspezifischen Andysen (Sehe Tabelle 3),
weisen deutlich auf eine Korrdation von Tumorklonditét und der tumorspezifischen Trandokation
hin. In 10 von 11 untersuchten Féllen bei denen ein oder zwei B-ZdI-Klone den Tumor ausbildeten
(mono- oder biklonal), konnte die Trandokation t(11;18)(g21,921) mit Hilfe von FISH- und RT-
PCR-Andysen in der Neoplase nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu waren dle Féle mit
polyklondem Entziindungsinfiltrat negativ fir die spezifische Trandokation.

Tabelle 3: Korreation von Tumorklonalitdt mit der Trandokation t(11;18)(g21;921)

Fall L okalisation Klonalitéat t(11;18)(g21;921)" | 1g-Typ
#1 Magen monoklonal nein M, k
#3 Magen monoklonal ja M, k
#13 Schilddriise monoklond ja M, |
#16 Magen monoklonal ja 2,1
#17 Magen monoklona ja M, k
#18 Lunge monoklonal ja Al
#19 Lunge monoklond ja M, |
#22 Magen monoklonal ja M, k
#24 | Speichedrise monoklona ja M, k
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Fall L okalisation Klonalitat t(11;18)(921;921)" | 1g-Typ
#11 Magen biklond ja M, k
#14 Magen biklond ja M, |
#4 Magen polyklona nen M, k
#20 Schilddriise polyklona (nein) M, k
#21 Magen polyklond (nein) M, k
#23 Magen polyklona nein M, k

* Nachweis der Translokation wurde von Ott [, 1997 #1290] und Kalla (unveréffentlichte
Daten) mit Hilfe von FISH- und RT-PCR-Analysen durchgefihrt.

3.1.4 Mutationsanalysen bei mono- und biklonalen MALT-Typ
Lymphomen

Aufgrund von Andysen der somatischen Mutationen im  Vy-Genabschitt des jewelligen
Antikorpermolekils erhdt man Einblick in das Refungsstadium (Pré&Kemzentrumszellen,
Kemzentrumszellen oder Post-Kemzentrumszdlen) der untersuchten B-Zdle. Anhand der
Vertellung und Beschaffenhelt der einzelnen Mutationen kann man auf pogtiv oder negativ erfolgte
Sdektion der Zdle, aufgrund von Antigenkontakt schliel?en (Berek, 1991; Rajewsky, 1996; Klein,
1998).

Ba zwdlf von dreizéhn in Abschnitt 3.1.2.1 (Tabdle 2) andyserten Vy-Regionen wurden
Mutationsandysen durchgefihrt. Die jeweiligen CDR3-Regionen wurden nicht auf Mutationen hin
untersucht, da oft Schwierigkeiten bestanden das jewellige D- Segment eindeutig einem Keimbahn-
D-Segment zuzuordnen. Der Fal #16 wurde nicht andydert, da dle untersuchten Vy-Klone
Leserastermutetionen und STOP-Codons enthidten und somit keine funktionelle schwere
Immunglobulinkette daraus entstehen konnte.

Alle untersuchten Vu-Regionen enthidten somaische Punktmutationen im Vergleich zu den
entsorechenden Keimbahn-Vy-Sequenzen.  Die Wahrscheinlichkeit, dad  Mutationen  auf
Keimbahnpolymorphismen zuriickzuftihren waren, it sehr gering, da fast dle V-Gene und ihre
Vaianten identifiziert und in der verwendeten Genbank zu diesem Zeitpunkt schon enthaten waren
(Cook, 1995). Ebenso ig es nicht sehr wahrscheinlich, dald Fehler der Tag-Polymerase die
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Ergebnisse sark verfaschten, da in enigen Fdlen eine fortlaufende Mutationsrate von rund 55 %
vorlag, die weitaus groRer war ds die empirisch ermittelte Fehlerrate der verwendeten Tag-
Polymerase von 0,17 %.

Die Mutationsandysen der Vy-Gene ergaben Mutationsraten zwischen 2,3 % und 26,1 %. Die
durchschnittliche Mutationsfrequenz der untersuchten B-Zdl-Klone lag bel 9,9 % (Sehe Abbildung
17).

30,0% .
O Mutationsrate 26.1%
25,0%
20,0% R
15’00/0 12.7%
12.3% = 9.9% 116% 9.9%
10,0% Teze EEE 5.4% 5.3%
son 1zl e T AL
O,OOA) ||_|| T T T T T T T T T T
(90] — — o 1O M o « Lo < =z
© ~ o st d g © =
2 dadddadddgadada J
Q220000003 000-s=s
T 2385383388333
¥ R ORE R ¥ O ST T

Abbildung 17: Mutationsraten der untersuchten Vy-Genein niedrig-malignen MALT -Typ Lymphomen

In Tabdle 4 snd dle Ergebnisse zusammengefdd, wobe R den Austauschmutationen (replacement
mutation), die zu veranderten abge eiteten Aminosauresequenzen fihren und S den dillen Mutationen
(slent mutation), die sch nicht auf die Zusammensetzung des Proteins auswirken, entspricht. Die
beobachteten R und SMutationen wurden anhand der Nukleotidsequenzen bestimmt, wobel eine
S-Mutation, die im gleichen Codon wie eine RMutation vorkam, nicht gezéhit wurde. Ebenso
wurden zwei RMutationen, die im selben Codon lokaisert waren auch nur as eine RMutation
gewertet, da nur eine Aminosdure verandert wurde (Klein, 1998). Mutationen welche die
untersuchten Klone eines Fals gemeinsam hatten, wurden nur einmal gewertet. Die jeweiligen
Nukleotidssquenzen und abgel eiteten Aminoséuresequenzen sind unter 7.1 aufgeftihrt. Diein Tabdle
4 zur Berechnung der erwarteten Mutationsrate und der Wahrscheinlichket p verwendeten Formeln
snd unter 5.2.5 néher erléutert.
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Sieben der zwdlf untersuchten Vy-Gene (#1, #3, #22, #24, #11/DP-65, #14/DP-14, #14/DP-78)
zeigten weder in den CDR- noch in den FR-Regionen fir postive Sdektion aufgrund von
Antigenkontakt charakteristische R/S-Verhdtnisse im Vergleich zu den berechneten Werten (sehe
Abbildung 18 und Tabelle 4). Bei vier der seben Fdle (#1, #24, #11/DP-65, #14/DP-14) war ene
verminderte Anzahl an R-Mutationen in den FRs sowie ein geringeres R/S-Verhdtnisim Vergleich zu
den theoretischen Werten, statistisch signifikant. Diesist typisch fir exprimierte Antikorpermolekdile,
bel denen aufgrund negativen Sdektionsdrucks in diesen Regionen die Funktion und Struktur des
Antikorpers aufrechterhalten werden soll (Berek, 1991).

Die beden Vu-Gene #11/DP-2 und #17/DP-50 zeigten in den CDRs en unverandertes
Mutationshild im Vergleich zu den vorherigen Félen. Im Gegensatz dazu fand man in den FRs mehr
Austauschmutationen as erwartet wurden. Jedoch war dieses Ergebnis datistisch nicht sgnifikant,
somit ig davon auszugehen, dal3d die Mutationen zufdlig und nicht aufgrund eines vorhandenen
Selektionsdrucks entstanden sind.

Ein anderes Bild zeigte sch in den Félen #18 und #19, bel denen die Anzahl an erwarteten R
Muitationen, sowohl in den CDRs ds auch in den FRs, grofer war as die theoretischen Werte. Die
Wahrscheinlichkeit p, dal3 die Anhdufungen an R Mutationen in den jewelligen Regionen rein zufdlig
entsanden Snd, ist im Fale der CDR-Regionen sehr klein (p < 0,1). Man kann davon ausgehen,
dal? die Augtauschmutationen aufgrund eines positiven Antigensd ektionsdrucks entstanden sind. Die
gezidte EinfUhrung von Mutationen in den FRsist unwahrscheinlich, wenn man in Tabelle 4 den Wert
p betrachtet.

Nur bel enem Fal (#13) fand man das satistisch sgnifikante, klasssche Mutationshild aufgrund von
Antigenkontakt, bei dem mehr R Mutationen in den CDRs und weniger R Mutationen in den FRs
gefunden wurden, as berechnet worden waren. Hier it deutlich der auf die CDR-Regionen
wirkende positive Sdektionsdruck, welche die Affinitét des AntikOrpers zu seinem Antigen erhthen
s0ll, zu erkennen. Pardld dazu wird auch die negative Sdektion der FR-Regionen, die in ihren
Strukturen erhdten bleiben sollen, um die Funktion des Antikdrpers aufrecht zu erhaten, deutlich.
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OCDR: erwartet ECDR: beobachtet [OFR: erwartet H FR: beobachtet

10,0
9,0
8,0
7,0
6,0
5,0
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#1/DP-63
#3/DP-71
#13/ DP-71
#17/ DP-50
#22 | DP-15
#24. | DP-10
#11/DP-2
#14/DP-14
#14/DP-78

Abbildung 18: Erwartete und beobachtete R/S-Verhéltnisse der CDR- und FR-Regionen von mono- und biklonalen
B-Zél-Lymphomen desMALT-Typs.
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Tabelle4: Ergebnisseder Mutationsanalysen bei mono- und biklonalen B-Z€ll-Lymphomen desMALT-Typs.

Fdl | Vy-Kembahngen | Region | Erwartete | Erwartete | Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete p %M -
R S R S RIS RIS Gesamt

#1 DP-63 CDRs 3 1 4 3 4,5 1,3 0,184 6,2
FRs 9 3 5 4 2,7 1,3 0,026

#3 DP-71 CDRs 1 0 0 0 4,6 0 0,260 2,3
FRs 3 1 3 2 2,6 15 0,321

#13 DP-71 CDRs 6 1 8 1 4,6 8,0 0,096 | 123
FRs 12 5 10 5 2,6 2,0 0,102

#17 DP-50 CDRs 2 0 1 2 4,3 0,5 0,264 3,6
FRs 4 1 4 1 2,9 4,0 0,273

#18 DP-75 CDRs 3 1 5 0 4,3 ¥ 0,094 6,3
FRs 6 2 7 0 2,9 ¥ 0,211

#19 DP-73 CDRs 6 2 9 1 35 9,0 0,064 | 12,7
FRs 15 5 14 3 3,3 4,7 0,144
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Fal | Vy-Keimbahngen | Region | Erwartete | Erwartete | Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete p %M -
R S R S R/S RIS Gesamt

#22 DP-15 CDRs 3 1 2 1 4,7 2,0 0,238 54
FRs 6 2 6 3 30 2,0 0,222

#24 DP-10 CDRs 7 2 5 2 3,5 25 0120| 171
FRs 16 6 14 10 2,9 14 0,100

#11 DP-2 CDRs 4 1 4 3 3,7 1,3 0,223 9,9
FRs 9 3 8 2 30 4,0 0,171

#11 DP-65 CDRs 6 1 3 3 41 1,0 0,079 | 116
FRs 12 5 7 11 2,7 0,6 0,019

#14 DP-14 CDRs 11 3 8 8 41 1,0 0,073| 26,1
FRs 25 9 20 12 2,9 1,7 0,038

#14 DP-78 CDRs 3 1 1 5 4,2 0,2 0,129 53
FRs 10 3 4 2 2,6 2,0 0,118

R: Replacement-/Austauschmutation; S: Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, da der Uberschu? an RMutationen in den jeweiligen Regionen zuféllig

entstanden ist; %M -gesamt: M utationsfrequenz berechnet in % im jeweiligen Vy-Gensegment;
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3.1.5 Intraklonale Variationen bei mono- und biklonalen MALT-Typ
Lymphomen

Nicht nur die Anzahl und die Art (R oder S) der Mutaionen gibt Aufschiul3 Uber den
Refungszusand einer B-Zdle, sondern auch das Vertelungsmuster der Mutationen innerhab der
untersuchten Plasmidklone eines Tumors. Findet man sogenannte ,ongoing mutations' (Sehe
2.1.1.3), .0 i diesein Hinweis, dal3 der somatische Hypermutationsmechanismus bel den jewelligen
B-Zdlen noch nicht beendet ist und es sich somit um Keimzentrums-B-Zelen handeln mifde.
Weisen hingegen dle tumorspezifischen V-Klone die gleiche Verénderung auf, so i davon
auszugehen, dald es Sch be den Tumorzellen um Pogt-Kemzentrums-B-Zdlen (Gedéachtnis-B-
Zdlen) handdt, bel denen der Mechanismus der somatischen Hypermutation schon abgeschlossen
wurde (KUppers, 1993).

In ef der zwdlf untersuchten Tumorklone fand man verschieden starke intraklonale Variaionen. Im
Fal #11/VH4 waren keine unterschiedlichen Mutationsmuster in den einzelnen Tumorsequenzen
vorhanden. Alle untersuchten Sequenzen enthielten nur sogenannte ,,common mutations’, das heild
Mutationen, die alen Plasmidklionen gemeinsam waren.

Ein vdllig anderes Bild ergab die Andyse von Fal # 13 (Abbildung 19). Hier wurde deutlich, dal3
sch aus dem urspringlichen Tumorklon (Abbildung 19, Absatz 1), der nur drei common mutations
aufwies, weltere in ihrer CDR3-Region immer noch identische Unterklone, aufgrund von ,,ongoing
mutations’, entwickelt hatten. Insgesamt wurden 22 noncommon mutations gefunden, die Sch aus 17
R- und 5 S Mutationen zusammensetzten. Anhand des Mutationsmusters war deutlich zu erkennen,
da? sch aus dem Haupttumorklon (Abbildung 19, Absatz 1) ein Nachfolgeklon mit ener
zusitzlichen R Mutation (AA78: F ® L: Pogtion der Aminosauren bezogen auf den gesamten V-
Genabschnitt;  Grofdbuchstaben  entsprechen  R-Mutationen,  Kleinbuchstaben  S-Mutationen)
entwickdt hatte (Abbildung 19, Absatz 2). Innerhab dieses Klons fand man noch zusétzliche
Mutationsvarianten, die meist mehrmals vorhanden waren (AA25. S ® C (1685, 1652, 1653:
Klonnummer); AA42: G ® R (1659, 1686, 1655); AA58: N ® K (1677, 1685, 1661)). Zwei von
sebzehn noncommon R-Mutationen waren in CDR1 lokalisiert und vier von sebzehn in CDR2.

Ba Fdl #19 war ebenfdls ein Ursprungsklon (Abbildung 20, Absatz 1) mit sechs R und vier S
Mutationen zu erkennen, die Sch in dlen untersuchten V- Sequenzen wiederfanden. Zuséitzlich traten
Vaiationen des Ausggangsklons in Erscheinung (Sehe Abbildung 20, Absatz2), wobel es sich
auschlieldich um R Mutationen handelte, von denen in vier Félen die common mutations verandert
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worden waren (1018: N ® K, p ® L (1001) oder A (1018), 993: y ® F). In dre der vier Fdle
wurden S- in R-Mutationen umgewanddt. Wie bel Fal #13, ig auch im Fal #19 aus dem
Ursprungsklon ein Nachfolgeklon entstanden, der eine zuséizliche RMutation (AA82b: S ® T)
enthidt (3ehe Abbildung 20, Absatz 3). Dieser modifizierte Klon trat noch zusdzlich in funf
verschiedenen Mutationsvarianten auf @Abbildung 20, Absatz 3), wobe auch einmd, die fir den
Klon typische Aminosaure AA82b: T durch N (995) oder A (1015) ersetzt wurde. Insgesamt fand
man im vorliegenden Fall sebzehn noncommon R-Mutationen aber keine S-Mutation.

Die Abbildung 21 (Absatz 1) zeigt den Ausgangsklon von Fall #24, der drel R-Mutationen und vier
S-Mutationen enthidt. Die nachfolgenden V- Sequenzen wurden durch 15 R und 7 S-Mutationen
vaiiet. Dabe zeigten sich auch wieder Folgeklone mit jewells unterschiedlichen noncommon
mutations (Abbildung 21, Absatiz 2) und Klone, die zuséizlich eine SMutation an AA89: V ® v
enthidlten (Abbildung 21, Absatz 3). Dre der flinfzehn noncommon RMutationen fand man in der
CDR1-Region und zwe in der CDR2-Region. Eine der R-Mutationen in der CDR1-Region
verdnderte die dlen Klonen gemeinsame Aminosaure 31 (1581: AA3L: N® D).

Be Fdl #14 / VH1 wurde kein Klon gefunden, der ausschlieldich common mutations enthidt und
somit den Ausgangsklon, wie in den vorherigen Félen, dargtdlte. Anhand der Mutationsmuster der
untersuchten V- Sequenzen konnte man jedoch die Ausgangssequenz erschlief3en. Der urspriingliche
Klon mul¥e vier gemeinsame RMutationen (AA52a A ® G; AA5S6: N ® Y; AA6GS: G ® D;
AA8L: E ® D) enthdten haben. Dann spdtete sich der Ursprungsklon in zvel Klonvarianten auf
(Abbildung 22, Absatz 1 und 2), die ihrersaits wieder durch gemeinsame Mutationen charakterisert
wurden. Die ergte Variante (Absatz 1) enthidt finf common R- und (AA28: T ® S; AAS8: N ® K;
AAGB3. L ® F, AABB: T ® N; AA76: S® N; AA77: T ® A)drei S-Mutationen (AA52; AA72;
AAB824d). Zusétzlich fand man acht Einzdaustauschmutationen und sieben S Mutationen. Die zweite
Klonvariante (Absatz 2) verfigte Uber nur eine gemeinsame R-Mutation (AAG3: L ® V) und drel
S-Mutationen (AA27; AA33; AA49). Hinzu kamen neun R und neun SMutationen. Insgesamt
waren acht R-Mutationen in der CDR2- Region lokdigert und zwanzig in den FR-Regionen.

Auf die intraklonden Variationen der Félle #3, #17, #18, #22, #11/VH1, #11/VH4 und #14VH4
wurde an dieser Stelle nicht eingegangen, da es sich jewells nur um geringe Sequenzabwel chungen
vom jewelligen Hauptklon handdte und die gefundenen Mutationen nur in je enem Plasmidklon in
Erscheinung traten. Es konnte in diesen Féllen nicht ausgeschlossen werden, dal3 es sich bel manchen
Sequenzveranderungen um Fehler der Tag-Polymerase handdte. Die Sequenzen sind im Anhang
unter 7.1 aufgefihrt.
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Fall #13
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

DP-71 SGGSI S SYYWS W RQPPGKGLEW G Y1 YYSGSTNYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR

1646  ------ S e Y
-1é548 ------ R Tl N B e I T T S------------
_1;351 ------ S e Y
-1;354 ------ o S-mmmmm e
;.;558 ------ S e Y
-1;363 ------ R N e S------------
_1;379 ------ S e Y
-1é581 ------ R Tl N B e I T T S------------
1650 ------ S S---@--------
-1;359 ------ =S N - e T T Heo---- S-cmmmmmn
;I.%SSO ------ B R----- S-cmmmme -
-1;377 ------ B S N Kemmmmmm mmeemeeeaaoo Y
;.%385 C---- B Kemmmmme e S------ A----
1661 N B S N Keommmme mmeeeaoo R
1674 . B Lo-moSmmmmmmmmem o
-1;378 ------ B e
-1%547 ------ B Lo-moSmmmmmmmmem o
-1;356 —————— e e e R T L----8------------
;.%362 ------ B Lo-moSmmmmmmmmem o
-1;386 ------ =S N - Recmmmmm  mmmmeemeeee e e
-1%555 ------ --S-N ------ Ro------ e Lo--mSmmmmmmmmmm o
-1;352 C---- B e
-1%553 C---- B Lo--mSmmmmmmmmmm o
-1;383 —————— R e R E R T T S---- e L----8------------
-1;560 ------ R o N-----  ------------ L----8------------
-1;368 ------ B N B e
1682  ------ R N e N
1684  ------ ) S-ceee e Vor-QHom-Nommmmee e o

Abbildung 19: Intraklonale Variationen in der Aminosduresequenz von Fall #13. GroRbuchstaben stehen fiir R-
Mutationen; Kleinbuchstaben stehen fir S-Mutationen; Fettgedruckte Aminoséuren stellen sogenannte
»common mutations* dar, diein allen untersuchten Sequenzen gefunden wurden.
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Fall #19
FRL CDRL FR2 CDR2 FR3

DP- 73 SCKGSGYSFT SYW G VWRQVPGKGL EWVG I | YPGDSDTRYSPSFQG
QVTI SADKSI STAYLQWSSLKASDTAMYYCAR

1000  cee------- e g -VNp---V----n-- Hoo oo N
1009 ---------- Noome e g -VUNp---V--nnno- Hoo oomeoe N
1013 cee---- e g -VNp---V----n-- Hoo oo N
1014 --eee--- Noome e g -VUNp---V--nnno- Hoo oomeoe N
1016  <=-------- e g -VNp---V----n-- Hoo oo N

1024 -eeeo--- Noome e g -VUNp---V--nnno- Hoo oomeoe N

1008  ---------- e g -VNp---V------- e N--y----Temmm--
994  c--a--a--- Neoe mmmmmeeaaoo g -VNp---Voe--n-- e N--y-me-Tommm- -
1017 ------m--- e g -VNp---V------- e N--y----Temmm--
1019 ------a--- Neoe mmmmmeeaaoo g -VNp---Voe--n-- e N--y-me-Tommm- -
1021 ---------- e g -VNp---V------- e N--y----Temmm--
1005  ---------- Neoe mmmmmeeaaoo g -VNp---Voe--n-- H o-- Ao - N--y-me-Tommm- -
992 @ ---------- N---- e - g -VNp---V------- H - N--y----T-----
997  c--e-e--- Neoe mmmmmeeaaoo g -VNp---Voe--n-- e N--y----T-N----
995  ---------- e g -VNp---V------- e N--y----N-N----

1015 <ee---- e g -VNp---V----n-- Hoo oo NooyooomAmmo -

999  ------ G- Nemee eee- (VA g -VNp---V---nn-- Hoooommmoe N--y----- Toon--
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Abbildung 20: Intraklonale Variationen in der Aminosauresequenz von Fall #19. GroRRbuchstaben stehen fiir R-
Mutationen; Kleinbuchstaben stehen fir S-Mutationen; Fettgedruckte Aminoséuren stellen sogenannte
»common mutations’ dar, diein alen untersuchten Sequenzen gefunden wurden.

Fall #24
FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3

DP-10 SCKASGGTFS SYAI S VWRQAPGQGL EWVG Gl | Pl FGTANYAQKFQG
RVTI TADESTSTAYMEL SSLRSEDTAVYYCAR

1589  c-e------- Ne-o- oo Hooooom oo Q- S TR » S
1394 ceeeaooo-- N Moo memeeaes T t---D---l--D-
1591  ----P----- Neoo e Hoooooe meeeeaes CY . S TR » S
1590  cee----- N-oe e Hooomoe mmeeeee a-------- Set-S - (R » S R
1580  cee-e----- Neoo e Lommmme eeeeeaas CY . S TR » S
--y-__-

1584  cee-oooo-- Neoom oo Moo memeeaes Q- S VA TR » S
B I,

1587  ceeeen--- Neoo e Hoooooe meeeeaes CY . S [ TR » S
1576  ----Lg---- Ne--- ==G-HH----- oo aK------- S TR » S
1505  ceeeen---- Neoo e Hoooooe meeeeaes CY . S Ste--Do--l-----
1506  c-e------- N oo Hooooom oo Q- S Ste-=Do--l-----
-V .....

1586  ---------- Ne-oe e Ho---- g -------- a-------- . te-eDo-lamn--
_V _____

1588  cec------- N oo Ho---- g ------- Q- S TR » S
-V .....

1578  ceeee---- Ne-oe e Hoooooe eeeeeae- a-------- S Se-te--Do--l-mn--
_V _____

1577  ceeeeeeo-- N oo Hooooom oo Q- S TR » S
-V .....

1581  ceeeeo--- Do - Hoooooe eeeeeae- a-------- . te-eDo-lamn--
_V _____

1583  ceee----- N oo Hooooom oo T to--Dl-=l-n---
-V .....

1393 ----C---- NV-- e Hooomoe e . to--Dl--l-n---
_V _____

1585  cec------- N oo Hooooom oo Q- S to--Dlalen---

-v _____

Abbildung 21: Intraklonale Variationen in der Aminosauresequenz von Fall #24. GroRRbuchstaben stehen fiir R-
Mutationen; Kleinbuchstaben stehen fir S-Mutationen; Fettgedruckte Aminosduren stellen sogenannte
»common mutations* dar, die in allen untersuchten Sequenzen gefunden wurden.

Fall #14/VH1

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP- 14 SGYTFT SYG s WRQAPGQGL EWMG W SAYNGNTNYAQKL QG
RVTMITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
1201 --NS-- ----- -CDRP--------- --sG--Y-K----F-D --N---d---NA---D-r----------
t---
1198 ---S-- S----  mmmeeee------- --sGy-gY-K----F-D --N---d---NA---D-r-------
avLLCcE-
1190  ---S-- ----- eeaeaao---- --sGy-gY-K----F-D --N---d---NA---D-r----------
t---

1193 S-y---  csQe-  ceeeeeeaaaa-- g --GG--Y------ Voo e S
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1200  --y--- S-Qg-S ----- Lomeen-- g ---GNQY--S---V-D ----tle---S-ce-D-cceaoooaa-

1194  --y---  §-Q-S c-----ceao--- g ---GnN-Y--S---V-D ----tle---8-c=-D-craaooomna-

1195  --y---  §-Q-S c----eeoo--- g ---Gn-Y--S-KV-D ----tl----8----DK--K---1G F-
--K

Abbildung 22: Intraklonale Variationen in der Aminosauresequenz von Fall #14/VH1. GroRbuchstaben stehen fiir
R-Mutationen; Kleinbuchstaben stehen fur S-Mutationen; Fettgedruckte Aminosauren stellen sogenannte
»common mutations* dar, die in allen untersuchten Sequenzen gefunden wurden.
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3.1.6 Diskussion der Ergebnisse

Ausgehend von der These, dal? sich solide maigne Tumoren aus einer entarteten Zelle entwickeln
und somit monoklonden Ursprungs sind (Fialkow, 1976), wurde dies auch fir Tumoren des
lymphatischen Systems vorausgesetzt. Im Falle der niedrig-malignen MALT-Typ Lymphome wurde
anfangs, mit Hilfe von Southern-Blot-Andysen der variablen Region der schweren und leichten
Immunglobulinketten, die Klonalitét des jeweiligen Tumors bestimmt (Spencer, 1989). Aufgrund von
oftmals begrenzten Mengen an Biopsematerid, welches fir Untersuchungen zur Verfligung stand,
entwickelten verschiedene Arbeitsgruppen vergleichbare PCR- Strategien, um zwischen mono- und
polyklonden B-Zdl-Populationen unterscheiden zu konnen (Brisco, 1990; McCarthy, 1990;
Trainor, 1990; Diss, 1993; Kippers, 1993). Die Grundidee dieser Nachweismethoden beruht auf
der Tatsache, dal’ jede B-Zelle anhand der Lange ihrer individuelen CDR3-Region innerhab des
Vy-Gens der schweren  Immunglobulinketten  identifiziet  werden  kann.  Monoklonde
ZdIpopulationen ergeben mit dieser Methode eine distinkte Bande im Agarosegel, wohingegen bel
polyklonden Zdlpopulationen en breites Spektrum an unterschiedlich langen CDR3-Regionen
nachgewiesen wird, welchesim Gd ds,, Schmier* schtbar ist. Mit Hilfe der klonspezifischen CDR3-
Region ist man anschlief3end in der Lage die gesamte V- Region des Tumors zu anadyseren.

Im Verglech zu friheren Untersuchung der tumorspezifischen Vy-Region von niedrig-mdignen
MALT-Typ Lymphomen, die jewels nur dre bis vier unterschiedliche Tumoren miteinander
verglichen hatte (Qin, 1995; Du, 1996; Bahler, 1997; Qin, 1997), wurde hier ersdmals eine
umfangreichere Studie mit flnfzehn verschiedenen Patienten durchgefiinrt. Zudem handdte es sich
bel zehn der untersuchten Fle um gastrde MALT-Typ Lymphome.

3.1.6.1 Begimmung der Klonalitit der untersuchten niedrig-malignen MALT-Typ

Lymphome und Wahl der tumor spezifischen Primer

Von den fiinfzehn niedrig-maignen MALT-Typ Lymphomen, be denen mit Hilfe der PCR-Methode
nach McCarthy (1990) die Klonditd bestimmt wurde, waren neun Féle entsprechend der
klassischen Tumordefinition monoklona. Im Gegensatz dazu konnte man in zwe Lymphomen jewells
zwel diginkte, voneinander unabhdngige Tumorklione anhand ihrer CDR3-Sequenz bestimmen. In
beiden Falen ig es unwahrschenlich, dad es sch jewells ba ener der identifizieten CDR3-
Regionen um die des zweiten, nicht funktionellen und somit nicht exprimierten Allels handdte, da ds
Template-DNA in der PCR nicht genomische DNA sondern cDNA vom Tumor eingesetzt wurde.
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Die Moglichkeit, dai3 Gesamt-RNA aufgrund
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der gewdhlten Aufrenigungamethode mit genomischer DNA verunrenigt war, konnte nicht
ausgeschlossen werden. Hétte es sich jedoch tatséchlich um das zweite Alld gehanddt, so hétte man
anschlief3end bel den dazugehdrigen Tumor-V - Regionen nicht funktiond| rearrangierte ViNDN Js-
Sequenzen erhdten missen. Ausgehend von diesen Klonditésbestimmungen wurde fur jedes
Lymphom ein zur CDR3-Region komplementéres Oligonukleotid entworfen (Qin, 1995), mit dessen
Hilfe es moglich war, in den nachfolgenden Vy-GenrAndysen sch ausschliefdich auf die
Tumorseguenzen zu fokusseren.

In den vier untersuchten Féllen #4, #20, #21, #23 konnte eindeutig weder in der CDR3- noch in der
Vy-Familienn PCR ein Tumorklon nachgewiesen werden. Vidmehr scheint es so, dal3 in diesen
Fdlen nicht der Tumor, sondern nur das den Tumor umgebende Entzindungsnfiltrat andysert
wurde. Dies wiirde auch das Vorhandensain von polyklonaen B-Zd|- Populationen rechtfertigen. Ein
Grund dafir konnte ein zu geringer Tumorantell im Gegensatz zu den nicht- neoplastischen Zelenim
verwendeten Gewebe sein. Dies wirde bedeuten, dal3 der eigentliche Tumorklon von den
polyklonden B-Zdl-Populatiionen des Entzindungsinfiltrats Uberlagert wurde. Da jedoch ale
verwendeten Blocke vorab mikroskopisch auf ausreichend vorhandenes Tumorgewebe hin
untersucht wurden, ist dies grundsiizlich auszuschliel}en. Eine weltere Erkl&rung wére eine
mangelnde Sengtivitdt der angewandten CDR3-PCR. Obwohl es mit dieser Methode méglich sein
slite monoklonde B-Zdl-Populationen nachzuweisen, auch wenn diese nur 2 - 5 % des
untersuchten Zellgemisches ausmachen (McCarthy, 1990; Trainor, 1990), so besteht doch die
Maoglichkelt, dal? unter den hier gewahlten Reektionsbedingungen dies nicht regisert werden konnte.
Zudem konnte der egentliche Tumorantell in der untersuchten Probe, trotz mikroskopischer
Voruntersuchung, unter 5% gelegen haben, da es rein morphologisch nicht moglich ist Tumor-B-
Zdlen und nicht-neoplagtische B-Zdlen, die eventudl am Aufbau der bekannten Tumorstruktur
beteiligt sein konnten, zu unterscheiden. Eine dritte Moglichkeat wére die fehlende Komplementaritét
des verwendeten Vy-Konsensusprimers, der fur die CDR3-PCR engesetzt wurde. Eventudl
hybridiserte dieses Oligonukleotid, trotz seiner hohen Homologie (85 %) zu 95 % dler Vy-Gene, in
den vier untersuchten Fallen nicht an die entsprechende Sequenz in der FR3-Region des Tumor-V -
Gens. Diese mangelnde Komplementaritét der verwendeten Primer konnte auch auf Mutetionenin
den entsprechenden Oligonukleotidbindungsstellen  zurtickzufihren sain. Es kann auch nicht
ausgeschlossen werden, dal? durch den somatischen Hypermutationsmechanismus, der sowohl in
dieser ds auch in friiheren Arbeten fir MALT-Typ Lymphome beschrieben wurde (Qin, 1995; Du,
1996; Qin, 1997; Hallas, 1998), die Bindungsstellen der Primer veréndert wurden. Eine welter
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Erklarung wére der Verlust ener der beiden Primer
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bindungsstelen aufgrund von Ddetionen im Zusammenhang mit dem Mechanismus des VDJ
Rearrangements oder aber aufgrund von chromosomale Trandokation, wie t(14;18) oder t(8;14),
welche das Schwerkettengen betreffen wirden. Dieser trandokationsbedingte Sequenzverlust
konnte aufgrund von cytogenetischen Untersuchungen am Nativgewebe ausgeschl ossen werden (Ott,
1997). Dain den vier Fdlen kein Tumorklon zu erkennen war, wurde das V-Gen-Repertoire des
tumorassoziierten Entzindungsinfiltrats andysert. Die  Vp-Gen-PCRs wurden nicht mit einem
tumorspezifischen Revers-Primer  durchgefiihrt, sondern mit enem Primergemisch, welches
komplementé&r zu einem hochkonservierten Abschnitt in der 5'-Region der sechs J;-Gene war.

3.1.6.2 Analyse des tumorspezifischen Vy-Gen-Repertoires in mono- und biklonalen
niedrig-malignen MALT-Typ Lymphomen

Be acht von neuen monoklonaen sowie bel den beiden biklonden Lymphomen erhidt man mit dem
jeweligen tumorgpezifischen CDR3-Primer und mit je einem der Vy-Familienprimer (VH1 - VHG;
KUppers, 1993) en eindeutiges Vy-Gen. In einem der monoklonalen Fdle (#16) konnte mit dem
Tumorprimer keine Vy-GenSequenz identifiziert werden. Aufgrund dessen wurde er durch ein
Oligonukleatidgemisch, welches komplementér zum 5'-Ende dler bekannten J,- Gensegmente war
(KUppers, 1993), ersetzt. Mit dieser Strategie konnte man auch hier eéin dominantes Vy-Gen mit
jeweils der gleichen CDR3-Region isolieren. Zwdlf von dreizehn untersuchten V- Regionen waren
funktiondl rearrangiert. Fal #16 hingegen enthidt Leserastermutationen, die STOP-Codons zur
Folge hatten und somit keine funktiondle schwere Immunglobulinkette hiervon exprimiert werden
konnte.

In Tabelle 5 snd die Ergebnise der Vy-Regionanadyse nochmas zusammengefad. Deutlich zu
erkennen ist, dal? 38 % dler untersuchten mono- und biklonden Lymphome ein V-Gen der Familie
Vyl oder V4 exprimiert wurde, wohingegen nur 15 % ein V,3-Familiengen exprimierten. Obwohl
essch ba Vi3 um die Familie mit den meisten funktiondlen V,-Genen handdlt, fand man in den
niedrig-maignen MALT-Typ Lymphomen eine andere prozentude Vertellung der exprimierten V-
Familien ds fir CD5/IgM™ B-Zéellen beschrieben wurde, welche das normale Gegenstiick zu den
Tumorzellen darstdlen (Brezinschek, 1997) (Abbildung 23). CD5/IgM™ B-Zdlen exprimieren
hauptsachlich V3-Gene (53,9 %) und zu einem weitaus geringeren Antell V4- (25 %) und Vy1-
Gene (13 %) (Abbildung 23). Diese Expressonsunterschiede konnten eventuell auch auf die weltaus
geringere Anzahl an untersuchten B-Zd|-Klonen zurtickzufihren sein. Jedoch zeigte Sch auch in den
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Arbeten von Qin (1995) und Bahler (1997; 1998) ene deutliche Préferenz fur die Verwendung

anesVyl-Gens.
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Abbildung 23: Haufigkeit der Verwendung der einzelnen Vy-Familien in MALT-Typ Lymphom-B-Z€ellen im
Vergleich zu normalen Gedachtnis-B-Zellen desMenschen (CD5/IgM™).

Tabdle5: Zussmmenfassung der Ergebnisseder V-Regionanalysen

Fall | Klonalitat Primerpaare Vy-Fam| Vy-Gen D Ju
#1 | monoklond | VH4-FOR x 1CDR3-1-REV VH4 DP-63 D1-20 4
#3 | monoklona | VH4-FOR x 3CDR3-377-REV VH4 DP-71 D2-2 6
#13 | monoklond | VH4-FOR x 13CDR3-13-REV VH4 DP-71 m”? 6
#16 | monoklona | VH3-FOR x JH(1-5)+6-REV VH3 |3-49RBm| D2-2 6
#17 | monoklond | VH3-FOR x 17CDR3-662-REV VH3 DP-50 D1-26 4
#18 | monoklona | VH1-FOR x 18CDR3-40-REV VH1 DP-75 D3-16 4
#19 [ monoklond | VH5-FOR x 19CDR3-482-REV VH5 DP-73 | (D3-16) 4
#22 | monoklonad | VH1-FOR x 22CDR3-1228-REV | VH1 DP-15 ?77? 4
#24 | monoklonad | VH1-FOR x 24CDR3-431-REV VH1 DP-10 D6-19 6
#11 | biklond VH1-FOR x 11CDR3-889-REV VH1 DP-2 D3-9 5

VH4-FOR x 11CDR3-911-REV VH4 DP-65 D1 6
#14 | biklond VH1-FOR x 14CDR3-550-REV VH1 DP-14 D3-10 6

VH4-FOR x 14CDR3-391-REV VH4 DP-78 D5-12 4

2??2: D-Segment konnte nicht identifiziert werden; ~ D-Segment liegt in revers-komplementérer Orientierung vor;
Identifizierung der D-Segmente erfolgte nach Corbett (1997);

Im Gegensatz zu den Untersuchungen von Bahler (1997; 1998), der in niedrig-mdignen MALT-Typ

Lymphomen der Speichedriisen, die mit dem Sogrens Syndrom assoziiert waren, bevorzugt DP-

10/51p1 und DP-88/7M27, zwei Gene der Vyl-Familie die dch nur in @nem Nukleotid

unterscheiden, nachweisen konnte, zeigte sich ba den hier untersuchten hauptsachlich gastralen
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niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen keine Préferenz fir ein bestimmtes V- Gen innerhadb der
einzenen Familien. Im Fal #4, einem niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphom der Speicheldriise
wurde ebenfalls wie oben beschrieben DP-10 as Tumor-Vy-Gen identifiziert.

In den Félen, in denen es mdglich war die D-Region zu identifizieren, zeigte Sch deutlich, dal3 die
Auswahl des D-Gensegments in den untersuchten niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen
offengchtlich rein zufdlig erfolgte und keine Redtriktion vorlag. Wie im Ergebnigell schon erléutert
wurde, konnten zwei D Segmente nicht erkannt werden. Dies kann zum einen an ener sarken
Verkirzung des D-Segments und der Addition von N-Nukleotiden (TdT) wahrend des
Rekombinationsvorganges liegen, oder zum anderen an enem hohen Antel an somatischen
Mutationen innerhadb der CDR3-Region. Beide Mechanismen snd erfahrungsgemdl? fir die
Diversfikation der Antikorpermolekiile verantwortlich.

Vergleicht man den Ji-Gebrauch der niedrig-maignen MALT-Typ Lymphome mit dem von
normaen CD5/IgM™ Gedéchtnis-B-Zdlen, so sind deutliche Unterschiede zu erkennen (siehe
Abbildung 24). Im Gegensatz zu den Gedéchtnis-B-Zélen, die am haufigsten 3.4 (55 %) gefolgt von
6 (24 %) und J45 (10 %) exprimieren (Brezinschek, 1997), Snd in den untersuchten Tumoren die
beiden Familien J44 und 3.6 gleich stark vertreten. J41, 342 und J43 wurden nicht verwendet. Bel
den Untersuchungen von Du (1996) an niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen wurden ebenfalls
nur J4- Segmente der Familien 4, 5 und 6 identifiziert. Auch bei den Falen von Qin (1995) wurdein
drel von vier untersuchten niedrig-maignen Lymphomen en J44-Gen verwendet. Jedoch wurde hier
auch die Verwendung von J,3 beobachtet.

100%
80% EMALT
0O CD5-/IgM+
60%

40%
20%
0% —= 1 AL

JH1I H2 H3 H4 HS5 X6

Abbildung 24: Haufigkeit der Verwendung der einzelnen Jy-Familien in MALT-Typ Lymphom-B-Zéellen im
Vergleich zu normalen Gedéchtnis-B-Zelen des Menschen (CD5/IgM").
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3.1.6.3 Analyse des Vy-Gen-Repertoires des polyklonalen Entzindungsinfiltrats bel
MALT-Typ Lymphomen
Die hier durchgefihrten Untersuchungen zum Vy-GenrRepertoire des Entzindungsnfiltrats
neoplastischer Magenerkrankungen sind in dieser Form vdllig neu. Jingste Daten Uber das B-Zdl-
Repertoire in Milzresektaten bel Magenkarzinompatienten deuten auf eine V- Redtriktion mit ener
Préferenz fur V3-Gene hin, die jedoch zumeist in Keimbahnkonfiguration vorliegen (Hensdl, 1999).
Im Gegensatz hierzu ergab sich im entzindlichen Gewebe der Magenschleimhaut bei MALT-Typ
Petienten ein ganz anders Bild. Mit Hilfe ganz unterschiedlicher PCR-Ansétze konnte in keinem der
vier untersuchten Féle (#4, #20, #21, #23) ein monoklonaes Infiltrat, als Hinweis auf ein Lymphom
nachgewiesen werden. Dabel wurde fur die Amplifikation der CDR3-Region nicht nur die hier
verwendeten Oligonukleotide nach McCarthy (1990) getestet, sondern auch die von Trainor
beschriebenen Primer (1991) (persbnliche Mittellung Dr. Starogtik), die ebenfals ein negatives
Ergebnis erbrachten. Auch der Versuch das monoklonde Infiltrat mit Hilfe von V-
familienspezifischen PCRs (Kuppers, 1993) nachzuwesen, blieb ohne Erfolg, obwohl die
verwendeten Oligonukleotide in konservierten Regionen der FR1- und J4-Region lokdidert waren.
Betrachtet man die V-Expresson in den polyklonaen Entziindungsinfiltraten, so 1&& sich schon an
der Anzahl der nachgewiesenen Vy-Familien e@n deutlicher Unterschied zwischen den enzelnen
Patienten erkennen. Auffdlig dabel it die Tasache, dal3 sowohl in Fal #21 wie #23 die Familie
V3, obwohl se mit Abstand die grofdte V-Familie dargelt (Sehe Tabdle 6), nur jewells durch
zwe (#21) und drel (#23) unterschiedliche Vy-Gene vertreten war. Im Vergleich dazu wurdein den
Fdlen #20 und #4 jewells en breites Spektrum an unterschiedlichen V3- Segmenten verwendet.
Sowohl bel Fal #21 ds auch bel Fdl #23 fand
man die beiden V,3-Gene DP-47 und DP-49, die auch in normaen Gedéchtnis-B-Zdlen den
groften Antell des verwendeten V-Repertoires ausmachen (Sehe Tabdle 7). Interessanterweise
zeigte dch in beiden Falen innerhdb der Vi3-Familie mit 83 % (#21) und 66,7 % (#23) eine
deutliche Dominanz von DP-47 (#21) und VH3-11 (#23). Obwohl en breites Spektrum an V-
Familie nachgewiesen werden konnte, scheint innerhalb des Entztindungsinfiltrat ene gewise Vi3-
Genrestriktion vorzuliegen.
Ein komplett anderes Bild zeigte sich bei Fall #4. Im Gegensatz zu den Féllen #20, #21 und #23, bel
denen V-Gene aus drel bis funf unterschiedlichen V- Familien nachgewiesen wurden, fand man im
Entzindunganfiltrat von Fl #4 nur Vu3-Gene. Hier scheint trotz
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Polyklonditét, aus bisher noch unbekannten Grinden, eine Vy-Familienredtriktion vorzuliegen.
Vergleicht man die einzelnen Vy-Gene und ihre Expression innerhab der V33-Familie, so war keine
Dominanz eines einzdnen Vy-Gens, sondern ein breites Spektrum an unterschiedlichen V3-
Familienmitgliedern, wie es im Vergleich mit normden CD57/IgM™ Gedachtnis-B-Zedllen aus
peripheren Blutlymphozyten (Brezinschek, 1997) bereits beschrieben wurde, zu erkennen (Sehe
Tabdle 7). Es zeigte sich jedoch auch, dal3 V-Gene, dieim normaen Repertoire weniger ds 3,9 %
ausmachten, in diesem Fal stdrker oder gleich stark vertreten waren. Aufgrund der absoluten
Uberrepréasentanz bestimmter Vy-Gene (wie DP-54 oder DP-47)aus der V,3-Familie, die sowohl
be hoch-mdignen MALT-Typ Lymphomen (Hallas, 1998) ds auch ba anderen Lymphomtypen
(insbesondere B-CLL) beschrieben wurden (Jain, 1994; Tamaru, 1995; Chapman, 1996), wére es
interessant die Bindungsspezifitét der Antikorper zu untersuchen, da es sich bekanntermalien oftmas
um autoreaktive Antikorper handelt (Greiner, 1998).

Tabelle6: Anzahl der verwendeten funktiondlen Vy-Gensegmenteim Entziindungsinfiltrat von MALT -Typ

Lymphomen
Vul | Vw2 | VW3 | Vud | Vu5 | V46
Anzahl an bekannten funktionellen 11 3 22 11 2 1
Vu-Genen
Fal #4 Ya Ya 8 Ya Ya Ya
Fall #20 Ya Ya 9 6 2 Ya
Fall #21 6 2 2 Ya 1 1

Fall #23 8 Ya 3 9 2 Ya
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Tabelle 7: Die am haufigsten verwendeten Vy-Genein normalen CD5/IgM* Gedachtnis-B-Zelen

Vy-Gen-Segment | normale CD5/IgM™*
(Vu-Familie) Gedachtnis-B-Zellen
DP-47 (V43) 12,1 %
DP-71 (Vi14) 78%

DP-49 (Vy;3) 5,8 %
DP-54 (V43) 5,8 %
DP-79 (V,4) 5,8 %
DP-46 (V;;3) 4,9 %
DP-14 (V1) 4,9 %
DP-58 (V43) 4,4 %
DP-63 (V4) 3,9%

nach (Brezinschek, 1997)

3.1.6.4 Bestimmung des Entwicklungsstadiums der Tumorzellen von niedrig-malignen
MALT-Typ Lymphomen anhand von Mutationsanalysen der tumor spezifischen
Vu-Region
Anhand von Analysen der rearrangierten variablen Region der schweren Immunglobulinketten der
Tumor-B-Zdlen erhdt man Einblicke und Hnwelse auf den Ursprung der untersuchten Neoplasien.
Man ist somit in der Lage, anhand der Art der vorhandenen oder nicht vorhandenen Vy-Mutationen,
jenes B-ZdI-Stadium zu bestimmen, innerhadb dessen die Trangformation von der normaen zur
neoplastischen B-Zdle gattgefunden haben miilde (sehe Abbildung 25) (Klein, 1998). Soist zum
Beisoid die Anhaufung von somatischen Mutationen in den V-Genen en Hinwels darauf, dal3 die
jeweilige Zdle dem Hypermutationsmechanismus des Keimzentrums ausgesetzt war, somit aso in
das Keimzentrum eingetreten sein mulde oder es schon passiert hatte (Berek, 1991; Rajewsky,
1996). Das Vorhandensain von intraklonaen Variationen bietet zuséizlich die Moglichket zwischen
Kemzentrums-B-Zédlen, die aufgrund des noch immer aktiven Mutationsmechanismus sogenannte
,ongoing mutations' aufweisen und Postkeimzentrums-B-Zdlen (Gedéachtnis-B-Zedle oder
Plasmazelle) zu unterscheiden (K Uppers, 1993). Findet man hingegen keine Mutationen im Vergleich

zur Keimbahnsequenz, so mul’ es sch um Neoplasien von Pré&Kemzentrumszdlen (z. B. naive B-
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Zdlen) handdn, wie es ba einer Untergruppe von B-CLLs der Fdl ist (Klein, 1998; Damle, 1999;
Hamblin, 1999; Naylor, 1999).

CD5B-Zelle PB, Plasmazelle LaminaPropria,
IgM+/low  primére Follikel in sekundéren . Knochenmark,
IgD+ lymphatischen Organen P Milz,
O P Lymphknoten
‘\‘_‘_“‘. ” .
e /‘“xk‘ Gedachtnis-
g Antigenkontakt B-Zelle | heel
l Mutation, Selektion . K Wee
O — O —1(0 B,
Vorlaufer- Naive B-Zelle . Tonsille,
B-Zelle IgM+ IgD+ Subepithefium
CD27-
Knochenmark PB, _ \ . nur 1gM
primare Fglhkel Lymphknoten, \ -
in sekun_daren Milz, \\ I, o
lymphatischen Peyersche Plaques, . I\S/Iparenilr?gl z?)ne
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Ch27+ Peyerschen Plagues
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O unmutierte B-Zellen
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Abbildung 25: Definition der unterschiedlichen Entwicklungsstadien von BZelen und deren Lokalisation im
menschlichen Koérper anhand von Mutationsanalysen der Vy-Gen-Sequenzen. Die  gestrichelten
Differenzierungswege sind rein hypothetischer Natur. Abbildung in Anlehnung an Klein et a (1998). PB:
peripheres Blut.

In der vorliegenden Arbelt wurden an acht mono- und zwei biklonden niedrig-mdignen MALT-Typ
Lymphomen Mutationsanadysen in den V- Regionen der Tumor-B-Zdlen durchgefhrt, um Hinwelse
auf die mdglichen normaen Vorlauferzdlen dieses Lymphomtyps zu erhdten. Zusétzlich erwartete
man neue Erkenntnisse dariiber, welchen Einflul eventudl vorhandenes Antigen auf die
Krankhetsentstehung und deren welteren Verlauf haben konnte. In dlen untersuchten Fallen wurden
funktiondle und glechzeitig hypemutiete Vy-Gene identifiziert, deren  durchschnittliche
Mutationsfrequenz mit 9,9 % (Abbildung 17) weitaus héher war, ds die von Klein (1998) anhand
der bis dahin vedffentlichten Daen (Qin, 1995; Du, 1996; Bahler, 1997) berechnete
Durchschnittsfrequenz von 4,3 %. Berlicksichtigt man bel den Berechnungen nun auch die hier
vorliegenden neuen Daten, so erhdt man eine durchschnittliche Mutationsfrequenz von 7,1 %.
Obwohl in dlen untersuchten Fdlen die Tumor-B-Zdlen phénotypisch Marginazonen B-
Zdlen/Gedéchtnis-B-Zdlen entsprachen, zeigte sch schon anhand der Schwankungsbreite der
enzenen Mutationsfrequenzen, dald es dch be den B-Zdl-Lymphomen des MALT-Typs
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genotypisch um eine weitaus heterogenere Gruppe handeln mufe, as zu Beginn der Untersuchungen
erwartet wurde (Qin, 1995; Du, 1996). Deutlich zu erkennen i, dal3 sich die mono- und biklonaen
MALT-Typ Lymphome in zwe grofe Gruppen unterteilen lassen. Auf der einen Sdte Sehen die
Lymphom:B-Zdlen mit enhetlichen Mutationsmustern (#1, #3, #17, #18, #22, #11V1, #11V 4,
#14V4) innerhdb dler untersuchten Tumorsequenzen und auf der anderen Sdte die Félle (#13,
#19, #24, #14V 1), deren Tumorsequenzen sogenannte ,,ongoing mutetions*, im Vergleich mit der
abgeleiteten Aminosauresequenzen, aufwiesen. Der Nachweis von ,,ongoing mutations® deutet auf
énen Antigen und Kemzentrumamilieu-assoziierten  Entwicklungsprozel3 der niedrig-maignen
MALT-Typ Lymphome hin. Diesr Prozel3 kann direkt in den resktiven Folliken des
Entzindungsinfiltrats ablaufen, woflr der rein morphologische Befund der sogenannten follikul&ren
Koloniserung (Keimzentrumsdestruktion) sprechen wirde. Ob dieser Prozel nur in den
Keimzentren und im Verlaufe der Tumorprogression abl&uft, it bidang noch unklar.

Neben der Bestimmung des Differenzierungszustandes der Tumor-B-Zdlen wurde auch die Frage
nach eventuell beteiligter positiver Antigensdektion an der Entstehung der Tumoren bearbeitet. Bel
den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte nur in einem Fal (#13) der Einfluld von pogtiver
Antigensgektion anhand des Mutationsmusters der variablen Region der Vy-Kette nachgewiesen
werden. Alle anderen Fdle zeigten entweder eine rein zufdlige Vertellung der Mutationen oder aber
die Ergebnisse waren datistisch nicht signifikant.

Die hier beschriebenen Mutationsmusgter sind vergleichbar mit den bidang publizierten Daten von
enzenen auggewdhiten Fdlen von MALT-Typ Lymphomen aus ganz unterschiedlichen Regionen
(Qin, 1995; Du, 1996; Bahler, 1997; Qin, 1997; Bahler, 1998; Hdlas, 1998; Terens, 1998).
Dennoch wurden die Mutationsmuster von den Autoren unterschiedlich interpretiert. So konnte Qin
(1995) an vier gedrden niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen aufgrund von datigtischen
Berechnungen nach Jukes (1979) ene podtive Antigensdektion nachwesen, wohingegen Bahler
(1997; Bahler, 1998) bei MALT-Typ Lymphomen der Speicheldriise, mit den gleichen statistischen
Methoden diese Ergebnisse nicht bestétigen konnte. Aufgrund neuerer Erkenntnisse bei der
Mutationsanalyse von Chang und Casdli (Chang, 1994), die die Veranlagung bestimmter Codons fiir
Replacement-Mutationen berlicksichtigten, wurden die hier erhatenen Daten nach diesem neueren
datistischen Verfahren ausgewertet. Mit der glechen Bewertungsmethode konnten auch Halas
(1998) und Tierens (1998) be unterschiedlichen MALT-Lymphomen kene endeutige
Antigensdektion nachweisen. Da jedoch in alen bisher vertffentlichten Fallen nahezu vergleichbare
Mutationsmustern beschrieben wurden, scheint es sch bel der Beantwortung der Frage nach
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podtiver Antigensdektion, vor dlem um en Problem der Satigischen Auswertung und der
nachfolgenden Interpretation der Ergebnisse zu handeln.
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3.2 Charakteriserung des Mikromilieus bei malignen MALT-Typ

Lymphomen in vivo

3.2.1 Bestimmung der Menge an tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten
(TITL) in vivo

Aus dem operativ entfernten Organ wurden die makroskopisch sichtbaren Tumoren préparativ
entfernt und es wurde nach der unter 5.2.3.4 beschriebenen Methode eine Tumorzellsuspension
hergestdIt. Mit den erhdtenen Zelen wurden anschlief?end Dreifach-FACS-Farbungen und -
Andysen durchgefiihrt. Mit Hilfe von direkt gekoppelten fluoreszierenden Antikorpern gegen die B-
und T-Zdl-spezifischen Oberflachenmolekile CD19 und CD3, wurde zuerst der Prozentsatz an
Tumor-B-Zdlen und tumorinfiltrierenden T-Zdlen (TITL) in der vorhandenen Zdlsuspenson
bestimmt, um so AufschluR’ Uber die Zusammensetzung des Tumors zu erhdten. Parale dazu wurde
durch Drefachfarbung mit CD3-, CD4- und CD8-Antikorpern (Sehe 5.2.3.11.1) innerhab der
TITLs subtypisert, um die Ty-Population (CD3"CD4") zu identifizieren. Untersucht wurden zhn
niedrig-mdigne (Fall #1, 2, 3, 4, 5, 10, 11, 13, 14, 15) und vier (Fall #6, 7, 8, 9) hoch-mdigne
MALT-Typ Lymphome sowie en Fal mit follikuldrer H. pylori-assoziierter Gastritis (Fal #12) ds
Kontrolle. Wiein Tabdle 8 zu sehen i, lag der Antell an Tumor-B-Zdlen ba den niedrig-malignen
B-Zdl-Lymphomen zwischen 49% und 89 %, mit einem Durchschnittsvert von 74 %. Mit
durchschnittlich 26 % konnte ebenfals eine groRe Anzahl an CD3"-positiven TITLSs nachgewiesen
werden. Bel den hoch-mdignen B-Zdl-Lymphomen fand man im Durchschnitt 68 % (46 % bis
91 %) an Tumor-B-Zdlen und 32 % (9 % bis 54 %) an TITLs. Das Kontrollgewebe setzte sich aus
38 % B-Zdlen und 62 % T-Lymphozyten zusammen. Innerhab der T-Z6l-Populationen der niedrig-
mdignen MALT-Typ Lymphome fand sch ein hohes durchschnittliches CD4/CD8-Verhdtnis von
3,3, verglichen mit einem Verhdtnis von 2,0 be normden PBLs. Im Gegensatz dazu war das
Verhdtnis von CD4" und CD8" TITLs be hoch-mdignen Lymphomen im Mittel ausgeglichen
(CD4/CD8: 1,2) und vergleichbar mit dem der Gadtritis (1,3).
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Tabelle 8 Bestimmung der Mengean TITLsund deren Charakteriserung be niedrig- und hoch-malignen MALT -
Typ Lymphomen

Fall %CD19 | %CD3 | %CD4 | %CD8
#1 68 32 26 6
#2 75 25 20 5
#3 87 13 10 3
#H4 74 26 18 8
#5 72 28 18 10
#10 89 11 10 1
#11 49 51 42 9
#13 84 16 13 3
#14 63 37 25 12
#15 80 20 18 2
#12 38 62 22 16
#H6 62 38 18 20
#1 91 9 4 5
#8 46 54 38 16
#9 74 26 9 18

3.2.2 Bestimmung des Aktivierungszustandes der tumorinfiltrierenden T-
Lymphozyten in vivo

In Abschnitt 2.2.1 der Einleitung wurde bereits erlautert, dal3 sch der Tumor und das dazugehdrige
sekundére MALT aufgrund von Antigenstimulation und der damit verbundenen Immunresktion
entwicken und propagiet werden. Dies wirde fur die tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten
bedeuten, dal3 se aktiv an der Tumorentwicklung beteiligt snd. Aufgrund dessen sollte die Frage
nech dem Aktivierungszustand der TITLs beantwortet werden. Hierzu wurde mit Dreifarben- FACS-
Férbungen und -Andysen die Expresson der beiden Oberflachenmolekile CD69 und CD28 auf
den TITLs (CD3") untersucht. Dabel handelt es sich bei CD69 um einen Marker, der etwa0,5- 2 h
nach der Aktivierung der T-Zelle auf der Zdloberflache exprimiert wird (Janeway, 1997). Bel CD28
hingegen ist bekannt, dal3 es sch um den Oberflachenrezeptor auf T-Zdlen fir die unter 2.1.2.1
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beschriebenen B7-Liganden handdt. Die Expresson von CD28 id somit ene essntidle
Voraussetzung fur eine erfolgreiche B-ZdI-Aktivierung.

Wiein Abhildung 26A und B deutlich zu erkennen i, exprimierten sowohl die TITLs der niedrig- (n
= 10) as auch der hoch-mdignen (n = 4) Lymphome, im Vergleich zu den PBL-T-Zelen dersalben
Patienten, sgnifikant mehr CD69. Ebenso wurde in dlen untersuchten Lymphomen eine weitaus
héhere mittlere Fluoreszenzintenditée (MFI) fur CD28 gemessen ds bel den Kontroll-T-Zdlen.
Obwohl eine hthere Expressongrate fir beide untersuchten Marker jewells in den niedrig-mdignen
verglichen mit den hoch-maignen Lymphomen festgestellt werden konnte, war der Unterschied
datigtisch nicht ggnifikant. Diese Ergebnisse zeigen, dal? die TITLs von niedrig- und hoch-mdignen
MALT-Typ Lymphomen sich in einem aktivieten Zugtand (CD69") befanden und zudem
immunkompetent (CD28") waren.
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Abbildung 26: Expressonsnachweis von CD69 und CD28 auf TITLs von niedrig- und hoch-malignen MALT-Typ
Lymphomen. A: Charakteristische FACS-Histogramme fir die Expression von CD69 und CD28 von TITLs am
Beispiel des niedrig-maignen MALT-Typ Lymphoms Fall #5. B: Darstellung der durchschnittlichen CD69- und
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CD28-Expression anhand der mittleren Fluoreszenzintensitét (MFI) aler untersuchten Félle. Fehlerbalken ent-
sprechen der einfachen Standardabwei chung.

3.2.3 Untersuchungen zur Expression von kooperierenden Molekilen
zwischen Tumor-B-Zellen und tumorinfiltrierenden T-Zellen in vivo

und in vitro

Nachdem gezeigt wurde, dal? die untersuchten TITLS von niedrig- und hoch-mdignen MALT-Typ
Lymphomen sowohl aktiviert ds auch immunkompetent waren, sollte geklért werden, ob die Zdlen
ebenfdls Uber die fur die T/B-Zdl-Interaktionen essentiellen Oberfléchenmolekile CD40-Ligand
und Fas-Ligand verfigen. Wie in den Abschnitten 2.1.2.1 und 2.1.2.2 bereits beschrieben wurde,
Ubernimmt das Molekil CD40-Ligand eine Schitisselfunktion bei der T- und B-Zdl- Aktivierung zum
Beginn der humorden Immunantwort (Kontrollpunkt 1), aber auch be der abschliel3enden
Kontrollsdektion der antigenspezifischen B Zdlen im Keimzentrum (Kontrollpunkt 3). Neben dem
CD40-Liganden spielt an diessr Stelle auch das Fas-Ligand-Molekil ene wichtige Rolle. Es it
dafir verantwortlich, dal3 dl die B-Zdlen durch Fas/Fas-Ligand Interaktionen in Apoptose
Ubergehen, die das Antigen nicht oder nicht mehr erkennen oder aber autoreaktiv sind.

3.2.3.1 Nachweisder Expression von CD40-Ligand im Tumorgewebein vivo

3.2.3.1.1 Nachweisder mRNA-Expression von CD40-Ligand

Von dlen untersuchten Tumoren (Tabelle 8) wurde aus Gefriermaterid Gesamt-RNA isoliert, diese
mittels reverser Transkription (Oligo-dT- und RandomHexamer-Primer) in cDNA umgeschrieben
und damit ene semiquantitative RT-PCR mit CDA40-Ligand-spezifischen Oligonukleotiden
(huCD40-L-FOR1.1 x huCD40-L-REV) durchgefthrt. Alle verwendeten cDNAs wurden zu
Beginn anhand des GAPDH-Amplifikats auf gleiche Ausgangskonzentration eingestdlt (sSehe
5.2.1.14). Die beiden CD40-Ligand-Primer waren so ausgewahlt worden, dald3 se nur cDNA-
Sequenzen, nicht aber genomische Sequerzen erkennen und amplifizieren konnten. Die PCR wurde
in @nem Gesamtvolumen von 25 m mit 1,5 mM MgClL und folgenden Zyklen durchgefiinrt: 94°C,
1min; (94°C, 15s/60°C, 15s/ 72°C, 30 s) x 40; 72°C, 2min; 4°C, ¥ ; Tube Control. Acht von
zehn niedrig-malignen Lymphomen waren deutlich pogtiv fir CD40-Ligand mRNA (sehe Abbildung
27), wohingegen in zwel Féllen (Fal #1, #3) keine mRNA nachgewiesen werden konnte. Ebenso
waren drei der hochmdignen Tumoren fir CD40-Ligand mRNA negativ. Bel Fdl #8 konnte eine
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schwache Bande im Agarosegd identifiziert werden. Die Kontrollgadtritis (Fal #12) war ebenfals
postiv.

#1 2 3 45 101113141512 N 6 7 8 9 .

coousr R -

niedrig-maigne hoch-maligne =
y

GAPDH 492

Abbildung 27: RT-PCR-Nachweisvon CD40-Ligand mRNA im Tumor gewebe. Die Proben wurden auf einem 2%igen
Agarosegel analysiert. Die GAPDH-PCR diente als Mengenstandard fur die semiquantitative RT-PCR. N:
Negativkontrolle.

3.2.3.1.2 Nachweisder Proteinexpression von CD40-Ligand

Der Nachweis der Proteinexpression wurde bei alen Félen mit immunhistochemischer Farbungen
von Gefrierschnitten erbracht. Im Gegensatz zur Methode des Western-Blots, weist man hier das
gesuchte Protein mit Hilfe eines Antikorpers in seiner physologischen Form auf der Zeloberfl&che
nach und erhdt gleichzeitig Hinweise Uber das Expressonsmugter innerhdb des untersuchten
Gewebes. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen entsprachen denen der
MRNA-Expresson des CD40-Liganden. In Abbildung 28, am Beispid des niedrig-mdignen
MALT-Typ Lymphoms Fdl #10, i eine deutliche Markierung des auf der Zeloberfléche
exprimierten CD40-Ligand-Proteins zu sehen. In den vier hoch-mdignen Lymphomen konnte keine

Prote nexpression nachgewiesen werden.

Abbildung 28: Immunhistochemischer Nachweis der Proteinexpresson von CD40-Ligand im Tumorgewebe. Die
Pfeile markieren CD40-Ligand-positive Zellen. Es handelt sich hierbei um ein APAAP-Farbung des Falls #10 im
Gefrierschnitt. Die VergrofRerung ist 250-fach.
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3.23.2 Nachweis der mRNA-Expresson von CD40-Ligand in tumorinfiltrierenden

T-Zdlen in vitro

Dain den vorangegangenen Untersuchungen die CD40-Ligand mRNA-Expresson im Gesamttumor
untersucht worden war, sollte nun mit Hilfe von in vitro Versuchen nachgewiesen werden, dal3 die
detektierte CD40-Ligand mRNA von den TITLs sammte und nicht von den Tumor-B-Zdlen, wie
es im Fdle von Grammer (1995) beschrieben wurde. Hierzu wurden die durch Zeldepletion
aufgereinigten Tumor-B-Zdlen und TITLS, wie unter 5.2.3.9 beschrieben fir 6 h mit lonomycin und
TPA dimuliert. Anschliel?end wurde Gesamt-RNA in cDNA mit Oligo-dT- und Random-Hexamer-
Primer umgeschrieben und die bereits beschriebene CD40-Ligand-spezifische semiquantitative RT-
PCR durchgefiihrt. Als Kontrollen wurden sowohl die Tumor-B-Zdlen ds auch die TITLs fir 6h
ohne Stimulanzien kultiviert. In Abbildung 29 ist deutlich zu erkennen, dal3 die TITLs sowohl im
ungimulierten wie im dimulierten Zusand CDA40-Ligand mRNA exprimierten. Im Gegensatz dazu
waren die Tumor-B-Zdlen, auch nach garker in vitro-Stimulation, nicht in der Lage CD40-Ligand
MRNA zu synthetiseren. Dies ig ein endeutiger Hinwels, dal3 die im Tumor nachgewiesene CD40-
Ligand mRNA und Proteinexpresson von den TITLs ssammte und nicht von den Tumor-B-Zdlen.

Abbildung 29: RT-PCR-Nachweis der CD40-Ligand mRNA-Expression in TITLs (Fall #13). Die Banden wurden in
einem 2%igen Agarosegel analysiert. Die GAPDH-PCR diente als Mengenstandard fiir die semi -quantitative RT -

GAPDH
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PCR. Als Positivkontrolle wurde cDNA von stimulierten PBLs verwendet.
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Als zusizlicher Nachwes, da3 die untersuchten Tumor-B-Zdlen kein CD40-Ligand-Protein
exprimierten, wurde Gesamtprotein isoliert, Uber en SDS-Gd aufgerennt und auf ene
Nitrozdlulosemembran geblottet. Die Membran wurde anschlieffend mit einem  spezifischen
Antikorper gegen humanes CD40-Ligand-Protein hybridisert und mit dem ECL-System entwickelt.
Der Western-Blat in Abbildung 30 zeigt deutlich, dal3 nur im Falle der Postivkontrollen (Spur 1, 2,
7, 8) eine spezifische Bande fur CD40-Ligand von 39 kDa zu erkennen war. Normae Gedéchtnis-
B-Zdlen aus ener Tonslle sowie aufgereinigte Tumor-B-Zellen zeigten weder vor noch nach
Stimulation mit lonomycin und TPA CD40-Ligand-Expression.

CD40-Ligand 1 3 4 5 6 7 8

9kDa—>’q -

35 kDa — L s

Abbildung 30: Western-Blot-Analyse zur Proteinexpresson von CD40-Ligand in Tumor-B-Zdlen Spur 1 + 2
Positivkontrolle, humane T-Zellinie C8166 unstimuliert und stimuliert mit lonomycin/TPA. Spur 3 + 4: normale
Memory-B-Zellen unstimuliert und stimuliert. Spur 5 + 6: Tumor-B-Zellen unstimuliert und stimuliert (#13). Spur 7
+ 8 humane T-Zdlinie Jurkat unstimuliert und stimuliert. In jeder Spur wurden jeweils 30 m eines
Gesamtproteinaufschlusses aus je 1x10° Zellen in 100 m Laemmli Puffer aufgetragen. Die Proben wurden auf
einem 10%igen Polyacrylamidgel analysiert.

3.2.3.3 Nachweisder Expression von Fas-Ligand im Tumorgewebein vivo

3.2.3.3.1 Nachweisder mRNA-Expression von Fas-Ligand

Der Nachwels von Fas-Ligand mRNA efolgte nach der gleichen semiquantitativen RT-PCR-
Methode wie bei CD40-Ligand. Die verwendeten Fas- Ligand- spezifischen Oligonukleotide (huFas-
L-E1-FOR x huFas-L-E4-REV) waren ebenfals so ausgewahlt worden, dal3 nur cDNA- Sequenzen
damit amplifiziert werden konnten. Die PCR wurde in einem Volumen von 25 m mit 1,5 mM MgCl
und folgenden Zyklen durchgefihrt: 94°C, 1min; (%4°C, 15s/ 62°C, 15s/ 72°C, 30 9) x 40;
72°C, 2min; 4°C, ¥; Tube Control. Wie in der Abbildung 31 deutlich zu erkennen igt, waren acht
von zehn niedrig-malignen MALT-Typ Lymphomen pogtiv fir Fas-Ligand mRNA, unterschieden
sch jedoch gchtbar in der Stérke ihrer Expresson. Im Fale der hoch-mdignen Lymphome
exprimierten 75 % der untersuchten Tumoren Fas-Ligand mRNA. Be der Kontrollgagtritis konnte

keine Fas-Ligand cDNA in der RT-PCR nachgewiesen werden.
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Abbildung 31: RT-PCR-Nachweis von Fas-Ligand mRNA im Tumorgewebe. Die Proben wurden auf einem 2%igen
Agarosegel analysiert. Die GAPDH-PCR diente als Mengenstandard fir die semiquantitative RT-PCR. N:
Negativkontrolle

—374 bp

—492 bp

3.2.3.3.2 Nachweisder Proteinexpression von Fas-Ligand

Pardle zu dem Nachwels von exprimierter Fas-Ligand mRNA mit Hilfe von RT-PCR-Andysen,
wurde die Proteinexpression bei dlen Falen immunhistochemisch bestimmit. Hier korrelierte ebenfals
die Expression von Fas-Ligand mRNA mit der Proteinexpresson. Am Beispiel des Fales #10 snd
deutlich braungefarbte Fas-Ligand-spezifische Signde auf den Zdloberflichen zu  erkennen

(Abbildung 32).

Abbildung 32: Immunhistochemischer Nachweisder Proteinexpression von Fas-Ligand im Tumorgewebe. Die Pfeile
markieren Fas-Ligand-positive Zellen. Es handelt sich hierbei um ein PAP-Farbung des Falls#10 im Gefrierschnitt.
Die VergroRerung ist 400-fach.

Ve
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3.234 Nachwes der mRNA-Expresson von Fas-Ligand in tumorinfiltrierenden

T-Zdlenin vitro

Da auch im Fdle des Fas-Ligands die mRNA-Expresson im Gesamttumorgewebe bestimmt wurde,
sollte auch hier wie bei den Untersuchungen zur Expresson des CD40-Ligands, in vitro
nachgewiesen werden, dal3 die Fas-Ligand mRNA von TITLs, nicht aber von Tumor-B-Zdlen,
gynthetisert worden waren. Hierzu wurden die durch Zdldepletion aufgereinigten Tumor-B-Zdlen
und TITLs, wie unter 5.2.3.9 beschrieben fir 6 h mit lonomycin und TPA simuliert. Anschliel2end
wurde Gesamt-RNA in cDNA mit Oligo-dT- und Random-Hexamer- Primer umgeschrieben und die
Fas- Ligand-spezifische semiquantitetive RT-PCR durchgefuhrt. Als Kontrollen wurden sowohl die
Tumor-B-Zdlen ds auch die TITLs fir 6 h ohne Simulanzien kultiviert. Verglichen mit der
Expression des CD40-Liganden, ist auch hier deutlich zu sehen, dal3 die Tumor-B-Zdlen auch nach
in vitro- Stimulaion nicht in der Lage waren Fas-Ligand mRNA zu exprimieren. Im Gegensatz dazu
exprimierten die simulierten TITLS mMRNA, aber in geringeren Mengen as im Fdle des CD40-
Ligands. Jedoch geht auch aus diesen Versuchen eindeutig hervor, dal3 die TITLs, nicht aber die
Tumor-B-Zdlen Fas-Ligand mRNA synthetiseren konnten.

Fas-Ligand

GAPDH

Abbildung 33: RT-PCR-Nachweis der Fas-Ligand mMRNA-Expression in TITLs (Fall #13). Die Banden wurden in
einem 2%igen Agarosegel analysiert. Die GAPDH-PCR diente als Mengenstandard fiir die semi -quantitative RT -
PCR. Als Positivkontrolle wurde cDNA von stimulierten PBLs verwendet.
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Als zusdtzlicher Nachwes, dad die untersuchten Tumor-B-Zdlen kein Fas-Ligand-Protein
exprimierten, wurde Gesamtprotein isoliert, Uber ein SDS-Gd aufgetrennt und auf eine Nitro-
zdlulosemembran geblottet. Die Membran wurde anschlief¥end mit einem spezifischen Antikorper
gegen humanes Fas-Ligand-Protein hybridisert und mit dem ECL- System entwickelt. Der Western-
Blot in Abbildung 34 zeigt deutlich, dal3 nur im Fdle der simulierten Positivkontrolle (Spur 2) eine
spezifische Bande fir Fas-Ligand von 40 kDa zu erkennen war. Normae Gedéchtnis-B-Zedlen aus
ener Tondlle sowie aufgereinigte Tumor-B-Zdlen zeigten weder vor noch nach Stimulation mit
lonomycin und TPA Fas-Ligand-Expresson. Ebenso waren die unsimulierten und stimulierten
Jurkat-Zellen negativ fUr das gesuchte Protein.

FasLigand 1 2 3 4 5 6 7 8
40 kDa— | ) ‘
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Abbildung 34: Wedern-Blot-Analyse zur Proteinexpresson von Fas-Ligand in Tumor-B-Zellen Spur 1 + 2:
Positivkontrolle, humane T-Zellinie C8166 unstimuliert und stimuliert mit lonomycin/TPA. Spur 3 + 4: normale
Gedéchtnis-B-Zellen unstimuliert und stimuliert. Spur 5 + 6: Tumor-B-Zellen unstimuliert und stimuliert (#13). Spur
7 + 8 humane T-Zellinie Jurkat unstimuliert und stimuliert. In jeder Spur wurden jeweils 30 eines
Gesamtproteinaufschlusses aus je 1x10° Zellen in 100 m Laemmli Puffer aufgetragen. Die Proben wurden auf
einem 10%igen Polyacrylamidgel analysiert.

3.2.4 Konstruktion der Zdlinie Ltk™ /huCD40-L/huCD32/huFas-L

3.24.1 Stabile Transfektion der murinen Fibroblastenzdlinie Ltk™ /huCD40-L/huCD32 mit

humanem Fas-Ligand

Da mit dem uns zur Verfligung sehenden Probenmaterid nur begrenzt Untersuchungen in vivo zu
den Interaktionen zwischen B- und T-Zdlen in den Keimzentren des Tumors moglich waren, sollte
en Zdlkultursysem entwickelt werden, mit dem man in der Lage sain wird, in vitro die Resktionen
von Tumor-B-Zélen auf T-Zdl-spezifische Stimuli zu untersuchen. Als Ausgangssystem diente das
sogenannte ,CD40-Systent (Galibert, 1996), be dem die zu untersuchenden BZdlen mit der

murinen Fbroblastenzdlinie Ltk', die stabil mit humanem CDA40-Ligand und humanem CD32/F.g-

Rezeptor |1 trandfiziert ist, cokultiviert werden. Somit ist es maglich B-Zdlen tiber CD40 und einen
zweiten fral gewdahlten Oberfléchenrezeptor,
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mittels monoklonder Antikorper, amultan zu simulieren. Dieses Zdlkultursystem sollte durch die
gabile Trangfektion mit dem humanen Fas-Ligand modifiziert werden. Mit der neuerhdtenen Zdlinie
wéare man dann in der Lage, den unter Abbildung 8 erléuterten 3. Kontrollpunkt, den eine B-Zdle
auf ihrem Sdektionsweg im Keimzentrum durchlaufen muld in vitro in vereinfachter Form zu
amulieren. Somit ist die Mdglichkeit gegeben, das Verhdten von Tumor-B-Zélen, die phénotypisch
einer Gedéchtnis-B-Zdle entsprechen, an diesem wichtigen Punkt der B-Zdl-Refung genauer zu
Sudieren und nach Fehlresktionen in der Keimzentrumssdektion der Zdlen zu suchen, die
madglicherwe se an der Entstehung und Progression des MALT-Typ Lymphoms beteiligt Snd.

Aus dem Blut eines gesunden Spenders wurden mit Hilfe eines Ficollgradients die peripheren
Blutlymphozyten (PBL) isoliert, diese mit lonomycin (400 ng/ml) und PMA (10 ng/ml) fir 6h in
vitro dimuliert und daraus die Gesamt-RNA prdpariert. Die erhdtene RNA wurde mittels einer
reversen Transkription mit Oligo-dT- und Random-Hexamer-Primer in cDNA umgeschrieben. Mit
den Fas-Ligand-spezifischen Oligonukleotiden huFas-L-kompl.-FOR und huFas-L-kompl.-REV
wurde die codierende Sequenz des humanen Fas-Ligands (GenBank Accesson No. U11821) in
einer PCR amplifiziert. Bal ener MgClh-Konzentration von 1,5 mM und einem Probenvolumen von
25 m wurden 40 PCR-Zyklen durchlaufen (94°C, 1 min; (94°C, 15s/ 62°C, 15s/ 72°C, 1 min) X
40; 72°C, 2min; 4°C, ¥; Tube Control). Angtelle des Standard-PCR-Puffers der verwendeten
Tag-Polymerase wurde 5x Puffer B (300 mM TrisHCl, 75 mM (NH,4),SO,, 10,0 mM MgCl,,
Loésung eingestelt auf pH 9,0) von Invitrogen (Deutschland) verwendet. Das PCR-Produkt wurde
auf einem 2,0%igen Agarosege andysiert Abbildung 35) und aus dem Ge ausgeschnitten. Das
Amplifikat wurde mit Hilfe von GenElute® Minus EtBr (5.2.1.17.1) aus dem Gdstiick duiert und mit
einer Ammoniumacetatfallung angereichert.
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Abbildung 35: RT-PCR von humanem Fas-Ligand. Auf dem 2%igen
Agarosegel wurde eine 123 bp-Leter as Grofenstandard
aufgetragen. Spur 1: Amplifizierte Fas-Ligand cDNA aus stimu-
lierten PBLs. Spur 2: Negativkontrolle ohne cDNA.
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Die amplifiziete und aufgereinigte Fas-Ligand cDNA wurde zuerst bluntend Uber die Schnittstelle
Sfl in den Vektor pCR-Script kloniert, in E. coli amplifiziet und mittels Blau-Weil3- Selektion die
Plasmide mit Insart reisoliert. Die erhdtene Plasmid-DNA wurde zur Kontrolle mit EcoRI/Notl
gechnitten (sehe Abbildung 36).
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Abbildung 36: Redriktionsverdau von pCR-Script/huFas-L  mit
EcoR/Natl. Auf dem 2%igen Agarosegel wurde eine 123 bp-Leiter as
Grolenstandard aufgetragen. Spur 1: Vektor pCR-Script ohne Insert
verdaut mit EcoRI/Notl. Spur 2: pCR-Script/huFas-L verdaut mit
EcoRI/Notl.

Anschlief?end wurden dle im Redriktionsverdau positiven Plasmide mit M13-UNI, T3, huFAS-L-
E1-FOR und huFAS-L-E4-REV komplett, auf beiden DNA-Stréangen sequenziet und die
erhaltenen cDNA-Sequenzen mit der des verdffentlichten Fas-Liganden (GenBank Accession No.
D38122) verglichen. Alle untersuchten Fas-Ligand- Sequenzen enthielten an der gleichen Stelleeinen
Einze basenpaaraugtausch (nt759), bel dem das urspriinglich vorhandene Thymidin durch ein Cytosin
ersetzt worden war. Dies konnte aufgrund eines Lesefehlers der Tag-Polymerase wahrend der
Synthesephase der PCR entstanden sein. Da die Mutation aber in dlen klonierten Fas-Ligand-
Sequenzen auftrat, erschien diese Erklarung unredistisch. Wahrscheinlicher ist es, dal3 es sch hierbel
um enen genetischen Polymorphismus im Fas-Ligand des Spenders handdte. Aufgrund der
Tatsache, dal3 es sch jedoch bel dieser Mutation um einen Augtausch in der dritten Base eines
Codons handelte und somit die Aminosauresequenz nicht verandert werden wirde, arbeitete man
mit der vorhandenen cDNA-Sequenz welter.

Zur gerichteten Umklonierung der Fas-Ligand cDNA in den Expressionsvektor pCl-NEO wurden
die beiden Schnittstellen EcoRI und Notl ausgewahit. Um die cDNA-Sequenz in CW-COrientierung
zum CMV |E-Enhancer/Promotor in den Vektor pCI-NEO (siehe Abbildung 38) klonieren zu
konnen, mufde ein Plasmid pCR-Script/Fas-L ausgewahit werden, bei dem die Fas-Ligand-cDNA
in CCW-Orientierung zum LacZ-Leserahmen vorlag (siehe Abbildung 37).
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lacZ
EcoRl
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pPCR-Script 2961 bp +

Fas-L 857 bp = 3818bp Fas-L cDNA
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ColEl f St
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Abbildung 37: Vektorkarte von pCR-Script/huFas-L. Die cDNA vom hulfas—L wurde bluntend tber Srfl in die MCS
kloniert und lag in CCW -Orientierung bezliglich des lacZ-Gens vor. Uber einen EcoRI/Notl-Restriktionsverdau
wurde das Insert wieder aus dem Vektor ausgeschnitten und zur gerichteten Umklonierung in den Vektor pCR-
Script verwendet. MCS: Multiple cloning site;

Das ausgewdhlte Plasmid wurde nochmads in E. coli amplifiziert und eine Maxipréparation der
Plasmid-DNA durchgefiihrt. 100 ng der aufgereinigten Plasmid-DNA wurden mit EcoRI/Natl in
einem Volumen von 100 m UN bei 37°C restriktionsverdaut. Der Verdau wurde Uber ein 2%iges
Agarosegd aufgetrennt und das 857 bp lange Fas-Ligand- Fragment mittels GenEl ute® Minus EtBr
aus dem Gelstiick duiert. Anschliel?end wurde es in den mit EcoRI/Notl vorverdauten Vektor pCl-
NEO ligiet und in E. coli amplifiziert. Da bel diessem Vektor keine Blau-We3-Sdektion zur
Verfigung stand, muf¥en ale Bakterienkolonien auf erfolgreiche Ligation untersucht werden. Die
Ausbeute an positiven Klonen lag jedoch wegen der gewahlten Klonierungsstrategie bel Uber 90 %.
Alle postiven Plasmide wurden anschliel¥end mit T3-pCI-NEO, T7-pCl-NEO, huFAS-L-E1-FOR
und huFAS-L-E4-REV komplett auf beiden DNA-Strangen sequenziert. Ein Plasmid wurde im

grofen Mal3stab isoliert, um es fir die nachfolgende Transfektion zu verwenden.
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CMV |E- Enhancer/Promotor

825

Intron
EcoRlI
Ampr
pCI-NEO 5474 bp +
Fas-L cDNA

Fas-L 857 bp = 6331bp CW
4447 ‘
BamHI MCs Notl
synthetic poly(A) SV40 late poly(A)

SV40 Enhancer/ Early Promotor

Abbildung 38: Vektorkarte von pCI-NEO/huFas-L. Die cDNA von huFas-L wurde Uber die Schnittstellen EcoRI
und Notl gerichtet in den Vektor pCI-NEO kloniert. Mit der angewendeten Klonierungsstrategie konnte das
Fragment in CW-Orientierung bezlglich des CMV |E-Promotors/Enhancers erfolgreich plaziert werden. MCS:
Multiple cloning site. Die Ampicillinresistenz (Amp r) wurde zur Selektion des Plasmids in E. coli verwendet,
wohingegen die Neomycin (G418)-Resistenz (Davies, 1980; Southern, 1982) zur Selektion im eukaryontischen
System diente. Die konstitutive mRNA-Expression des Gens erfolgt aufgrund eines CMV immediate early
Enhancer/Promotors (Schmidt, 1990) und wird von einem chiméren Intron (Gross, 1987; Buchman, 1988; Evans,
1989; Huang, 1990) sowie einem SV40 late poly(A)-Signal (Bernstein, 1989; Jackson, 1990) bei den nachfolgenden
Schritten hin zur Translation positiv unterstiitzt.

Fir eine efolgreiche stabile Trandektion muf? das in die Wirtszelle eingeschleuste Plasmid in das
Genom des Wirts rekombinieren. Um diesen Vorgang zu erleichtern, mul? bel der Transfektion das
Plasmid in lineariserter Form vorliegen. Aufgrund dessen wurde der Expressionsvektor pCl-
NEO/huFas-L mit BamHI (Sehe Abbildung 38) restriktionsverda.

Die Trandektion und anschlielfende Verenzdung der dabilen Trandektanten mittels |, limiting
dilution wurde wie unter 5.2.3.14 beschrieben, durchgefihrt. Folgenden Transfektionen wurden mit
der Zdlinie Ltk/huCD40-L/huCD32 angesetzt:
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Tabdle 9. Tansfektionsansitze zur stabilen

Transfektion von Ltk-/huCD40-L/huCD32 mit pCI-NEO/

FasL
Ansatz Zéllen Transfektionddsung
1 | Ltk-/huCD40-L/huCD32 pCI-NEO/Fas-L (5 ng) + RPMI + SuperFect®
oder Ltk-/huCD32
2 Siehe oben pCl-NEO/Fas-L (5 ng) + RPMI + SuperFect®
3 Siehe oben pCI-NEO/Fas-L (5 ng) + RPMI + SuperFect®
4 siehe oben pCI-NEO/Fas-L (5 ng) + RPMI
5 Siehe oben RPMI + SuperFect®
6 Siehe oben RPMI
7 Sehe oben keine Transfektion aber G418- Selektion
8 Siehe oben keine Transfektion aber G418- Selektion
9 Sehe oben keine Transfektion und keine G418-Sdlektion
10 Siehe oben pCI-NEO (5 ) + RPMI + SuperFect®

Die Zdlinie Ltk-/huCD32 (Banchereau, 1991) wurde ebenfdls mit dem humanen Fas-Ligand
trandfiziert, um Se ba zukinftigen Versuchen ds Kontrollzdlinie mitfhren zu konnen.

Nach dre bis vier Tagen zeigten sch be den Ansdizen 1, 2, 3 und 10 (Pogtivkontrolle fir
erfolgreiche Transfektion) die erden Transfektanten, die neben untrandfizierten toten Zedlen kleine
Zdlinsen audbildeten. Die Zdlen der Ansdize 4 bis 8 waren zu 90 % tot. Die Kulturschae von
Ansatz 9 war konfluent mit Zellen bewachsen. Nach weiteren acht Tagen wurden die Transfektanten
in 250 ml und dann in 500 ml Kulturflaschen umgesetzt. Sechzehn bis achtzehn Tage nach der
Trangfektion wurde mit der Vereinzelung (limiting dilution) der trandfizierten Zelen begonnen. Nach
weiteren 14 Tagen waren unter dem Lichtmikroskop Klone, die Sch aus einer @nzdnen Zdle
entwickelt hatten, deutlich zu erkennen. Von der Zdlinie Ltk/huCD40-L/huCD32 wurden 62 Klone
einzen mit einer 200 M Eppendorfpipette in 5ml Kulturflaschen umgesetzt und vermehrt. Von Ltk
/huCD32 erhielt man 51 Klone.
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3.24.2 Nachweis de dabilen Transfektion de murinen Fibroblastenzdlinie
Ltk™/huCDA40-L/ huCD32 mit humanem Fas-Ligand

Um ene efolgreiche Integration der Fas-Ligand cDNA in das Genom der trandfizierten Zellen
nachzuweisen, wurde von jedem Zedlklon aus 1 x 10 Zelen Gesamt-RNA isoliert und diese mit
reverser Transkriptase und einem Oligo-dT-/RandomPrimergemisch in cDNA umgeschrieben. Mit
ene anschliefenden RT-PCR wurde die Fas-Ligand cDNA, wie unter 3.2.4.1 beschrieben,
amplifiziert und in enem 2%igen Agarosegd identifiziert. Die erhdtenen Banden wurden aus dem Gel
aufgereinigt und ihre Identitt nochmals durch direkte Sequenzierung Uberprift. Fir weitere
Untersuchungen wurden nur noch die Klone weiterkultiviert, deren huFas-Ligand-Bande deutlichim
Gd zu erkennen war (Sehe Abhildung 39). Mit diesen postiven Klonen wurden anschlief3end RT-
PCR-Andysen spezifisch fir huCD32 (huCD32-cDNA-FOR x huCD32-cDNA-REV; 1,5 mM
MgCh; 94°C, 1min; (H4°C, 15s/ 65°C, 15s/ 72°C, 40 s) x 35; 72°C, 2min; 4°C, ¥; Tube
Control) und huCD40-Ligand (huCD40-L1.1-FOR x huCD40-L-REV; 1,5 mM MgCh; 94°C,
1min; (94°C, 15s / 60°C, 15s / 72°C, 30s) x 35; 72°C, 2 min; 4°C, ¥; Tube Control)
durchgefihrt, um dcher zu gehen, dal3 beide mRNAS auch nach Integration des Plasmids noch
exprimiert wurden. Fir den Nachwels von huFas-Ligand auf Proteinebene wurden nur noch die
Zdlklone verwendet, die sowohl fir huFas-Ligand ds auch fur huCD32 und huCD40-Ligand in der
RT-PCR postiv waren. Von der Zdlinie Ltk/huCD40-L/huCD32/huFas-L wurden zwdlf Klone und
von Ltk/huCD32/Fas-L funf Klone auf Proteinexpression im ELISA untersucht.

58 S8 OEERERER eS8

huFas-Ligand —857 bp
huCD32 —600 bp
huCD40-Ligand —2360 bp

Abbildung 39: RT-PCRs zum Nachweis der Expresson von huFas-L, huCD32- und huCDA40-L-mRNA. Beschriftung
siehe Tabelle 10. Proben wurden jeweils auf einem 2%igen Agarosegel aufgetragen. Eine 123 bp-Leiter diente als
Grolenstandard.
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Mit diesem kommerzidl erhdtlichen BLISA der Firma Coulter-lmmunotech Diagnostics (Krefeld,
Hamburg) wurde die Fas-Ligand-Proteinexpresson in den ausgewahlten Zelklonen bestimmt. Aus
1x10" Zelen pro Zdlklon wurde Gesamtprotein isoliert und direkt im ELISA eingesetzt. Die
Proteinkonzertration wurde jewells unabhdngig vonenander in zwel Wedls bestimmt und der
Mittelwert daraus berechnet.

Tabdle 10 und Abbildung 40 zeigen die Ergebnisse des Fas-Ligand-ELISAS. In den Wells A1/2 bis
H1/2 wurde ds Standard aufgereinigtes rekombinantes Fas-Ligand-Protein eingesetzt. VVon den
zwolf untersuchten Klonen (H3/4, A5/6 bis H5/6, A7/8 bis C7/8) der transfizieten Zdlinie Ltk
/huCD40-L/huCD32/huFas-L exprimierten sechs das hu-Fas-Ligand- Protein (H3/4, ES/6 bis H5/6,
B7/8 bis C7/8). In zwei (D3/4, F3/4) der funf untersuchten Klone von Ltk/huCD32/huFas-L konnte
das Protein ebenfdls nachgewiesen werden. Als Negativkontrollen wurden die beiden
untrandfizierten Zdlinien Ltk/huCD40-L/huCD32 (B3/4) und Ltk/huCD32 (A3/4) verwendet sowie
die nur mit pCI-NEO trandizierte Zdlinie Ltk/huCD40-L/huCD32/NEO. Zur Kontrolle, dal3 der
verwendete ELISA spezifisch nur den humanen Fas-Liganden erkannte, wurde die mit murinem Fas-
Ligand trandfizierte Zdlinie L47/muFas-L mitgefihrt (erhdten von A. Schimpl / Immunbiologie, Uni
Wirzburg). In den Wdls E7/8 (Abbildung 40) konnte kein Protein nachgewiesen werden.
Simulierte PBLs und deren Zdlkulturiiberstand wurden ds Postivkontrolle verwendet und zeigten
eine deutliche Gelbfarbung (A9/10, C9/10). Ebenfdls ds Fas-Ligand- postive Zdlinie wurden mit
lonomycin/TPA dimulierte Jurkat-Zdlen untersucht, die jedoch im ELISA negdtiv waren. Dies
bedeutet nicht unbedingt, dal? die Zelen kein Protein exprimierten, sondern wahrscheinlicher it es,
dal’ die Menge an Fas-Ligand- Protein unterhab der Nachweisgrenze des Assays lag.
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Tabele 10: Proteinbestimmung von huFas-Ligand in den transfizierten Zellklonen mittels EL I SA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A NK | L-CD32 00| 2/18-1/3 00| 3/14-1/3 0,0| PBL 1,660
ng/ml ng/mi ng/ml | stimul. ng/ml
B |STD 0,000] L-CD32 00| 2/19-1/3 00| 318-1/3 0,468 | Uberst. 0,0
ng/ml | CD40-L ng/ml ng/mi ng/ml | PBL ng/ml
C |STD 0,256] 4-1/3 00| 2/26-1/3 00| 319-1/3 1,131 | Uberg. 0,157
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml | PBL . ng/ml
D |STD 0,313] 24-1/3 0,741| 2/27-1/3 0,0| L-NEO 0,0
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
E |STD 0,625] 32-1/3 00| 2/28-1/3 0,559 | L-mu 00
ng/ml ng/ml ng/ml | Fas-L ng/ml
F |STD 125|50-1/3 0,322 | 2/34-1/3 0,712 | Jurkat 00
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
G |STD 25]51-1/3 00| 3313 0,251 | Jurkat 00
ng/ml ng/ml ng/ml | stimul. ng/ml
H |STD 50| 2/1-1/3 0,792 3/4-1/3 1,477 | PBL 1311
ng/ml ng/ml ng/mi ng/mi

STD: Fas-Ligand-Proteinstandard; L-CD32: Ltk/huCD32; L-CD32/CD40-L: Ltk/huCD40-L/huCD32; L-NEO: LtK
/huCD32 nur mit pCI-NEO ohne Fas-Ligand transfiziert; L-muFas-L: LtK/muriner Fas-Ligand; EBV-L.: EBV-

Zdlinie; stimul./sti.:

stimuliert;

Uberst.: Kulturmedium von PBLs, Die Proben wurden jeweils as

Doppelbestimmungen von links oben nach rechts unten aufgetragen; C3/4 bis G3/4: Klone von LtK/
huCD32/huFas-L; H3/4 bis C7/8: Klone von Ltk/huCD40-L/huCD32/huFas-L. Linke Seite der Doppelkastchen
enthdlt die Bezeichnung desjeweiligen Klons.

‘1| positive Proben zeigten eine Gelbfarbung.

Abbildung 40. Nachweis des humanen FasLigand
Proteinsin den trandfizierten Zellklonen mittels ELISA.
Identitédt der Proben siehe Tabelle 10. Fas-Ligand-
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3.2.5 Untersuchungen zur Expression von Cytokinen im Tumorgewebe
in vivo

Da gezeigt worden war, dal3 die vorhandenen aktivierten und immunkompetenten TITLs sowohl

CD40-Ligand ds auch Fas-Ligand auf Proteinebene exprimierten, somit aso die essentidlen
Molekile fir enen efolgreichen T/B-Zdl-Kontakt vorhanden waren, sollten weitere
Untersuchungen Aufschlul tber die Art und Weise der T-Zdl-Antwort im Tumor geben. Findet man
in vivo auch eine Ty1-gewichtete Immunantwort, wie Se Hauer (1997) nach Stimulation der TITLS
mit H. pylori in vitro fand? Oder liegt eine T,2-Typ Antwort vor? Um diese Fragestdlung zu
erdrtern, wurde das tumorspezifische in vivo-Cytokingpektrum andysiert. Anhand der Ergebnisse
llte man Rickschlisse auf den Typ der vorhandenen TITLs und die durch de induzierte
Immunantwort erhalten.

3.25.1 Nachwesder mRNA-Expression von Ty1- und Ty2/Ty3-Typ Cytokinen in vivo

Aus jewells der gleichen Anzahl an Kryoschnitten vom Tumorgewebe wurde Gesamt-RNA isoliert,
mit Oligo-dT- und Random-Hexamer-Primer revers transkribiert und anschlief?end fur dle
untersuchten Cytokine ene spezifische semiquantitetive RT-PCR  durchgefihrt. Fir jedes
verwendete Cytokinprimerpaar wurden die PCR-Bedingungen optimiert. Zur Optimierung der
Reaktion wurde cDNA von gimulierten PBLs (lonomycin/TPA-Stimulation) as Ausgangsmeteria
verwendet. Es wurde jewells die optimde Annedingtemperaur sowie die richtige MgCh-
Konzentretion ermittelt. Die sendtivsle Kombination aus beiden Parametern wurde anhand der
Intensitét der erhdtenen Amplifikatbande und der Reinhet des entsprechenden Gehintergrunds
bestimmt. Die Tumor-cDNAs wurde mittels ener GAPDH-spezifischen PCR auf gleiche cDNA-
Ausgangskonzentrationen eingestdlt und fir die nachfolgenden Untersuchungen verwendet. Alle
Cytokin-PCRs wurden mit folgenden Zyklen durchgefthrt: 94°C, 1 min; (94°C, 30 s/ XX°C, 30 s/
72°C, 30s) x 44; 72°C, 2min; 4°C, ¥. Die entsprechenden Annedlingtemperaturen und MgCl-
Konzentrationen sindin Tabelle 11 zusammengefa 3.
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Tabedle 11: PCR-Bedingungen der semiquantitativen Cytokin-PCRs.

MRNA | Forward-Primer | Reverse-Primer | T, [°C] | MgCl, [mMM]
IFNg IFNg-FOR IFNg-REV 60 1,5
IFNg-RE | IFNg-RE-FOR IFNg-RE-REV 65 15
IL2 IL2-FOR IL2-REV 60 15
IL10 IL10-FOR IL10-REV 60 15
IL13 IL13-FOR IL13-REV 60 15
TGFb,; |[TGFb;-FOR TGFb;-REV 60 15

Wiein Abbildung 41 deutlich zu sehen i, konnte in alen untersuchten niedrig- und hoch-mdignen
MALT-Typ Lymphomen sowie in der Kontrollgagtritis die mRNA des T,3-Typ Cytokins TGFb,

nachgewiesen werden. Ebenso konnte in 60 % der niedrig-mdignen und 25 % der hoch-mdignen

Tumoren IL10 mRNA (Tn2-Typ) detektiert werden. 1L13 mRNA (Tx2-Typ) wurde hingegen nur in
niedrig-maignen, nicht aber in hocht maignen Lymphomen gefunden.

Im Gegensatz zu den T,2/3-Typ Cytokin-mRNASs waren die des Ty1-Typs nur verenzdt und mit

schwachen Signden zu erkennen. IL2 mRNA konnte nur in vier Falen (#1, 2, 10, 13) von niedrig-

madignen Lymphomen nachgewiesen werden. Obwohl man in dlen untersuchten Falen ene

gpezifische Bande fur IFNg-Rezeptor mRNA (IFNg-RE) erhidt, konnten nur jewells in eéinem Fdl

von niedrig- und hoch-mdignen MALT-Typ Lymphomen (#1, #7), geringe Mengen an IFNg

MRNA nachgewiesen werden.



84 Ergebnise

niedrig-maligne hoch-maligne
- &
#1 2 3 4 5101113141512 N 6 7 8 9:7

IL2

IFNg

& a F . .. &
R - > S
~/ & S & N IS4 & ~
Positiv-
kontrollen

Abbildung 41: RT-PCR-Nachweis von Ty1- und T2/3-Typ Cytokin mRNAs im Tumorgewebe. Die Proben wurden
auf einem 2%igen Agarosegel analysiert. Als GroRRenstandard wurde eine 123 bp-L eiter aufgetragen. Die GAPDH-
PCR diente al's Mengenstandard fur die semiquantitative RT-PCR. N: Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurde
cDNA von stimulierten PBLs verwendet. Die unterschiedlichen Bandenintensitaten der Positivkontrollen sind
nicht auf mangelnde Sensitivitdt der einzelnen RT-PCRs zuriickzufihren, sondern sind abhangig von der
Zusammensetzung des verwendeten Probenmaterials.
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3.25.2 Nachweisder Proteinexpression von Ty1- und Ty2/Ty3-Typ Cytokinen

Auch bel den Cytokinen wurde parallel zur mMRNA-Expression die Proteinexpresson in vivo anhand
von immunhistochemischen Farbungen bestimmt. Die Ergebnisse entsprachen denen der RT-PCR-
Andysen. Be den immunhistochemischen Anadysen konnte TGFb;-Protein (Abbildung 42B) im
Cytoplasma der Tumorzdlen und in den Endothelzellen von Gefd3en nachgewiesen werden. IL10-
und 1L13-postive Zdlen @Abbildung 42C und D) lagen vertelt im Tumorgewebe vor. Abbildung
42A zeigt den fur IL2 mRNA postiven Fal #1. Hier konnte auf wenigen vereinzelten Zelen
innerhalb des Tumors IL2-Protein detektiert werden.

Abbildung 42: Immunhistochemischer Nachwels der Proteinexpresson von T1- und T42/T43-Cytokinen im
Tumorgewebe. A: Nur einige wenige Zellen sind IL 2-positiv (Pfeil). Diese Zellen wurden im perivaskul&ren Bereich
und im Tumor gefunden. Es handelt sich hier um eine PAP-Farbung im Gefrierschnitt des Falles #1. Die
VergrofRerung ist 400-fach. B: Die Tumorzellen zeigen eine starke cytoplasmatische Farbung fir TGFb, (Pfeil).
Gefarbt wurden Gefrierschnitte des Falles #10 nach PAP. Die Vergréfierung war 200-fach. C und D: IL10 (Fall #10;
PAP-Farbung im Gefrierschnitt mit einer 250-fachen Vergroferung) und IL13 (Fall #11; PAPFarbung im
Gefrierschnitt mit einer 200-fachen VergroRRerung) wurden Uber das Tumorgewebe verteilt, nachgewiesen
(Braunférbung; Pfeil)
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3.2.6 Diskussion der Ergebnisse

3.2.6.1 Aktivierte und immunkompetente tumorinfiltrierende T-Lymphozyten (TITL) in
MALT-Typ Lymphomen in vivo
Ein einzigartiges Phdnomen, welches nur bel gastrden MALT-Typ Lymphomen in Erscheinung tritt,
ist die Fahigkeit der Rickbildung dieser Tumoren, wenn mit Hilfe einer Antibiotikabehandlung die
chronische Entziindung, meist ausgel6st durch H. pylori, unterbunden wird (Wotherspoon, 1993;
Bayerdorffer, 1995; Fischbach, 1997). Hierbe 1&% sch schon die komplexe Beziehung zwischen
Tumor und Wirt welche in vivo besteht, erahnen. Jedoch ist dlein die Tatsache, dald man
tumorinfiltrierende T-Lymphozyten (TITL) nachweisen kann, noch nicht ausreichend, um die
symbiotischen Wechsawirkungen zwischen Tumor-B-Zdlen und TITLs néher beschreiben und den
Mechaniamus versehen zu konnen. Dies ig auch dann nicht mdglich, wenn en weltaus hoherer
Anteil an CD4" Hdfer-T-Zdlen (Ty) in den Tumoren vorhanden war, s man im Normafal erwartet
hétte. Ein wetaus gewichtigeres Argument fir das Zusammenspie von Lymphom-B-Zélen und
TITLsgelen in vitro Untersuchungen dar, bel denen gezeigt werden konnte, dal3 aktivierte T-Zdlen
das Tumorwachstum forderten (Hussdll, 1996). Um so bedeutender ist es, dal3 in vivo aktivierte
TITLs nachgewiesen werden konnten, die pardlel zu dem Aktivierungsmarker (CD69") auch
Immunkompetenzmarker (CD28") in eénem weitaus htherem Male ds periphere T-Zdlen
exprimierten. Sowohl die erhthte Anzahl an Ty-Zdllen as auch die Tatsache, dal3 es 9ch beal den
vorliegenden TITLs um aktivierte und immunkompetente T-Zellen handelte, unterstiitzt die Theorie
der Symbiose zwischen Tumor und Wirt auf der Ebene von T/B-Zdl-Interaktion. Wobei sich hier
dlerdings die Frage gdlt, welche Rolle die TITLs bei der Tumorprogression spielen und weshab die

elgentliche Kontrallfunktion der vorhandenen T;-Zdlen im Kemzentrum be den Tumor-B-Zélen

versagt.

3.2.6.2 Expresson von CDA40-Ligand und Fas-Ligand auf TITLs in MALT-Typ
Lymphomen in vivo

Neben ihrer Fahigkeit zur Hilfestellung beim Priming von tumorspezifischen CD8" cytotoxischen T-

Lymphozyten, gibt es Hinweise baserend auf Mausmodelen und Zdlinien, dal3 CD4" T-Zdlen

zusitzlich ene wichtige Effektorrolle bel der Regulation der Tumorimmunitd spiden kdnnen

(Demanet, 1994; Ashany, 1995; Racila, 1995; Schattner, 1996). Deshdb ist die Tatsache, dal3

CD40-Ligand fat in dlen niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen gefunden wurde, in
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verschiedener Hinsicht von grol3er Bedeutung. Erstens handelt es sich zum einen bai CD40-Ligand
um den stérkgten Proliferationsstimulus fur MALT-Typ Lymphom:B-Zdlenin vitro (Greiner, 1997;
Greiner, 1998) und zum anderen wére CD40-Ligand in der Lage das Tumorwachstum auch in vivo
zu fordern. Zweitens gdlte man in vorangegangenen Untersuchungen fest, dal3 CD40-Ligand in
vitro medikamentos induzierte Apoptose bel Lymphomzdlinien hemmen konnte (Friesen, 1996;
Voorzanger-Rousselot, 1998). Dies legt die Vermutung nahe, dal3 auch in vivo durch (D40-
Ligand-Simulation eine Ressenz der Lymphom:-B-Zdlen gegentiber proapoptotischen und
antiproliferativen Effekten, aufgrund von cytotoxischen Medikamenten, bewirkt werden kann.
Drittens ist bekannt, dal3 CD40-Ligand von T-Zdlen exprimiert wird, die Kontakt mit gpezifischem
Antigen hatten und somit aktiviert Snd (Banchereau, 1994). Der Nachweis von CD40-Ligand im
Tumorgewebe spricht somit fir die Idee von eénem antigenvermittelten Tumorwachstum, baserend
auf aktivierten T-Zdlen. Unterstiitzt wird diese Vorgtdlung vor dlem auch durch die Tatsache, dal3
die TITLs CD40-Ligand exprimierten, nicht aoer die Lymphom:B-Zdlen, wie es kirzlich for
Tumor-B-Zdlen eniger Nonhodgkin Lymphome (z. B. B-CLL) beschrieben wurde (Brugnoni,
1995; Trentin, 1997). Mit der Expresson von CD40-Ligand im Tumor besteht somit die
Maoglichkeit enes nicht autonomen Tumorwachstums, welches durch aktivierte CDA40-Ligand-
positive T-Zdlen gefordert wird. Dies wirde auch die Tatsache erkléren, dal3 es zu einer Regresson
der niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphome nach Antibiotikabehandlung komnt.

Neben CD40-Ligand konnte aber auch Fas-Ligand im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Fas-
Ligand, das zweite Molekil welches eine wichtige Rolle be T/B-Zdl Wechsdwirkungen spielt,
findet man im Normalfal nur auf stark aktivierten, nicht aber auf runenden T-Zdlen. Es dient vor
alem dazu, fir den Korper schédliche autoreaktive B-Zdlen mittels Apoptose zu diminieren.

In Anbetracht der Tatsache, dal3 vide MALT-Typ Lymphome Antigenrezeptoren exprimieren,
welche spezifisch fur Autoantigene snd (Hussall, 1993; Greiner, 1994; Greiner, 1994; Qin, 1995;
Qin, 1997), war es sehr erdaunlich, dald in den meisten Fdlen Fas-Ligand im Tumorgewebe
nachgewiesen werden konnte. Eine mogliche Erklarung daftr wére die Expresson von Fas-Ligand
auf den Tumor-B-Zdlen sdbgt, wie es im Fdle eniger Karzinome beschrieben wurde (Strand,
1996). Eine andere Moglichkelt wére die Existenz eines bisher noch unbekannten Mechanismus, der
es den Tumorzellen erlaubt der Sdektionskontrolle, durch die im Tumor vorhandenen T-Zdlen, zu
entrinnen und se resigent gegen Fas/Fas-Ligand induzierte Apoptose werden |&8%. Die hier
vorliegenden Ergebnisse, welche zeigen, dald weder Fas-Ligand mRNA noch Protein in vivo noch

in vitro in Tumor-B-Zdlen nachgewiesen werden konnte, pricht fir die zweite Variante. Ferner
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besteht nattirlich auch die Méglichkeit, dal3 die Fas-vermittelte Apoptose beeintréchtigt ist oder aber
das Fas-Malekil in mutierter Form vorliegt, wie es schon bei einigen B-Zdl-Lymphomen gezeigt
wurde (Gronbaek, 1998) und es aufgrunddessen zu ener funktiondlen Fas-Resstenz kommt
(Greiner, 1998; Plumas, 1998).

3.2.6.3 Kongruktion der Zdlinie Ltk™/huCD40-L/huCD32huFas-L zur Smulation von
T/B-Zdl-Interaktionen

Zur in vitro Smulaion des Keimzentrummikromilieus wurde, ausgehend von dem ,, CD40- System'*
von Banchereau (1991; Galibert, 1996), ein modifiziertes Ze Ikultursystem entwickelt, anhand dessen
die Reaktionen von BZdlen auf Ty-Zdl-spezifische Signdle in vitro untersucht werden konnen.
Hiefir sollte die murine Fibroblastenlinie Ltk', zuséizlich zu dem schon vorhandenen humanen

CD40-Liganden und humanen CD32 (Fcg-Rezeptor 11), den humanen Fas-Liganden auf ihrer

Zd|oberfléche exprimieren.

Ba dlen efdgrach trandizieten Klonen der Zdlinien Ltk /huCD40-L/huCD32/Fas-L und
Ltk /huCD32/huFas-L wurde mit RT-PCR-Andysen die Expresson der humanen Fas-Ligand
MRNA Uberprift. Dreiviertd dler untersuchten Zelklone exprimierten die spezifiscche mRNA. Da
jewells aus der gleichen Anzahl an Zelen gRNA isoliert wurde, konnte man die Expressonsstérke
anhand der Bandenintensitét der PCR grob abschétzen. Hier zeigte sch ein stark unterschiedliches
Expressonsspektrum. Grund dafUr liegt in der Natur des verwendeten Expressonsvektors, der sch
ungerichtet in das Genom des Wirts integrieren kann. Das bedeutet, dal3 das Plasmid nicht an
definierten Stellen und Uber ausgewahite Sequenzen mit der Wirtss DNA rekombiniert, sondern dal3
die Rekombination an bdiebigen Stdlen und beiebig oft daitfinden kann. Aufgrund dessen
entsanden Klone, die mit unterschiedlicher Haufigkeit die genetische Information fir das humane
Fas-Ligand-Molekll enthidten und somit auch verschieden stark exprimierten. Bel vereinzeten
Klonen konnte trotz der Neomycinresistenz keine Fas-Ligand mRNA nachgewiesen werden. Hier
konnte angtelle des gesamten Plasmids nur das Gen fir die Neomycinphosphotransferase ins
Wirtsgenom stabil integriert worden sein, oder aber durch den Vorgang der Rekombination waren
Fehler innerhadb der Vektorsequenz aufgetreten, die eine erfolgreiche Expresson des Fremdgens
verhinderten.

Neben der Detektion von Fas-Ligand mRNA wurde auch die Expresson von humaner CD40-
Ligand und CD32 mRNA kontrolliert. In 90 % der untersuchten Klone konnten beide mRNAs

erfolgreich nachgewiesen werden. Bel den restlichen 10 % konnte jeweils eine der beiden MRNAS
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nicht detektiert werden. Es i anzunehmen, dal3 der Vektor pCl-Neo/huFas-L an ener, fir die
MRNA-Synthese wichtigen Stelle im Wirtsgenom, integriert wurde und aufgrund dessen die
Expression stark eingeschrankt oder sogar behindert war.

Abschlielfend wurde mit einem kommerzid| erhdtlichen ELISA (Coulter-Immunotech Diagnostics,
Deutschland) fir humanen lddichen FasLigand (sFas-Ligand) die Proteinexpresson der
trandfizierten Zelklone bestimmt. Aufgrund der Taisache, dal3 die beiden im ELISA verwendeten
monoklonaen Antikorper zwel unterschiedliche Epitope in der extrazdlul&ren Doméne (Tanaka,
1996) des sFas-Ligands erkennen, konnte mit diessm System auch der membransténdige Fas-
Ligand detektiert werden, wenn dieser in nativer Form im ELISA eingesatzt wurde. 40 % der Klone
von Ltk /huCD32/huFas-L und 58 % der Klone von Ltk /huCD40-L/huCD32/hufFas-L zeigten im
ELISA ene deutliche postive Resktion (Gebfarbung) entsorechend dem  mitgefUhrten
Mengenstandard an sFas-Ligand. Als Negativkontrollen wurden die beiden Ausgangszdlinien
Ltk /huCD40-L/huCD32 und Ltk /huCD32 sowie die mit murinem Fas-Ligand trandfizierte Zdlinie
Ltk /muFas-L und reines Medium mitgefuhrt. In diesen Proben konnte kein huFas-Ligand-Protein
nachgewiesen werden. Somit wurde gezeigt, dal3 der ELISA spezifisch nur huFas-Liganden
detektierte und die monoklonalen Antikorper keine unspezifischen Bindungen eingingen. Neben dem
kommerzidlen Mengengandard diente ein Gesamtproteinaufschluf? von stimulierten PBLs und deren
Zdlkulturiberstand ds Pogtivkontrolle. Die PBLs zeigten ebenso en sak postives Signd
(Nachweis von membranstandigem huFas-L), wohingegen der Uberstand eine schwache, aber
trotzallem gchtbare Postivresktion (Nachweis von |6dichem huFas-L) ergab. Die fir huFas-Ligand
podtiven Klone zeigten in ihrer Expressonsstérke deutliche Unterschiede. Dies ig
héchswahrscheinlich auf die unterschiedliche Haufigkeit der erfolgten Plasmidintegration zurtick-
zufihren. Im Fale der huFas-Ligand-negativen Klone konnte es Sch zum e&nen um en
Mengenproblem gehandelt haben, das helld die vorliegenden Proteinmengen lagen unterhab der
Nachweisgrenze des ELISAs oder zum anderen wurde aus unbekannten Grinden nur en
fehlerhaftes oder Uberhaupt kein Protein synthetisiert.

Der funktionele Nachwels des membrangtdndigen Fas-Ligand-Proteins in vivo mittds FACS

Andysen war aufgrund der Expresson von huCD32/F.g-Rezeptor [l nicht moglich. Bel diesem

Oberflachenmolekil handdt es sich um einen Rezeptor, der Antikorper des Typs 1gG Uber ihren Fe-

Tell bindet (Ravetch, 1991). Da es sch ba dem monoklonden FACS Antikorper NOK-1
(Kayagaki, 1995) um en murines 1gG;-Molekil handete, welches aufgrund seiner Homologie zu

den humanen 1gGs ebenfals von F.g-Rezeptor |1 erkannt und gebunden werden konnte, erhielt man
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fdsch-postive Farbungen, die die eigentliche Fas-Ligand-Detektion Uberlagerten. Mehrfache
Versuche, die freien Bindungsstelle der R.g-Rezeptor [1-Molekile vorab mit humanem 1gG;, k
(Lew, 1984; Steward, 1985) abzublocken, zeigten keinen Erfolg. Problematisch dabel war es, dal3
grof3e Mengen an 1gG;, k eingesatzt werden mulden, um ale freien F.g-Rezeptor |1 erfolgreich zu

besetzen, dal3 die noch auf der Zdloberflache vorhandenen anderen Molekiile ebenfdls nicht mehr
identifiziert werden konnten.
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde davon abgesehen weitere Nachweise fir die funktiondle

Proteinexpresson auf der Zdloberfléache zu entwickeln und durchzuftihren.

3.26.4 Expresson von Ty2- und Ty3-Typ Cytokinen in MALT-Typ Lymphomen
in vivo

Im Gegensatz zu einer neueren Arbait, welche beschrelbt, dal3 in vitro TITLs von MALT-Typ
Lymphomen nach H. pylori-Simulation IFNg (Ty1) sezernierten (Hauer, 1997), wurden bel den
hier durchgefUihrten Untersuchungen in vivo hauptséchlich Ty2- (IL10, 1L13) und Ty3- Typ
(TGFby) und nur zu enem geingen Antal Ty1-Typ (IL2) Cytokine nachgewiesen. Diese
Unterschiede lassen sich moglicheweise auf eine TGFb ;-Expresson der Tumor-B-Zdlen in vivo
zurUckfuhren, welche eine Verschiebung der T-ZdIl-Antwort von Tyl in Richtung T2 zur Folge
haben kann, wie es anhand eines Mausmodells bereits beschrieben wurde (King, 1998). Es kénnte
natUrlich auch sain, dal3 in vitro auf eine bestimmte T,,1- Population aufgrund von Kulturbedingungen
hin selektioniert wurde und diese Population Uber einen anderweitigen Mechanismus kontrolliert wird
(z. B. MHC redtringiert). Wobel man nattirlich nicht ausschlief3en kann, dal3 einige wenige dieser
Zdlen nicht doch im Tumormikromilieu funktiondl von grol¥er Bedeutung sein konnten. Jedoch wére
die Exigenz von Tyl-Typ Cytokinen en Argument gegen die Forderung des Tumorwachstums
durch TITLs und wirde vielmehr die Theorie unterstiitzen, dal3 der Wirt eine anti- Tumorimmunitét
entwickeln konnte (Schattner, 1996). Im Gegensatz dazu konnte fur T,42- (IL10, IL13) und Ty3-
Typ (TGFb,) Cytokine klar gezeigt werden, dal3 es sch hierbel um Lymphokine handdt, welche
einen sarken proliferations- und differenzierungsfrdernden Einfluld auf B-Zdlenhaben (Banchereau,
1994; Defrance, 1994; Garcia, 1996).

Aufgrund der Tatsache, dal3 aktivierte TITLsin MALT-Typ Lymphomen in vivo Ty2-Typ Cytokine
sezernieren, ware es durchaus maoglich, dal3 diesen T-Zdlen eine weltaus wichtigere Funktion a's nur

die Umwandlung von H. pylori-spezifischen Sgnden in Wachsumssignde fir Lymphom-B-Zdlen
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zukommt. So wurde erst kirzlich von Blanckenstein et d  (Cayeux, 1997) beschrieben, dal? es zu
einer Verschiebung von einer ,, produktiven” Alulden Immunantwort (Ty1-Typ) gegen den Tumor,
hin zu einer ,nicht produktiven* humorden Antwort des Immunsystems (Ty2-Typ) kommt, wenn
CD4" T-Zdlen Tumorantigen von B-Zelen prasentiert wird. Daher ist es natiirlich moglich, da3 eine
Thl-gewichtete Immunresktion, die sch warend ener mit H. pylori assoziierten chronischen
Entzindung etebliert hat (sehe D'Elios, 1997; Grafton, 1997), eine anti- Tumorimmunitét fordert,
wohingegen en  Ty2-gewichtetes Cytokingpektrum in vivo primé& die Entwicklung von
lymphoproliferativen Erkrankungen und abnormaen B-Zdl-Klonen propagiert. Wenn sch dies
tats&chlich ds en grundsdtzliches Phénomen von MALT-Typ Lymphomen dargdlt, sollten
Behandlungsstrategien entworfen werden, die es ekemdglichen, die Ty2-vermittelte T-Zdl-Toleranz
gegentiber dem Tumor aufzuheben und/oder im Gegensatz dazu die Entwicklung einer kbrpereigenen
Immunthergpie zu unterstiitzen, die vor dlem auch be den MALT-Typ Lymphomen efolgreich
wirken kann, bel denen trotz erfolgter H. pylori Eradikation das Tumorwachstum fortschreitet.
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4 SCHLURFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die im Rahmen dieser Arbet durchgefiihrten molekulargenetischen Untersuchungen an niedrig-
mdignen MALT-Typ B-ZdIl-Lymphomen machten deutlich, dal3 es sch ba den untersuchten
Neoplasen um eine molekular heterogene Gruppe von B-Zdl-Tumoren handdt. Dies wurde
insdbesondere im Rahmen der Klonditétsuntersuchungen deutlich, bel denen neben monoklonaen
auch biklonde Tumoren nachgewiesen wurden. Demgegeniber standen Félle mit gastrder
lymphfallikuldarer Hyperplase und tumorartiger Organausbreitung ohne nachweisbare Klondité.
Auch diese neusten Untersuchungen lassen die Frage offen, ob die Klonditét, bestimmt anhand des
B-ZdI- Rearrangements, unbedingt mit der Mdignitét des Tumors korrdiert (Callins, 1997).

Anhand der Vy-Familien und V-Gen- Analysen des Immunglobulinrezeptors wurde deutlich, dal3
sch die untersuchten Félle auf molekularer Ebene in drel Gruppen eintellen lassen. Die erste Gruppe
wird von den lymphfollikuléren Hyperplasen gebildet, bei denen en distinkter Tumor-B-ZdI-Klon
mit den zur Verfigung stehenden Techniken nicht identifiziert werden konnte. Der Uberwiegende Tell
des untersuchten Gewebes wurde von nicht-neoplastischen B Zdl-Populationen ausgebildet, von
denen 80 % somatische Mutationen im verwendeten V- Gen verglichen mit der Kembahnsequenz,
aufwiesen. Die mono- und biklonden MALT-Typ Lymphome bildeten zusammen die Gruppen 2
und 3, wobe die Eintellung nicht anhand der Klonditét der Lymphome, sondern aufgrund
vorhandener Mutationsmudter innerhab des tumorspezifischen V- Gens erfolgt. Der entscheidende
Unterschied snd die sogenannten ,,ongoing mutations*, welche in enem Tel der untersuchten
MALT-Typ Lymphome nachgewiesen wurden und darauf hindeuteten, dal3 der Mechanismus der
somatischen Hypermutaionen be den Tumor-B-Zelen der einen Gruppe noch aktiv war,
vergleichbar den Befunden von Berek (1991) und Rgewsky (1996), die dieses Phanomen fir
normae Kemzentrums-B-Lymphozyten zuerst beschrigben. Im Gegensatz dazu zeigten dle
untersuchten Tumor-Vy-Sequenzen der dritten Gruppe jewells ein klonspezifisches enheitliches
Mutationsmuster, welches charakteristisch fir Gedéachtnis-B-Zdlen der Margindzone ist (Berek,
1991; Raewsky, 1996), be denen der Prozeld der Affinitéseifung offendchtlich schon
abgeschlossen wurde.

Interessant dabel st die Frage, welche Mechanismen be der Ausbildung von niedrig-maignen
MALT-Typ Lymphomen von Bedeutung snd und es dem Tumor ermdglichen phénotypisch
einhetliche Tumorzelen zu generieren, die sch jedoch genotypisch nicht unerheblich voneinander
unterscheiden. In diesem Zusammenhang ist auch die Ralle der tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten
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(TITL) und deren Einflu’ auf die Tumorprogresson von grof¥er Bedeutung. Anhand der hier
vorgestellten Ergebnisse der B-Zdl-Rezeptoranaysen und der Charakteriserung der TITLS, wurde
folgendes Modell fur die Tumorentwicklung bel gastrden MALT-Typ Lymphome entworfen.
Aufgrund der H. pylori bedingten Antigensimulation bildet Sch im Verlauf der Erkrankung eine
Organentziindung mit dlen Charakteristika enes mukossassoziierten lymphatischen Gewebes
(MALT), dhnlich den Peyerschen Plagues im Ileum aus (Isaacson, 1983; Hussdll, 1993; Eidt, 1994;
Greiner, 1994; Greiner, 1996). Dabel wandern die aktivierten B-Zdlen in die Sekundafollike ein
und erhdten aufgrund von T/B-Zdl-Wechsawirkungen Uber CD40/CD40-Ligand und andere
Molekile, postive Proliferationssgnade und beginnen zu expandieren. Einen indirekten Hinwels auf
solch enen antigenvermittelten Wirkungsmechanismus bel niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen
erhidt man aufgrund von klinischen Studien, bei denen sch nach Antibiotikabehandlung und der
Eradikation von H. pylori das gestrde niedrig-mdigne MALT-Typ Lymphom und das resktive
Entzindungsinfiltrat zurlickbildeten (Wotherspoon, 1993; Bayerdorffer, 1995; Fischbach, 1997).
Der Grund dafir ist moglicherweise das Fehlen des bakteridlen Antigenstimulus zur Aktivierung der
T-Zdlen, die dadurch ihrersaits nicht mehr in der Lage sind die Tumorzellen zu simulieren und zur
Proliferation anzuregen. Das Wachstum des Tumors wird somit nicht mehr exogen durch T-Zdlen
und Antigen geférdert und folglich bildet Sch die Neoplasie zurtick.

Frihere Untersuchungen zeigten, da3 Tumor-B-Zdlen von niedrig-mdignen MALT-Typ
Lymphomen Autoantigenrezeptoren exprimierten (Hussdll, 1993; Greiner, 1994). Daraus ergibt Sich
die Frage nach den notwendigen Voraussetzungen die gegeben sein missen, um es auto- oder
polyresktiven Tumor-B-Zdlen zu eéemdglichen in dem Mikromilieu enes Kemzentrums ungehindert
zu expandieren und zu Gedéchtnis-B-Zdlen heranreéfen zu kénnen (sehe 2.1.2.1, 2.1.2.2). Eine
madgliche Rolle kdnnte dabel eine gestdrte T/B-Zdl-Kooperation spielen, da in der vorliegenden
Arbeit gezeigt wurde, dal? es sich bei den TITL sowohl um aktiviete (CD69"), als aich um
immunkompetente  (CD28") T-Zdlen handdte, die zudem die beiden fir T/B-Zdl-
Wechsdwirkungen wichtigsten Proteine, CD40-Ligand und Fas-Ligand exprimierten. Des weiteren
konnten verschiedene Cytokine innerhalb der Tumoren nachgewiesen werden, die ebenfdls ene
Schlussdfunktion im ,,Didog‘ zwischen T- und B-Zdlen Gbernehmen. Dabel handelte es sch fast
auschlieldich um Cytokine, die im Normdfdl an einer Ty2-gerichteten Immunantwort beteiligt snd
(IL10, IL13, TGFb,) und zusitzlich einen proliferations- und differenzierungsfordernden Einfluld auf
normae B-Zedlen ausiben (Banchereau, 1994; Defrance, 1994; Garcia, 1996). Somit idt es
nahdiegend, dal? diese Effekte auch mal3geblich an der Entwicklung der Tumor-B-Zdlen beteligt
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san kénnen, da die Tumorzellen in vitro vor dlem auf CD40-Stimulation in Kombination mit T2-
Cytokinen (Greiner, 1997) besonders stark proliferieren. Jedoch unterscheiden sich auch in diesem
Punkt die normaen Gedéchtnis-B-Zelen nicht von den Tumor-B-Zdlen.

Demgegentiber geben neuere Ergebnisse von Gronbaek (1998) und Seeberger (unverdffentlichte
Daten) Hinwelse auf die moglichen Fehlerqudlen innerhdb des Kontrollmechanismus. Beide Autoren
fanden heraus, dal3 in etwa 60 % bis 100 % dler niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphome die
Tumor-B-Zdlen Mutationen im Fas’CD95 Molekil aufwiesen und somit moglicherweise der Fas-
Rezeptor nur noch eingeschrankt funktionsféhig war. Dabel ist der Rezeptor zwar noch in der Lage
den Liganden (Fas-Ligand/CD95-L) zu binden, jedoch efolgt keine Weterleitung des
Apoptosesignds in das Zdlinnere (Greiner, 1998). Diese Fehlfunktion des Fas- Rezeptors ermdglicht
es den Tumor-B-Zdlen sch dem negativen T-Zd|-vermitteten Sdektionsmechanismus des Kem-
zentrums zu entziehen und verschafft ihnen dadurch einen Uberlebensvorteil gegentiber normalen B-
Zdlen. Dies bedeutet, dal’ die eigentlich januskopfige T-Zdl-Hilfe der TITLs beschrankt wird auf die
postiven, proliferations- und differenzierungsfordernden Signade und der negetive, regulatorische
Einflud der T-Zdlen von den Tumor-B-Zedlen aufgrund des defekten Apoptoserezeptors
unterbunden wird.

Dasin dieser Arbeit entwickdte Zdlkultursystem zur Smulation des Kemzentrumsmikromilieus wird
die Mdglichkeit bieten in vitro T/B-Zdl-Interaktionen zu studieren und néher zu untersuchen. Das
Prinzip dieses Cokultursysems Ltk /huCD40-L/huCD32/Fas-L baset auf der murinen
Fibroblagtenzdlinie Ltk', die neben humanem CD32 und CD40-Ligand auch humanen Fas-Ligand
exprimiert. Aufgrund dieser Tatsache bestent die Mdglichkeit humane B-Zdlen, die mit der
Fibroblastenlinie cokultiviert werden, pardld Uber CD40-Ligand und Fas-Ligand zu simulieren.
Zusdtzlich kann mit Hilfe von CD32 und monoklonde Antikérper noch ein drittes, frei wahlbares
Sgnd auf die B-Zdle Ubertragen werden (Sehe Abbildung 43). Mit diessm System it man in
Zukunft in der Lage, keimzentrumsspezifische Sgnakombinationen und -wege auf vereinfachte und
leicht handhabbare Weise in vitro zu untersuchen und zu verstehen.
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Abbildung 43: Zdlkultursystem zur Simulation eines keimzentrumsartigen Mikromilieus.

Da jedoch in der vorliegenden Arbeit die Fes-Ligand-Expresson der Zdlinie nur quantitetiv im
Gesamtproteinaufschluld bestimmt wurde, missen nachfolgende Tests noch die Funktionaitét des
vorhandenen Liganden beweisen. Hierflr wurde schon vorab ein Apoptoseassay etabliert, der bel
dieser Fragestellung genutzt werden konnte. Das Prinzip dieses Assays besteht darin, dal3 Fes-
postive Tedzdlen mit den trandfizierten murinen Fibroblasten cokultiviert werden. Aufgrund der
Interaktionen zwischen Fas-Ligand auf der Oberfléche der Fibroblasten und Fas auf den Testzdlen,
kommt es zu ene Apoptosainduktion. Pardld dazu sollte jedoch mit enem spezifischen
monoklonaen Antikorper die CD40-Ligand-Molekdl in ihrer Funktion gehemmt werden, damit
ausgeschlossen werden kann, dal3 die zu testenden Zedlen nicht tGber CD40-Ligand beanflufd
werden und das Testergebnis verfdschen. Die Testzdlen werden anschlief3end wieder aus dem
Kultursystem entnommen und mit einem Farbstoff angeférbt, der es erlaubt mit Hilfe von FACS
Anaysen zwischen lebenden, toten und apoptotischen Zdlen zu unterscheiden (Philpott,
1995)(5.2.3.15). Erhdlt man bel diesem Versuchsansatz ein positives Ergebnis, das helld es konnte
Apoptose mit dem artifiziel exprimierten humanen Fas-Ligand induziert werden, dann kann das
Kultursystem fir die eigentlichen Untersuchungen verwendet werden.

Eine gedtorte T/B-Zdl-Interaktion seht somit mdglicherweise am Anfang der MALT-Typ
Lymphomentstehung und wirde die Autoreaktivitét des Antigenrezeptors der Tumoren aber hoch
nicht deren klonde Heterogenitét erklaren. Vidmehr gellt sich zudem die Frage, welche zusétzlichen
Mechanismen, neben den beschriebenen Fas-Mutationen, fir die Ausbildung von mono- und
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biklonden MALT-Typ Lymphomen gegeniber polyklonden lymphfollikuléren Hyperplasen
verantwortlich snd. Eine entscheidende Rolle spidt hierbel mdglicherweise die von Ott (1997) in
niedrig-maignen MALT-Typ Lymphomen beschriebene und von Dierlamm (1999) auf molekularer
Ebene réher charakteriserte spezifische reziproke Trandokation t(11;18)(g21;g21), die ebenfalsin
enem Grol¥el der hier untersuchten Falle mittds RT-PCR-Untersuchungen von Kdla (unver-
offentlichte Daten) nachgewiesen werden konnte. Von dieser Trandokation snd zwe Gene
betroffen, wobe es sich auf Chromosom 11 um das gpoptose nhibitorische HIAPL (human inhibitor
of apoptosis protein 1) handdt (LaCasse, 1998; Deveraux, 1999) und auf Chromosom 18 um das
funktiondl noch nicht néher charakteriserte ML T-Gen (M ALT lymphoma associated trand ocation).
Betrachtet man die Ergebnisse unter 3.1.3/Tabdle 3 s0 it deutlich zu sehen, dald ausnahmdos
mono- und biklonde Lymphome die Trandokation aufweisen, nicht aber die lymphfollikul&ren
Hyperplasen. Offenschtlich scheint die Trandokation fir enzelne Tumorzdlen neben den Fas
Mutationen, einen zusétzlichen Sdektionsvortell gegentiber den restlichen Lymphom:B-Zdlen darzu-
gdlen. Dieser Vortell ermdglicht es ihnen sch in einem derart grolzem Umfang zu vermehren, dal3
der Tumor ausschliefdich von einem und/oder zwe B-Zdl-Klonen gebildet wird. Welchen konkreten
Einflu3, das durch die Trandokation entstandene Fusionsprotein HIAP1-MLT auf die Tumor-B-
Zdlen ha und welche Wirkungsmechanismen damit verbunden sind, ist bis zum gegenwartigen
Zeitpunkt noch vdllig unklar. Da es sich jedoch bel enem der beiden Trand okationsgene um HIAPL
handelt, dessen Genprodukt antigpoptotischen Eigenschaften bestzt, kénnte man sch durchaus
vorgdlen, da3 diese auch fir die Tumorklonexpanson von Vortell snd. In nachfolgenden
Untersuchungen sollte aufgrund dessen das Augenmerk auf die grundlegenden Funktionsweisen und
Eigenschaften der beiden Einzd- (HIAPL, MLT) und Fusionsproteine (HIAP1-MLT, MLT-HIAP1)
gelegt werden. Diese Ergebnisse werden zu einem besseren Versténdnis der Rolle der Trand okation
t(11;18)(g21;021) innerhab der Tumorentstehung beitragen und erdffnen eventudl auch neue
Ansatzpunkte, Strategien fur zukiinftige thergpeutische Mal3nahmen zu entwickeln.

Betrachtet man die fUr die Trandokation t(11;18)(g21;921) postiven MALT-Typ Lymphome so
zeigt Sch, dad sch diese Gruppe in Tumorklone mit und ohne ,,ongoing mutetions’ untertellt.
Einersaits wére es denkbar, dal3 es sich bei den Tumoren mit ,,ongoing mutations* um Féle handdt,
die nicht aus MargindzonenB-Zdlen (Gedachtnis-B-Zdlen) entstanden dnd, sondern aus
Kemzentrums- B-Zdlen, welche sch noch im Prozel? der Affinitétsreifung befanden. Dagegen spricht
jedoch die Tatsache, dal’ die Zdlen phénotypisch eindeutig Gedéchtnis-B-Zelen entsprechen und
nach neueren Untersuchungen das maignen Gegenstiick zu den IgM *IgD” mutierten Gedéchtnis-B-
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Zdlen dargdlen (Klein, 1997; Klein, 1998). Wahrscheinlicher ist es, dal3 die Tumor-B-Zédlen erneut
aus dem Tumor in das Kemzentrum engewanderten snd und somit weitere somatische
Hypermutationen in den entsprechenden Vu-Genen generiert werden konnten. Dies wirde
bedeuten, dald die Tumorklone mit einheitlichem Mutationsmustern weltaus kirzere Zeit dem
Mechanismus der somatischen Mutation ausgesetzt waren ds die Fdle mit ,,ongoing mutations®. Im
Hinblick auf die Tatsache, dal3 bei B-CLL-Fdlen vor nicht dlzu langer Zeit erkannt wurde, dal3 die
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten mit dem Mutationsmuster des Tumor-Vy-Gens
korrdliert (Damle, 1999; Hamblin, 1999; Naylor, 1999), macht deutlich, da3 die
molekulargenetische Bestimmung des Entwicklungsstandes der Tumor-B-Zdlen durchaus auch
wichtige Informationen fir die Wahl der Thergpie haben kann. Dieses Beispid zeigt auch, dal3
Tumorklone, die aus einer naiven B-Zelle entstanden waren, schlechter mit Chemotherapie behandelt
werden komten und die betroffenen Personen eine weltaus geringere Lebenserwartung hatten, s
die Patienten deren Tumoren aus Postkel mzentrums-B-Zdlen hervorgingen. Daher konnte in Zukunft
auch be den niedrig-mdignen MALT-Typ Lymphomen die Information thergpiebeainflussend sein,
ob die Klonalitét, das Vorhandensain von intraklonalen Variationen und der Translokation t(11;18)
in Korrdaion zum Krankhatsverlauf des Lymphompatienten und seinen Thergpiearfolg nech
Eradikationsbehandiung sehen. Vidlecht ist es auch bel den hier untersuchten Lymphomen moglich,
basierend auf den molekularen Unterschieden der einzelnen Tumoren, unterschiedliche Behandlungs-
drategien zu entwickeln, die es erméglichen die Krankhet weitaus differenzierter und abhéngig vom
molekularen Status zu behandeln.
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5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Material

5.1.1 Enzyme, Chemikalien und Ger ate

5.1.1.1 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Biozym
(Oldendorf), Boehringer (Mannheim), GIBCO BRL (Eggengtein), MBI Fermentas (St. Leon-Rot),
New England Biolabs (Schwabach), Promega (Mannheim) und Stratagene (Amsterdam) bezogen.

5.1.1.2 Chemikalien

Die vewendeten Chemikdien wurden von den Frmen Bio-Rad (Munchen), Boehringer
(Mannhem), Merck (Darmstadt), Roth GmbH (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich
(Deisenhofen) gdliefert.

Die Medienbestandteile fir molekularbiol ogische Methoden wurden von GIBCO BRL (Eggenstein)
bezogen. Die Firma Linaris (Bettingen am Main) lieferte RPMI, Seramin, Gentamycin und Ficoll.

5.1.1.3 Antikorper

Die Antikérper fir ELISA-, FACS- und Western-Blot- Andysen wurden von folgenden Firmen
bezogen: Becton Dickinson (Heideberg), Dako (Hamburg), Pharmingen (San Diego, USA).
Magnetische Beads gekoppet mit Antikorpern zur Zelldepletion wurden von der Firma Dynd (Od o)
bezogen.

5.1.1.4 Arbetsgerateund Hilfsmittel

Elektrophoreseapparatur GNA100 und GNAZ200, Powersupply EPS 200 und GPS200/400
Blotapparatur Novablot: Amersham-Pharmacia-Biotech  (Freiburg); Minigd-Twin: Biometra
(Géttingen); PCR-Maschine Touch Down: Hybaid (Heidelberg); Gene Amp 2400: Perkin Bmer
(Langen); Zentrifugen: Eppendorf (Hamburg); Heraeus (Hanau); Beckman (M tnchen); Mikroskope:
Zeiss (Jena); Spektrometer: Kontron; FACScarf (Argonlaser, 488nm) mit der dazugehdrigen
Software LYSIS II: Becton Dickinson (Heidelberg); Vidoesuswverteeinhet: MWG (Ebersberg);
UV-Schirm UVT 20M/W: Herolab;
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Protran/Nitrocdlulose- Trandfermembran: Schleicher und Schuel (Dassd); BiomaxMR: Kodak
(New York); 3MM Chromatographiepapier: Whatman (Madstone, England); GenElute® Minus
EtBr: Supelco (Bdlefonte, USA); Spritzen und Kantlen: Becton Dickinson (Heidelberg und Terumo,
Leuven, Bdgien); Insulingoritzen: OmniconO 80, Braun, (M sungen);

5.1.1.5 Allgemeine Puffer und L ésungen

Low TE 10 mM TrigHCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA

10x TBE 3 mM Tris 20 mM EDTA; 05 M Borsaure

10 x MOPS 400 mM MOPS; 1 mM Na-Acetat; 100 MM EDTA

Auftragspuffer (netiv) 50% Sucrose;, 01mM  EDTA, pH80;, 01%
Bromphenolblau; 0,1 % Xylencyanol FF

Auftragspuffer (denaturierend)

fur RNA-Gde 10 m 10 x MOPS; 10 m Formadehyd; 50 m Formamid; 10 m

nativer Auftragspuffer; 1 m Ethidiumbromid

PBS 89/l NaCl; 029/l KCl; 1,15¢g/1 NaHPO,xH,O; 0,2dl
KH2PO4 ngﬁ in Hzo
FACS-Puffer 1xPBS mit 0,01% NaN; (w/v); Losung durch 0,1 nm

Nitrozdlulosemembran filtriert

FACS-Farbepuffer FACS-Puffer mit 0,5 % (w/v) BSA
Citratpuffer 7,15 g/l Citronensdure, 177,99 g/l NasHPO, x 2H,0O
EDTA-Puffer 0,2g! EDTA; 8¢/l NaCl; 02¢g/l KCl; 1,15¢l NaHPO,x

H,0; 0,2 g/l KH,PO, gdlést in H,0; pH7,1 - 7,3

Ethidiumbromid 40 mg/ml inH,O; 40 M ad 21 0,5 x TBE
Trypanblau 5 g/l Trypanblau, 9 g/l NaCl gelost in H,O
X-Gd 1 mg X-Gd in 50 m Dimethylformamid
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Ampidllin 50 mg/ml in HO

Gentamycin 10 mg/ml in H,O

G418/Neomycin 50 mg/ml in H,O

lonomycin 0,5 mg/ml

TPA 1 mgml

SuperfectO (Qiagen, Hilden) 3mgml

RNAse A-Lésung

Ponceau Stockldsung

Bradford-Reagenz (Bio-Rad)

BSA

20 mg/ml, thermostabile RNAsen 30 min kochen

0,5 g Ponceaur S, 1 ml Essigsaure, ad 100 ml H,O;

wird vor Gebrauch 1:10 mit H,O verdiinnt

100 mg Coomesse brillat blue G-250; 30mg SDS; 50ml
96 % EtOH; ad 200 ml H,O; wird vor Gebrauch 1:5 mit HO

verdinnt

1 mym in H,0

5.1.1.6 Nahrmedien fir Bakterien

Millers’ LB-Boullion Bass
LB-Agar

SOB-Medium

SOC-Medium

10 g/l SdectPepton (GIBCO BRL, Eggengtein);

5 g/l Hefeextrakt; 10 g/l NaCl

LB-Medium mit 1,2% Agar (W/v)

LB-Medium mit 200 ng/ml Ampidllin

209/l Trypton; 59/l Hefeextrakt; 059/ NaCl ad 1 H)0O;
autoklavieren; Zugabe von je 10 ml gerilem 1M MgCl, und

1M MgSO,

2 ml gerile 20 % (w/iv) Glucose ad 100 ml SOB-Medium

5.1.1.7 Nahrmedien fur eukaryontische Zellen

Grundmedium
G418-Sdektionsmedium

RPMI mit 10 % Seramin und 60 ng/ml Gentamycdin
Grundmedium mit 300 ng/ml oder 400 ng/ml G418
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5.1.2 Plasmide und Oligonukleotide

5.1.2.1 Plasmide

Fur die Klonierungen wurde der Vektor pCR-Script von Stratagene (Amsterdam) verwendet. Fir
die Transfektion der eukaryontischen Zdlinie Ltk /huCD40-L/huCD32 wurde der Vektor pClI-NEO
von Promega (Mannhem) eingesetzt. Beide Plasmide tragen eine Ampicillinresistenz. Der Vektor
pCI-NEO trégt zusitzlich noch ene Neomycinresstenz ds Sdektionsmarker in eukaryontischen
Zdlen.

5.1.2.2 Oligonuklectide

Alle Oligonukleotide wurden in Auftragssynthese von der Firma MWG Biotech (Ebersberg)
hergestdIt und bezogen.

Universaprimer:

M13-REV
M13-UNI

T3

-
T3-pCI-NEO
T7-pCI-NEO

5.1.3 Bakterienstamme, Primarzelen und Zdlinie

5.1.3.1 Bakteriengdmme

In dieser Arbeit wurden folgende Stdmme der Spezies Escherichia coli verwendet: DH5a

(Woodcock, 1989); XL1-Blue MRF (Stratagene, Amsterdam).

5.1.3.2 Primérzellen
normae Lymphozyten
PBL

Buffycoat

Tongdlle



102 Materia und Methoden

Priméres Lymphommeaterid:

Tabele 12: Verwendetes Probenmaterial.

Fall Fall-Nr. L okalisation Diagnose Stadium t(11;18)(921;921) lg-Typ
#1 H705/93 Magen niedrig-maligne El2 nein M, k
#2 20867/93 Magen niedrig-maligne Elll n.d. M, |
#3 H6538/96 Magen niedrig-maligne El2 ja M, k
#4 H6006/95 Magen niedrig-maligne El2 nein M, k
#5 20401/91 Magen niedrig-maligne Ell nein M, k
#10 4236/95 Magen niedrig-maligne El2 nein M, k
#11 H4886/95 Magen niedrig-maligne Elll ja M, k
#13 H1851/95 | Schilddriise | niedrig-maligne n.d. ja M, |
#14 H4364/94 Magen niedrig-maligne Elll ja M, |
#15 H5690/95 Magen niedrig-maligne El2 nein M, k
#16 H1800/95 Magen niedrig-maligne Ell ja 21
#17 24211/91 Magen niedrig-maligne Ell ja M, k
#18 H4145/91 Lunge niedrig-maligne n.d. ja Al
#19 H3302/88 Lunge niedrig-maligne n.d. ja M, |
#20 3682/94 Schilddriise | niedrig-maligne n.d. (nein) M, k
#21 22903/96 Magen niedrig-maligne El2 (nein) M, k
#22 H1608/95 Magen niedrig-maligne El2 ja M, k
#23 H3976/92 Magen niedrig-maligne Elll nein M, k
#24 H1689/94 | Speicheldriise | niedrig-maligne n.d. ja M, k
#12 1020/95 Magen Gadtritis - n.d. -
#6 H6031/94 Magen hoch-maligne Ell1 n.d. M, k
#7 H4365/94 Magen hoch-mdigne Elll n.d. M, k
#8 H5030/94 Magen hoch-maligne El2 n.d. M, k
#9 H4997/94 Magen hoch-maligne El2 n.d. M, k

Stadium nach Musshoff (1977)
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5.1.3.3 Zdlinien

Ltk /huCD32; Ltk /huCD40-L/huCD32; Ltk /muFas-L
Jurkat
C8166

5.1.34 Antikérper fir FACS-Analysen

anti-CD19 p 37,sgma aNti-K kp.53,sigmas &Nl Hpsosa.sima @Nti-CD3 ycpt-1,5igma @Nti-CD14 | aym3,
Becton Dickinson; aNti-CD40 mapse 2% anti-CD4 g gags, sigma @ti-CD8 rgos, pako; anti-CD38 wrcpasos,
mepac; ati-1gD (2768, sigma ANt-IgM pgzes, sigma aNti-CD25 rg11, pako; anti-CD69 gp 347823, Becton

Dickinson;

Alle Antikorper waren direkt konjungiert mit FITC, PE oder Tricolor/QR.

5.1.3.5 Antikdrper fir immunhistochemische Farbungen

Fur Immunperoxidaseférbungen wurden folgende Antikorper von DAK O (Deutschland) verwendet:
anti-Kaninchen, - Ratte und -Maus.

Fur die APAAP-Farbung des humanen CD40-Liganden wurde der Maus-anti-human Antikorper
TRAPvon RA Krozcek (Berlin) verwendet.

Weitere immunhistochemische Farbungen wurden mit  folgenden  Antikdrpern  durchgeftinrt:
Kaninchenanti-human Fas-Ligand (SC-834-G, Santa Cruz, USA), Ratte-anti-humen IL-2 (MQ1-
17H12, Pharmingen, Deutschland), Maus-anti-human 1L-10 (Mab 2,17; R&D Systems,
Deutschland), Ratte-anti-humen 1L-13 (JES10-5A2, Pharmingen, Deutschland) und TGFb;
(BM$4435, Boehringer Mannheim, Deutschland).

5.1.3.6 Antikorper fur Western-Blot-Analysen

Fur Western-Blot-Andysen wurden folgende Antikorper verwendet: Maus-anti-huCD40-Ligand
(TRAP, RA Krozcek, Berlin), Maus-anti- huFas-Ligand (Klon G247-4; Pharmingen, Deutschland).

5.1.3.7 Antikorper zur Zelldepletion

Entweder wurden Zdlen mit magnetischen Beads von Dynd (Deutschland), die schon mit den
entsprechenden Antikorpern gekoppelt waren, depletiert. Oder aber unkonjungierte Beads konnten
mit beliebigen Antikorpern gekoppelt werden. Hierbei wurden die beiden Antikorper CD38" (clone
ACT 13.5, Serotec, Deutschland) und IgD* (clone HJ9, Sigma, Deutschland) verwendet.
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5.1.4 GrofRRenstandard

Als Grofienstandards fur DNA-Agarosegele wurden eine 123 bp Leiter (GIBCO BRL, Eggengtein)
und Lambda DNA, hydrolyset mit dem Redriktionsenzym Cla, verwendet. Die verwendete
Lambda DNA (NEB, Schwalbach) hat ein Molekulargewicht von 31,5x 10° Da und umfal
48502 bp. Nach der Hydrolyse mit Cla ergaben dch Banden mit folgender Grole
11385/10496 bp; 6262 bp; 4398/4198 bp; 3673 bp; 2614 bp; 1915 bp; 1804 bp; 1704 bp;
1112 bp; 937 bp; 657 bp; 537 bp; 352 bp.

Rainbowmarker von der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) wurde as Grofenstandard
fur SDS-Proteingde verwendet. Die farbigen Banden entsprechen folgenden Proteingréi3en: blau:
250 kD, rot: 160 kD, grtin: 105 kD, gelb: 75 kD, violett: 50 kD, blau: 35 kD, orange: 30 kD, grun:
25 kD, blau: 15 kD, rot: 10 kD.
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5.2 Methoden

5.2.1 Molekularbiologische M ethoden

5.2.1.1 Kultivierung von prokaryontischen Zellen

5.2.1.1.1 Fest-und Flussigkultur von Bakterienstdmmen

Mit ener ausgeglihten Impfése wurde aus dem gefrorenen Bakterienglycerolstock etwas
ZdImaterid entnommen und mit eénem Dredsenaussrich auf eine LB-Platte Uberimpft. Die Platte
wurde UN bei 37°C bebriitet.

Fir eine 250 ml UN-Suspensionskultur von Bakterien wurde mit einer ausgegliihten Impfose éine
einzelne Kolonie in LB-Medium Uberfihrt. Fir eine 3ml UN-Kultur einer Minipréparation von

Plasmid-DNA wurde eine Bakterienkolonie mit enem sterilen Zahnstocher berimpft.

5.2.1.1.2 Dauerkulturen von Bakterien

Fur Langzeitlagerung von Bakterienklonen wurden 800 m UN-Kultur mit 200 mi 50 % Glycerin
gemischt und bel -80°C gelagert.

5.2.1.2 DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe

Am Kryostaten wurden 30 bis 40 Schnitte mit 10 mm Dicke vom Gefrierblock abgeraspet und in
énem auf -20°C gekihlten 50 ml Facon-Rohrchen gesammet. Die Gewebeschnitte wurden in
50 ml 1x PBS aufgenommen, gewaschen und bei 1720 x g zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde
mit 20m 1 x PBS wiederholt. Das Pellet wurde in 45m 1xTNE (10x TNE: 10 mM Tris,
pH 7,5, 10 mM NaCl; 1mM EDTA), 250 m 10 % SDS und 2,5 mg Proteinase K (10 mg/ml)
resuspendiert, in en 15 ml Facon-Rohrchen Uberfiihrt und UN bei 37°C inkubiert. Nach dem
Proteinase K-Verdau wurde der Ansatz 3 x mit Phenol, 1x mit Phenol/Chloroform und 1x mit
Chlorofornvlsoamylakohol extrahiert. Daraufhin erfolgte die Félung der genomischen DNA mit Na
Acetat/Isopropanol 1hbe -80°C. Nach der Falung wurde 30 min ba 3430 x g zentrifugiert. Das
Pdlet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und 20 min bel RT getrocknet. Resuspendiert wurde die
genomische DNA in gterilem H,O.



106 Materia und Methoden

5.2.1.3 DNA-Isolierung aus eukaryontischen Zellen

RSB-Puffer 10 mM TrigHCI, pH 7,4
10 mM NaCl
3 mM MgCl,

TENS 100 mM Trig/HCl, pH 8,0
40 mM EDTA, pH 8,0
200 mM NaCl
1% SDS
50 ng/ml Proteinase K

1x10° bis 1x 10°® Zdlen wurden in 1ml eiskatem PBS resuspendiert und 10s bei 15800 x g
pelletiert. Dieser VVorgang wurde nochmals wiederholt. Danach wurde das Zdlpdllet in 400 m RSB-
Puffer mit 0,5 % Tritionx 100 vermischt und 4min auf Eis gestdlt. Nach der Zdllyse wurden die
Zdlkerne 10 s bai 15800 x g abzentrifugiert und mit 200 m RSB-Puffer gewaschen. Zum Kernpellet
wurden daraufhin 400 m RSB-Puffer, versetzt mit 25 ng/ml RNAse, gegeben und die Lésung 1h
bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurden der Losung 400m TENS mit 40 ng Proteinase K
zugegeben und UN bei 37°C inkubiert. Nach dem Proteinase K-Verdau wurden 220 m 5 M NaCl
hinzupipettiert. Der Ansatz wurde 30 s gevortext und damn 10 min bel 400 x g zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde noch zweima wiederholt. Die genomische DNA wurde mit 2 VVolumen 96 % EtOH
bei 15800 x g 20 min gefdlt, mit 70 % EtOH gewaschen und in 10 - 20 m Low TE aufgenommen.
Aus 1 x 10° eukaryontischen Zellen gewinnt man ca. 5 g genomische DNA.

5.2.1.4 Phenal-, Chloroform-Isoamylalkohol (CIA), Chlorofor mextraktion

Zur Aufreinigung ener DNA-hdtigen Lésung wurde diese mit dem gleichen Volumen Phenal,
Chloroform oder doppelten Volumen Chloroform-Isoamylakohol (CIA) (24:1) versetzt und 30's
gevortext. Durch 5min Zentrifugation (15000 x g) bel RT wurde die Emulson wieder in ihre Phasen
getrennt. Die obere, aguatische Phase enthdt die zu isolierende DNA. Diese wurde in ein neues Cap
uberfuhrt.
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5.2.1.5 DNA-Fdlung

DNA wurde je nach Bedarf an Quaitét oder Quantitét nach drei unterschiedlichen Methoden gefallt.
Sollte die DNA mdglichg rein sain und einen geringen Antell an enwertigen Sdzen enthdten, 0
wurde mit doppeltem Volumen 96 % Ethanol bei -20°C, 30 min gefdlt. Wurde mehr Wert auf
Quantitét ds auf Qualitét bei der DNA-Fallung gdegt, so efolgte eine Isopropanolfdlung (1/10
Volumen 5M NaAcetat + 1 Volumen Isopropanol; 30 min, -20°C). Bel beiden Fdlungen wurde
anschliel?end 30 min bel 15 800 x g, RT, zentrifugiert. Eine dritte Methode der Fallung sdlte die
Ammoniumeacetatfalung dar. Hier wurde die DNA-hdtige Lésung mit 1 Volumen NH,-Acetat (4°C)
+ 2 Volumen 96 % Ethanol (RT) versetzt und sofort 30 min ba max. Geschwindigkeit in ener
Eppifuge zentrifugiert.

Das DNA-Pdlet wurde je nach Bedarf in sterilem H,O oder Low TE gel6<t.

5.2.1.6 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Extinktion der DNA-LGsung wurde bel ener Wdlenldnge von 260 nm bestimmt und die
Konzentration nach folgender Formel berechnet:
OD 6 X Verdunnungsfaktor x 50 my/ml = mg DNA/mI

5.2.1.7 RNA-Isolation aus gefrorenem Gewebe (Chomczynski, 1987)

Gefriermateria wurde im Kryodaten in 10 mm dicken Schnitten geraspelt. Pro RNA-Isolierung
wurden rund 30 bis 40 Schnitte verwendet. Diese wurden in 1000 m TRIZOL® (GIBCO BRL,
Eggengtein) aufgenommen und auf Eis gestdlt. Zur Homogeniserung des Gewebes wurde mit
unterschiedlich starken Kantlen und 1 ml Spritzen geschert. Das Gewebe mulde nach Beendigung
30 homogen sain, dal3 es problemlos durch eine Insulinkantile aufgezogen werden konnte.

Daraufhin wurden pro Ansatz 10 ng ener Glykogenldsung (20 mg/ml) hinzugegeben und der Ansatz
2- 3min ba RT inkubiert. Es folgte eine Zugabe von 200 m Chloroform und 30 s vortexen.
Daraufhin wurde bel 4°C und 10000 x g 15 min zentrifugiert. Die obere wél¥ige Phase wurde in ein
neues Cgp Uberfihrt und mit 500 m Isopropanol versetzt. Die Falung der Gesamt-RNA erfolgte
10 min be RT und ener anschlief¥ender Zentrifugetion wie im vorherigen Schritt. Das RNA-Pellet
wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und im Heizblock bei 65°C 10 min getrocknet. Die RNA wurde
mit 30 M DEPC-Wasser versetzt, 10 min bei 65°C inkubiert und 30 s gevortext. Die Aufbewahrung
der RNA erfolgte bel -80°C.
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52.1.8 RNA-Gel

Fur en 50 ml RNA-Ge wurden 0,759 Agarose in 36,3 ml DEPC-H,O aufgekocht und der
Volumenverlust nach dem Aufkochen mit DECP-H,O ausgeglichen. Der fllissgen Agarose wurden
daraufhin noch 8,7 ml Formadehyd und 5 ml 10 x MOPS RNAse-frel zugemischt.

Von der zu andyderenden Gesamt-RNA wurden 2 m mit jewels 8 m Denaturierungspuffer
vermischt, 15 min auf 65°C inkubiert, danach kurz auf Eis gestellt und dann auf das Gl aufgetragen.
Der Laufpuffer bestand aus 1 x MOPS.

5.2.1.9 Konzentrationsbestimmung der RNA

Die RNA-Konzentration wurde Uber die Extinktion bel einer Welenlénge von 260 nm mit folgender
Formel berechnet:
OD 6 X Verduinngsfaktor x 40 mg/ml = mg RNA/m.

5.2.1.10 Synthese von cDNA

Die RNA wurde aufgetaut und 10 min bel 65°C inkubiert und gevortext. Fir eine cDNA- Synthese
wurde folgender Ansatz pipettiert:

5m gRNA (1 ny)
2 m Oligo-dT;s (1 ng/m)
1 m Random:Primer (50 nM)

Der Ansatz wurde 10 min bel 65°C inkubiert und dann auf Eis gestelt. Folgende Chemikdien
wurden pro Ansatz hinzupipettiert:

55m H,0

5 m 5 x Firg- Strand- Puffer

25m 100 mM DTT

2.5m 10 mM (jedes 10 mM) dNTPs

0.8 m RNASIn® (40000 U/ml) (PROMEGA, Mannheim)

1.0 M mMLV-RT (200 U/ml)

Esfolgte eine 70-mindtige Inkubation bel 37°C.
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Danach wurde der Resktionsansatz fir 4 min auf 98°C erhitzt, zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase und anschlief3end auf Eis gestellt.

5.2.1.11 Standard-Polymer asekettenreaktion (PCR) - Ansatz mit cDNA alsTemplate

1-2m cDNA

2,5 m 10 x PCR-Puffer ohne MgCl,

1,0- 3,0 m 25 mM MgCl,

0,5m 10 mM dNTPs (jedesdNTP 2,5 mM)
0,5 m 20pmol FORWARD-Primer

0,5 m 20pmol REVERSE-Primer

0,1 m Tag-Polymerase (5 U/m)

ad 25 m H,0O

5.2.1.12 Prinzip der Optimierung ener PCR

Ba da Vewendung von neuen Primepaaen wurden dandardm@dg zu Beginn de
Reaktionsbedingungen der PCR optimiert. Die dDNA von gimulierten PBLs (Sehe 5.2.3.9) wurde
ds Template fur die Amplifikation eingesetzt. Der Resktionsansatz wurde, wie unter 5.2.1.11
beschrieben pipettiert und die MgCh-Endkonzentration von 0,5 mM bis 3,5 mM in 0,5-er Schritten
ausgetestet. Zudem wurde mit einer Annedingtemperatur, die 5°C unter der nach folgender Forme
berechneten Primerschmel ztemperatur lag, begonnen:

Tu=4x(G+C)+2x(A+T)
Ergab die gewahlte Annedlingtemperatur kein zufriedenstellendes Ergebnis, so wurde se tellweise bis
zur errechneten Schmel ztemperatur der jewelligen Primer erhoht.

5.2.1.13 GAPDH - PCR zur Qualitatskontrolle der cDNA-Synthese

Die Quditét der zu verwendenden cDNA wurde tUber eine GAPDH-spezifische PCR kontralliert.
Folgender Ansatz wurde standardméal3ig verwendet:

1 m cDNA

2,5 m 10 x PCR-Puffer ohne MgCh

2,0m 25 mM MgCh,

0,5m 10 mM dNTPs (each dNTP 2,5 mM)
0,5 m 20pmol GAPDH-FOR

0,5 m 20pmol GAPDH-REV
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0,1 m Tag-Polymerase (5U/m)
17,9 M H,O
Die PCR efolgte in der PCR-Maschine Touch Down von Hybaid (Heidelberg) unter der Funktion
Tube Control:
94°C, 1 min
(94°C, 15s/65°C, 15s/ 72°C, 1 min) x 25
72°C, 2min
4°C, ¥

5.2.1.14 Quantifizierung der cDNA-Menge anhand einer GAPDH-PCR

Um fir nachfolgende semiquantitetive PCRs die cDNA-Mengen aufeinander einzustellen, wurden
bel der GAPDH-PCR nach 20, 22 und 24 Zyklen jeweils 7 m des PCR- Ansatzes entnommen und
Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Die Bandenintensitéten wurden visuell miteinander verdichen und
durch Titration der eingesetzten cDNA-Menge aufeinander abgestimmt. Die erhdtenen GAPDH-
Banden sollten nach erfolgtem Mengenabgleich dle die gleiche Intengtét aufweisen.

5.2.1.15 CDR3-PCR

Zur Amplifikation der CDR3-Region der schweren Immunglobulinkette wurde an cDNA oder
genomischer DNA folgende PCR durchgefirt:

1 m cDNA
2,5 m 10 x PCR-Puffer ohne MgCl,
1,5m 25 mM MgCh,
0,5m 10 mM dNTPs (each dNTP 2,5 mM)
0,5 m 20pmoal Vy-cons-FOR
0,5 m 20pmoal J;-cons-REV
0,1 m Tag-Polymerase (5U/m)
17,9 M H,O

Die PCR efolgte in der PCR-Maschine Touch Down von Hybaid (Heidelberg) unter der Funktion
Tube Contral:
94°C, 1 min
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(94°C, 15s/62°C, 158/ 72°C, 20 ) x 40
72°C, 4 min
4°C, ¥

5.2.1.16 Vy-FamilienPCR

Zur Amplifikation der jewelligen falpezfischen V- Familie der schweren Immunglobulinkette wurde
der tumorspezifische Primer mit jedem der sechs Viy-Familienprimer kombiniert und ene RT-PCR
durchgefihrt:
1 m cDNA
2,5 m 10 x PCR-Puffer ohne MgCl,
1,5m 25 mM MgChL
0,5m 10 mM dNTPs (each dNTP 2,5 mM)
0,5 m 20pmol V441(/2/3/4/5/6)-FOR
0,5 m 20pmol Tumorprimer-REV
0,1 m Tag-Polymerase (5U/m)
17,9 m H,0O
Konnte kein tumorspezifischer Primer ermittelt werden, so wurde gatt dessen ein Gemisch aus
Konsensusprimern fir die J;-Region verwendet. Die Primer J4(1-5)+6-REV und J,6 lagenin enem
Mischungsverhdtnis von 5:1 vor.
Die PCR efolgte in der PCR-Maschine Touch Down von Hybad (Heidelberg) unter der Funktion
Tube Control:
94°C, 1 min
(94°C, 15s/61°C, 155/ 72°C, 30 5) x 40
72°C,4min
4°C, ¥
Die angegebene Annedlingtemperatur von 61°C wurde bel den Primern V3 1/2/5/6-FOR verwendet.
Ba Vu3- und Vp4-FOR wurde die Temperatur auf 65°C erhdht. Lag die errechnete
Schmeztemperatur des tumorspezifischen Primers unterhalb der angegebenen Temperaturen, so
wurde die Annealingtemperatur dem Reverseprimer angepass.
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5.2.1.17 Aufreinigung von DNA-Fragmenten tGber ein Agar osegel

5.2.1.17.1 Aufreinigung uber GenElute® Minus EtBr (Supelco; Bellefonte, USA)

Das gewiinschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten und auf eine Saule, die
vorab mit 100 m LowTE equilibriert worden war, geladen und dann 10 min be 10000 x g
zentrifugiert. Die DNA wurde durch Ammoniumecetatfallung aus dem Eluat gewonnen. Das mit
70 % EtOH gewaschene und getrocknete Pellet wurde in 12 m H,O aufgenommen.

5.2.1.17.2 Aufreinigung mittels Gelase (Biozym, Oldendorf)

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten mit Hilfe von Gelase (b-Agarase) erfolgte aus einem 2-
3,5 % LMP-Gd. Hierfur wurde die DNA aus dem Gel ausgeschnitten und das Gelstiick gewogen.
Pro 10 mg Gd wurden 30 m 1 x Gelasepuffer zugegeben und 1h ba RT inkubiert. Der Puffer
wurde danach vorgchtig abpipettiet und das Gedslick bet 70°C 5min im Thermoblock
geschmolzen. Die flissge LMP-Agarose wurde auf 45°C abgekihlt und 1 U Gease/600 mg 1%
LMP-Gd zupipettiert. Die Lésung wurde fir 16 h in der PCR-Maschine konstant auf 45°C
gehdten. Anschlieleend wurde ene Ammoniumecetatfdlung mit dem aufgereinigten Fragment
durchgefiihrt. Das Pelet wurde mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in 12 ml H,O

aufgenommen.

5.2.1.18 , Bluntenden* von PCR-Fragmenten

Da die verwendete Tag-Polymerase Poly-A-Uberhdange an den Enden von PCR-Fragmenten
produziert, mulden dle Fragmente, die zur Klonierung eingesetzt werden sollten, vor der Ligation
»gebluntended” werden. Dies erfolgte nach folgendem Ansatz:

10 m PCR-Fragment in H,O gel6st
1 m 10 mM dNTP-Mix (jedes 2,5 mM)
1,3 m 10 x Pfu DNA-Polymerase- Puffer
1 m Pfu DNA-Polymerase (0,5 U)

Die bluntend-Resktion wurde 30 min be 72°C in der PCR-Maschine mit beheztem Deckd
inkubiert. Das behandelte PCR-Fragment wurde bel 4°C gelagert.
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5.2.1.19 Ligation von DNA-Fragmenten

5.2.1.19.1 Bluntend-L igation

Die bluntend-Ligation eines PCR-Produkts erfolgte mit dem Klonierungskit PCR-Script® Amp
Cloning Kit von Stratagene (Amsterdam) nach folgendem Ansaiz:

1 m pPCR-Script Amp SK(+) Klonierungsvektor (10 ng/mi)
1 m 10 x PCR- Script- Resktionspuffer
0,5m 10 mM rATP
4 m bluntend-PCR-Fragment (mind. 40 x Uberschul3 zum
Vektor)
1 m Sfl Redtriktionsendonuklease (5 U/m)
1 m T4 DNA-Ligase (4 U/m)
1,5m HO

Die Ligation wurde fir 1 h bei RT inkubiert und danach fir 10 min auf 65°C erhitzt, um die
engesatzten Enzyme zu inaktivieren.

5.2.1.19.2 Sticky-end-L igation

Fur eine ,, sticky-end” - Ligation wurden der verwendete Vektor und das zu klonierende Fragment mit
densdben Redtriktionsenzymen verdaut und Uber en Agarosegel aufgereinigt. Die nach der
Aufreinigung erhadtenen DNA- K onzentrationen wurden visudl mit Hilfe eines Agarosegd's bestimmt.
Prinzipiell lag das zu klonierende Fragment mindestens im 10 x UberschuR zum Vektor im
Ligationsansatz vor.

1 m Vektor (500 ng/m) verdaut mit Restriktionsenzym X
2 m 10 x Ligasepuffer
10 m Fragment (5 ng) verdaut mit Restriktionsenzym X
1 m T4-Ligase
6 m H,O

Der Ligationsansatz wurde UN bei 16°C im HO-Bad inkubiert. Zur Inaktivierung der T4-Ligase
wurde die Ligation 10 min auf 65°C erhitzt.
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5.2.1.20 Transformation von Plasmid-DNA in kompetenteE. colis

Die zu trandformierenden E. colis wurden auf Eis aufgetaut und 40 m in en vorgekihltes 15 ml
Falcon-Rohrchen Uberfihrt. Zu den kompetenten Bakterien wurden 0,7 m b-ME pipettiert und
vorschtig gemischt. Die Losung wurde daraufhin 10 min auf Eis inkubiert und nach je 2 min
nochmals vorgchtig gemischt. Danach wurden die 10 mi Ligationsansatz zupipettiert und es erfolgte
eine 30-minttige Inkubation auf Eis. Der Transformationsansatz wurde dann fir 45sin ein 42°C
Wasserbad und danach nochmas auf Eis gestellt. Nach 2 min wurden 450 ml 42°C warmes SOC-
Medium hinzugegeben und die Bakteriensuspenson 1h be 37°C und 250 rpm geschiittelt. Der
Transformationsansaiz wurde beim Ausplattieren auf zwel LB-Amp-Platten, die mit X-Gal versetzt
waren, augplattiert. IPTG zur Induktion des b-Galactos dase-Promotors wurde nicht hinzugegeben,
da erfahrungsgemé ohne Induktion mit IPTG ene bessere Blau- W3- Sdektion moglich war.

5.2.1.21 Minipraparation von Plasmid-DNA ausE. coli
GET 50 mM Glucose

10 mM EDTA, pH 8,0
25 mM Tris, pH 8,0

Lysspuffer 0,2M NaOH
1% SDS
3 M K-Acetat 3 M KdiunV5M Acetat, pH 4,8

Zur Minipraparation von Plasmid-DNA wurden 1,5 ml aus éiner 3ml UN-Kultur entnommen und
bei 5000 x g 5min pelletiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 m GET aufgenommen und mit dem
Vortexer resuspendiert. Darauthin erfolgte die Zugabe von 200 ni Lysspuffer, die erhatene Lésung
wurde 5x invertiert und fir 5min auf Eis gestdlt. Nach Beendigung der Inkubation wurden 150 mi
3M K-Acetat hinzugegeben, die Lésung vorgchtig gemischt und nochmals Smin auf Eis gestdlt.
Danach erfolgte eine 5min Zentrifugation bel 15800 x g und der erhdtene Uberstand wurde in ein
neues Cap Uberfuhrt. Durch Zugabe von 700 m 96 % EtOH und 5 min Zentrifugation bel 15800 x g
wurde die Plasmid-DNA be RT gefdlt. Das DNA-Pdlet wurde anschlief3end mit 300 m 70 %
EtOH gewaschen und 5min bal 65°C im Thermoblock getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde in je
40 m LowTE mit 20 ng/ml RNAse gel6<t.
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5.2.1.22 Maxipraparation von Plasmid-DNA ausE. coli

Die Methode der Maxiprgparation wurde mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit der Firma Qiagen
(Hilden) durchgeftinrt.

Puffer 1 (Resuspensiongputfer): 50 mM TrigHCl, pH 8,0
10 mM EDTA
100 ng/ml RNase A

Puffer 2 (Lysispuffer): 200 mM NaOH

1% SDS
Puffer 3 (Neutrdisationspuffer): 3,0 M NaAcetat, pH 5,5
Puffer QBT (Equilibrierungspuffer): 750 mM NaCl

50 mM MOPS, pH 7,0
15% I sopropanol

0,15% Tritona X-100

Puffer QC (Waschpuffer): 1,0 NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15% Isopropanol

Puffer QF (Elutionspuffer): 1,25 NaCl
50 mM TrigHCl, pH 8,5

15% I sopropanol

Puffer QN (Elutionspuffer): 1,6 NaCl
50 mM MOPS, pH 7,0

15% I sopropanol

STE: 100 mM NaCl
10 mM TrigHCI, pH 8,0
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1 mM EDTA
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Aus einer Bakterienkolonie wurde eine 5ml LBam,-Tagkultur angeimpft und bei 37°C geschiittelt.
Mit der Tagkultur wurde dann eine 100 ml UN-Kultur angeimpft und ebenfalls bei 37°C inkubiert.
Die Bakterienkultur wurde am néchsten Morgen bei 5000 x g pelletiert und das Pdllet in 10 ml Puffer
1 resuspendiert. Zu der Losung wurden dann 10 ml Puffer 2 ba RT vorschtig hinzugegeben, einige
Mae behutsam invertiet und 5 min ba RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde 10 ml eskater
Puffer 3 zupipettiert, die Lésung vordchtig gemischt und sofort auf die mitgelieferte, unten
verschlossene Filterspritze gegeben. Die Losung inkubierte 10 min bel RT und wurde dann durch die
Soritze filtriert. Das erhdtene Filtrat wurde mit 2,5 ml EndoFree-Puffer versetzt und 30 min auf Eis
gestelt. Wéhrend der Inkubationszeit wurde die DNA-Aufranigungsstule mit 10 ml Puffer QBT
equilibriert. Danach wurde die gekiihite DNA-LGsung Uber die Saule gegeben. Das Prinzip der
Saule bestand darin, dal? die DNA am Saulenmaterid gebunden wurde und die restlichen
Begtandteile der Losung ungehindert die Saule passerten. Die Saule wurde daraufhin 2 x mit Puffer
QC gewaschen und dann die DNA mit 15 ml Puffer QN wieder duiert. Gefdlt wurde die Plasmid-
DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol bel RT und ener anschliel¥enden Zentrifugation von
30 min, bei 15000 x g und 4°C. Das erhdtene Pdlet wurde mit 70% EtOH gewaschen, nochmals
zentrifugiert und 10 min luftgetrocknet. Je nach Grofe des Pdlets wurde die Plasmid-DNA in
unterschiedlichen Volumina Low TE aufgenommen und resuspendiert.

5.2.1.23 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

FUr einen Redtriktionsverdau von Plasmid-DNA aus einer Minipréparation wurden 3 m eines 40 mi
Ansatzes verwendet. Folgender Standardansatz pro Restriktionsverdau wurde pipettiert:

3 m Pasnid-DNA

1 m 10 x Puffer der verwendeten Restriktionsendonuklease
1 Unit Redtriktionsenzym

xmH,Oad 10 m

Der Redtriktionsverdau erfolgte 1,5 h bel 37°C im Inkubator.
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5.2.1.24 Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Gelelektrophorese

DNA-Fragmente > 80 bp wurden Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Standardmédig erfolgte die
Auftrennung Uber en 2%iges Agarosegd. Als Laufpuffer wurde 05x TBE mit 0,8 ng/ml
Ethidiumbromid verwendet. Die Elektrophorese erfolgte 2h bel 130 V. Die Dokumentation des
Gellaufs erfolgte Uber eine Videoauswertesinheit der Firma MWG (Ebersberg).

5.2.1.25 Cyclesequencing von DNA und Auswertung Uber ABI 373

Fir die Sequenzierresktion wurde der ABI PRISMO Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit von Perkin EImer (Weiterdtadt) verwendet:

2 m Plaamid-DNA aus Minipréparation
5 m Sequenzier-Master-Mix

1 m 3,2 pmol Primer

12mMHO0ad 20 m

Der Reaktionsansatz durchlief folgende PCR-Zyklen in der PCR-Maschine Touch Down von
Hybad (Heidelberg) unter smulated Tube Control:

(96°C, 10s/50°C, 15s/60°C, 4 min) x 25

¥ 4°C

Der Sequenzieransatz wurde danach Uber eine Sephadex G50 Séule in einer gelben Eppendorfspitze
aufgereinigt und aus dem Eluat die amplifiziete DNA mit 20 ml 3M NaAcetat, pH 4,6 und 50 ni
96 % EtOH 10 min auf Eis gefdlt. Die DNA wurde be 15800 x g 20 min zentrifugiert. Das Pdllet
wurde mit 200 m 70 % EtOH gewaschen und bal 65°C im Thermoblock gut getrocknet.

Die DNA wurde zum Auftragen auf das Sequenziergd in 3 m Auftragspuffer (denaturierend)

fur Sequenziergde (Formamid und 50 mM EDTA, pH 8,0 im Verhdtnis 5:1) gel6st und 2min be
90°C inkubiert. Bis zum Laden des Gels stand die denaturierte Probe auf Eis,
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5.2.2 Proteinchemische M ethoden

5.2.2.1 Gesamtproteinaufschlufd (Laemmli, 1970)

1 x 10° Zdlen aus denen Gesamtprotein isoliert werden sollte, wurden pdlletiert und je 100 ni 1x
Lammli-Puffer (0,056 M TrigHCI, 100mM b-ME, 2% SDS, 10 % Glycerin) dazugegeben. Das
ZdIpdlet wurde durch Vortexen resuspendiert und 5min bel 100°C gekocht. Nach der Inkubation
wurde mit ener Insulinkanile die genomische DNA geschert und danach die Lésung 10 min be
10000 x g zentrifugiert. Der Uberstand enthidt die Gesamtproteine und wurde bei -20°C

eingefroren.

5.2.2.2 Gesamtproteinaufschluf® zum Nachweisvon Proteinen im ELISA

Die Zdlen, aus denen Gesamtprotein isoliert werden sollte, wurden pelletiert und zu 1x 10” Zdlen
wurden 1000 m 1x Lyss-Puffer (0,5 % Triton-X-100, 20 mM TrigHCI, pH 7,6, 150 mM NaCl,
1/10 Vol. 10 x Protease Inhibitors Set in PBS (Boehringer, Mannheim)) zugegeben. Das Zd|pdlet
wurde mit der Pipette resuspendiert und die Losung 30 min auf Eis gedtelt. Nach der erfolgten
Inkubation wurden die lysierten Zdlen 10 min bei 15800 x g, RT zentrifugiert. Der klare Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefd Uberfihrt. Die erhdtene Proteinldsung wurde sofort fir den
ELISA eingesatzt. Der Rest wurde bei —20°C tiefgefroren.

5.2.2.3 Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford, 1976)

Das Bradfordresgenz mulde zuerst 1:5 mit H,O verdinnt werden. Eine Standardkurve zur
Protel nbestimmung wurde mit BSA vorgelegt. Dafir wurden 1, 2, 5, 10, 15 und 20 ng BSA in 1000
m Bradfordreagenz verdiinnt. Von den zu vermessenden Proben wurde jewells 1 mi in 1000 mi
vermessen. Die Bestimmung der OD erfolgte bel 595 nm.

5.2.2.4 SDS-Polyacrylamidge (Laemmli, 1970)

Je nach Grof3e des zu detektierenden Proteins wurde ein 10 bzw. 12 % Trenngd verwendet. Das
Sammelgd hatte jewells 5%. Zuerst wurde das Trenngel gegossen, welches zum Polymerisieren mit
n-Butanol Uberschichtet wurde. Nach 25 min wurde das Sammelgd aufgegossen.
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Trennge 10 ml: 10% 125 %
H.O 4000 m 3300 m
30 % AAM 3300 ni 4000 m
1,5M Tris, pH 8,8 2500 m 2500 m
10 % SDS 100 m 100 m
10 % APS 100 m 100 i
TEMED 4m 4m

Sammelgel 5%/ 3 mil:

H.O 2100 m
30 % AAM 500 m
1,5M Tris, pH 8,8 380
10 % SDS 30m
10 % APS 30 m
TEMED 3n

Ba der verwendeten Gelgrole wurden maxima 150 ng Gesamtprotein pro Spur aufgetragen. Der
Gesamtproteinlésung wurde 1/10 Volumen 2 x Lammli mit Bromphenolblau (BPB) (0,1 M TrisHCl,
pH6,8; 200 MM b-ME; 4% SDS; 0,2 % BPB; 20 % Glycerin) untergemischt, 5 min bei 100°C
inkubiert und dann auf das SDS-Gel aufgetragen. Als GrofRenstandard wurden 10 i Rainbow-
Marker aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 2h bei 100 V und 1 x Gdlaufpuffer ( 5x Stock:
25 mM Trig/HCI, pH8,3; 250 mM Glycin; 0,5 % SDS).

5.2.25 Waestern-Blot

Der Trander der aufgetrennten Proteine vom Ge auf die Nitrocdlulosemembran erfolgte mit Hilfe
eines semi-dry Elekiroblots. Der Blotaufbau von Anode zu Kathode war wie folgt: 3 Bogen 3MM-
Papier befeuchtet mit Transferpuffer (48 mM TrisHCI, pH8,0; 93 mM Glycin; 0,037 % (v/v) SDS;
20% Methanol ad 11 H,0), ene Nitrocdlulosemembran, das Polyacrylamidgel und wieder drei
Bbgen 3AMM-Papier getrankt mit Transferpuffer. Der Blot erfolgte 1,5 h bei 100 mA.
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5.2.2.6 Western-Blot-Hybridiserung mit monoklonalen Antikér pern und ECL-Detektion

Zu Beginn wurde die Western-Blot-Membran fur 1 h bel RT in 10 ml Blocking-Reagenz (1 x PBS;
0,02% NaN3; 0,1% Tween20; 5% Magermilchpulver (w/v)) auf dem Horizontaschiittler
inkubiert. Anschlie3end wurde der Blot 1x 15min und 2x 5min mit jewels 10 ml frischem
Waschpuffer (1 x PBS; 0,02 % NaNs3; 0,1 % Tween 20) bel RT gewaschen. Der Primérantikorper
wurde in ener Konzentration von 1-2 ng/ml in Waschpuffer zugegeben und ebenfdls 1h ba RT
geschiittelt. Gewaschen wurde der Blot daraufhin wie oben: 1x 15 min und 2x 5 min mit je 10 ml
Waschpuffer. Anschliel3end erfolgte die Zugabe des Detektionsantikorpers in einer Konzentration
von 3m AK/10 ml Waschpuffer. Der Sekundérantikorper wurde 45 min bel RT inkubiert und
danach 1 x 15 min und 4 x 5 min mit je 20 ml frischem Waschpuffer gewaschen.

Zur nachfolgenden Entwicklung des Western-Blots mit ECL wurden die beiden Lésungen ECL 1 und
ECL2 in einem Verhdtnis von 1:1 gemischt und 1 min auf den Blot gegeben. Nach Ablauf der Zeit
wurde das Entwicklungsreagenz mit Zdlsoff abgesaugt und en Fimdreifen fir 30 s bis zu 10 min
aufgelegt und danach entwickelt.

5.2.3 Zellbiologische M ethoden

5.2.3.1 Einfrieren von eukaryontischen Zelen und Zdlinien

Die enzufrierenden Zelen wurden in enem der Zdlzahl entsprechenden Volumen RPMI/10 %
Seramin/60 ng/ml Gentamycin  aufgenommen und auf Eis gedtdlt. Pardld dezu wurde das
Einfriermedium (50% (w/v) RPMI/10% Seramin, 30 % (w/v) Seramin, 20 % (w/v) DM SO)
aufgetaut und nach dem Auftauen wieder auf Eis gestdlt. Die gekihlte Zellsuspenson wurde im
Verhdtnis 1:1 mit dem Einfrieemedium vermischt und in 2ml Kryoréhrchen bel -80°C eingefroren.
Nach zwel bis drei Wochen wurden die eingefrorenen Zedllen in den Stickstofftank Gberfihrt.

5.2.3.2 Auftauen von eukaryontischen Zellen und Zdlinien

Die Zdlen wurden aus dem Stickstofftank entnommen und im Wasserbad bel 37°C inkubiert. Sofort
nach dem Auftauen wurde die Zdlsuspenson mit 10 ml RPMI1/10 % Seramin/60 ng/ml Gentamyain
versetzt und 10 min bei 480 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 1 mi
Medium resuspendiert.
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5.2.3.3 Zdlzahlbestimmung nach Neubauer

Zur Besimmung der Zdlzahl proml wurden 20 m Zdlsuspenson mit 180 m Trypanblau gemischt
und in die Neubauerzéhlkammer pipettiert. Es wurde die durchschnittliche Lebendzdlzahl pro einem
GroRguadrat besimmt und mit 10* (Umrechnungsfaktor von Volumen der Zéhlkammer pro
GroRquadrat (0.1 ml) auf 1 ml Suspensionsvolumen) sowie mit dem Verdinnungsfaktor 10"
multiplziert. Der erhatene Wert sdlte die Anzahl an Zdlen/ml dar.

5.2.3.4 Gewinnung von Primér zellen aus Frischgewebe

Das Frischgewebe wurde in kleine Stiicke zerteilt und mit Hilfe einer medizinischen Klammer und
einer Spitzbogenpinzette durch en 100 mm- (Maschengrofde) Gazenetz gedriickt. Die ehdtenen
Primérzellen wurden dann entweder eingefroren (Einfriermedium: 50 % (w/v) RPMI1/10 % Seramin,
30 % (w/v) Seramin, 20 % (w/v) DMSO) oder sofort fir nachfolgende V ersuche verwendet.

5.2.3.5 Lymphozytenisolierung ausVollblut oder Buffycoat mittels Ficollgradient

Die Aufreinigung von Lymphozyten aus Vollblut oder Buffycoat erfolgte mit LeucoSepO von Greiner
(Deutschland). Hierfiir wurden 15 ml Ficoll (20°C) in ein 50 ml LeucoSepO - Réhrchen gegeben und
30 s bei 1000 x g zentrifugiert. Daraufhin wurden 15 - 30 ml ungeronnenes Vollblut oder Buffycoat
in das Rohrchen pipettiert und 10 min bel 1000 x g, 20°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
ergab sch folgende Schichtung im Resktionsgefd3 von oben nach unten: Plasma - Lymphozyten -
Fcooll - Flterschelbe- Ficoll-  Erythrozyten. Das Plasma wurde abpipettiert und  der
Lymphozytenring in ein neues 50 ml Facon-Rohrchen Uberfihrt. Die Zellen wurden daraufhin 3 xin
1 x PBS gewaschen und jeweils 10 min bei 480 x g zentrifugiert.

5.2.3.6 Kultivierung von Suspensionszellen

Die verwendeten Suspensionszellen wurden, wenn nicht anders erwahnt, in RPM1/10 % Seramin/60
no/ml Gentamycin bei 37°C/5 % CO, kultiviert.

5.2.3.7 Kultivierung von adherenten murinen Fibroblasten

Die Mausefibroblasten wurden nach dem Auftauen in eine 50 ml Kulturflasche mit 10 ml
RPMI1/10 % Seramin/60 ng/ml Gentamycin Uberfihrt und be 37°C/5 % CO, inkubiert. War die
Zdlkulturflasche konfluent mit Fibroblasten bewachsen, dann wurde diese auf dre 250 ml
Kulturflaschen gesplittet. Daftr wurde das Medium abgesaugt und die Zdlen 4 min mit 37°C
wamen EDTA-Puffer bei RT inkubiert. Danach wurde der Puffer entfernt und die Flaschen
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aneinander geklopft, damit sch die adherenten Zellen vom Kulturflaschenboden 16sen konnten. Die
Zdlen wurden in 6ml RPMI/10 % Seramin/60 ng/ml Gentamycin aufgenommen und auf die drel
neuen FHaschen vertalt.

5.2.3.8 Zédldepletion mit magnetischen Beads

Alle Zdldepletionen wurden auschlieflich mit dem DY NABEADS-System der Firma Dynd (Odl0)
durchgefiihrt. Die Auftrennungen erfolgten nach den Anleitungen des Herstellers. Verwendet wurden
zur Reinigung von B-Zdlen: DETACHaBEAD? M-450 Pan-B, die das B-Zdl-spezifische
Oberflachenmolekiil CD19 erkennen. T-Zelen wurden entweder iber CD2 (DYNABEADS? M-
450 Pan+T, Dyna® CD2 CELLectior? Kit) oder tiber CD4/CD8 Molekille (DETACHaBEAD?
M-450 CD4 und CD8) depletiert. Um mit eigenen Antikorpern Zdlen aufzureinigen wurde der
Dyna® RAM 1gG1 CEL Lectiorf Kit verwendet.

Das grundlegende Prinzip dler verwendeten Kits besteht darin, dal3 die zu isolierenden Zdlen mit
enem monoklonden Maus-IgG- Antikorper gegen ein spezifisches Oberflachenmolekil  der
gewinschten Zdlen, inkubiert werden. Die Mausantikorper binden an das Oberfléchenmolekiil und
and gleichzeaitig noch an magnetische Partikel gekoppelt. Mit Hilfe eines Magnets knnen nun die zu
depletierenden Zdlen isoliert werden. Nach der Isolation werden die erhdtenen Zdlen wieder von

den Magnetpartikeln getrennt.

5.2.3.9 Stimulation von PBLsmit lonomycin und TPA

Die Stimulation von peripheren Blutlymphozyten efolgte in RPMI/10% Seramin/60 ng/ml
Gentamycin versetzt mit 500 ng/ml lonomycin und 10 ng/ml TPA, fir 6 h bei 37°C/5 % CO.,.

5.2.3.10 Proliferationstest mit H3-Thymidin in vitro

Zur Messung der Zdlproliferation wurden die Zdlen mit 1nCi/well in RMPI/10% Seramin H-
Thymidn fir 16 h UN inkubiet. Am néchsen Morgen wurde der Versuchsansatz bei
—20°C tiefgefroren. Die Auswertung konnte dann unabhangig vom Test erfolgen. Dazu wurde die
Zdlen bel 37°C aufgetaut, geerntet und die vorhandene Radioaktivitét gemessen.
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5.2.3.11 FACS-Farbung

5.2.3.11.1 Direkte FACS-Farbung von Zelober flachenmoleklen

Fir eine FACS-Farbung wurden mindesten 2x 10° Zdlen/100 m FACS-Féarbepuffer bendtigt. Zu
dieser Zdlsuspension wurde der direkt fluoreszenzmarkierte Antikorper in der richtigen Verdinnung
zugegeben und gut gevortext. Die jeweligen Antikorper lagen jewels schon in passenden
Vorverdinnung vor, so dal3 meist 10 m der Vorverdinnung zu den Zdlen gegeben wurden. Die
Zdlen mit dem Antikorper wurden auf Eisim Dunklen mind. 20 min inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurden 2 ml FACS-Farbepuffer zur Zelsuspenson pipettiert und die Zdlen
daraufhin 5min bei 500 x g, 4°C pelletiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 500 m
FACS-Férbepuffer aufgenommen. Anaysiert wurden die geférbten Zdlen mit Hilfe enes FACScarf
(Argonlaser, 488nm; Becton Dickinson) und der dazugehdrigen Software LYSIS 1l (Becton
Dickinson).

5.2.3.11.2 Indirekte und direkte FACS-Farbung von Zeloberflachenmolekilen in einem

Reaktionsansatz

Pro FACS-Farbung wurden 2x 10° Zdlen in 100 m FACS-Férbepuffer eingesetzt. Zuerst wurde
der unkonjungierte Antikorper in der entsprechenden Verdiinnung zu den Zelen gegeben und 20 min
im Dunklen auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein Waschschritt mit 2ml FACS-Féarbepuffer und
einer anschlieRenden Zentrifugation von 5min bei 500 x g, 4°C. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zdlen in 100 M FACS-Féarbepuffer aufgenommen. Daraufhin wurde ein PE-konjungierter
Antikérper gegen Maus-Immunglobulin (zB Esd-anti-Maus-PE) in entsprechender Konzentration
zugegeben. Die Inkubation und der nachfolgende Waschschritt erfolgten wie im vorherigen Schritt.
Zum Abblocken der verbliebenen, ungebundenen Esd-anti-Maus-AK wurden Maus-1gGsin ener
1:50 Verdiinnung zugesetzt. |nkubation und Waschschritt sehe oben. Alsletzter Farbeschritt wurden
die direkt-konjungierten FITC-, QR- oder TRI-Antikorper zugegeben. Nach dem Waschen wurden
die Zdlen in 500 m FACS-Farbepuffer resuspendiert. Anaysert wurden die geférbten Zdlen mit
Hilfe eines FACScarf (Argonlaser, 488nm; Becton Dickinson) und der dazugehdrigen Software
LYSISII (Becton Dickinson).
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5.2.3.12 Kultivierung von B-Lymphozyten im , CD40-System*

Alle verwendeten murinen Ltk-Zellen dienten al's Feederzellen und waren mit 6000 rad Cs bestrahlt,
um ihre Eigenproliferation einzuschranken. Die murinen Fbroblasten wurden am Vortag des
eigentlichen Experiments, ds monolayer ausplattiert und UN bei 37°C/5% CO, bebriitet. Als
Richtwerte gdten fir eine 96-wel-Plate- Flachboden: 3x 10" Zdlenwdl und 96-well-Plate -
Rundboden: 2 x 10* Zdlenwel.

5.2.3.12.1Kultivierung von B-Zdlen mit murinen Ltk /huCD32 Zdlen und anti-CD40-
Antikorpern

Die murinen Ltk /huCD32 wurden wie oben genannt ausplattiert. Am Versuchstag wurde dem

Medium noch 100 ngml a-CD40-AK zugesetzt. Die Antikdrper binden Uber ihren konstanten

Abschnitt an das huCD32 (FcgRII) und stimulieren somit die in dem Versuch verwendeten B-Zdlen

Uber ihren CDA40-Rezeptor. Diessr a-CD40-AK smuliet somit den Kontakt zwischen

CD40/CD40L.

5.2.3.12.2 Kultivierung von B-Zdlen mit murinenLtk™ /huCD32/huFas-L Zellen

Die murinen Ltk /huCD32/huFas-L Zelen wurden wie oben beschrieben ausplattiert. Uber den
humanen FcgRIl (huCD32) konnten weitere ausgewdhite Antikorper gegen B-Zdl-Ober-

fléchenmolekiile prasentiert werden.

5.2.3.12.3 Kultivierung von B-Zellen mit murinen Ltk™ /huCD40-L/huCD32 Z€ellen

Die murinen Ltk /huCD40-L/huCD32 Zellen wurden wie oben beschrieben ausplattiert. Uber den
humanen FogRII  (huCD32) konnten weitere  ausgewdhlte  Antikorper gegen B-Zdl-

Oberfléchenmolekile préasentiert werden.

5.2.3.124Kultivieeung von B-Zdlen mit murinen Ltk /huCD40-L/huCD32/
huFas-L Zellen

Die murinen Ltk /huCD40-L/huCD32/huFas-L. Zdlen wurden wie oben beschrieben ausplattiert.
Uber den humanen FcgRII (huCD32) konnten weitere ausgewahite Antikorper gegen B-Zdl-
Oberfléchenmolekile présentiert werden.

5.2.3.12.5Kultivierung von B-Zdlen mit murinen Ltk™ /muFas-L Zellen

Die murinen Ltk /muFas-L Zelen wurden wie oben beschrieben ausplattiert.
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5.2.3.13 Austesten der G418-Konzentration zur Sdektion auf sabil transfizierte murine
Ltk-Zelen (Southern, 1982)

Einen Tag vor Beginn des Tests wurden sechs 5 ml Zdlkulturflaschen mit je 4 x 10° der zu
untersuchenden Zdlen in RPMI/10% Seramin/60 ng/ml Gentamycin angesetzt und UN be
37°C/5 % CO, kultiviert. Am néchsten Morgen wurde das Medium erneuert und funf von sechs
Flaschen wurden mit ansteigenden Mengen an G418/Neomycin versetzt. Die Endkorzentration an
(418 in den einzenen Flaschen variierte zwischen 0 und 500 ng/ml (0, 250, 300, 350, 400, 450,
500). Die Zdlen wurden fir zwel Tage bel 37°C/5% CO, inkubiet. Da G418 nur auf
proliferierende Zdlen todlich wirkt, konnte man auch erst nach diessm Zdtraum tote Zelen
erkennen. Die optimale Konzentration an G418 fir die spétere Selektion auf stabile Transfektanten
war die niedrigste Konzentration bel der dle Zellen nach zwel Tagen verendet waren. Fir die Zdlinie
Ltk /huCD40-L/huCD32 waren dies 300 ng/ml und fur Ltk /huCD32 400 ng/ml.

5.2.3.14 Transfektion der murinen L-Zdlinie

Am Vortag der Transfektion wurden die zu trandfizierenden Zdlen in 60 mm Kulturschaen zu 30 %
(3 x 10° Zdlen) konfluent ausplattiert und 18 h bei 37°C/5% CO, im Brutschrank kultiviert.

Zu Beginn der Transfektion wurden je 5 ng/60 mm Petrischde des lineariserten Plasmids (gelést in
Low TE) in RPMI ohne Serum und ohne Gentamycin ad 150 m aufgenommen und mit 20 mi
SuperFecto (Qiagen, Hilden) gut vermischt. Die Lésung wurde 10 min be RT inkubiert. Die zu
trandfizierenden Ltk /huCD40-L/huCD32 wurden wahrenddessen mit je 5ml 1x PBS gewaschen.
Nach der zehnminttigen Inkubation wurden pro Transfektionsansaiz 1 ml RPMI/10 % Seramin/60
ny/ml Gentamycin aufgefiillt und zu den Zdlen gegeben. Zu jeder 60 mm Kulturschae wurden noch
4ml RPMI/10% Seramin/60 ng/miGentamycin gegeben. Die Trandfektionsansitze wurden
darauthin 25 h bel 37°C/5% CO, bebritet. Nach Beendigung der Inkubation wurde das Medium
komplett abgesaugt und die Zelen jewals 4 xmit 5ml 1x PBS gewaschen. Fir 24 h Stunden
wurden die Mausefibroblasten nochmas mit RPMI/10% Seramin/60 ng/ml Gentamycdin versetzt. Am
nachsen Tag wurde das Medium gegen jewells 5 ml/60 mm Kulturschae Sdektionsmedium
(RPMI1/10 % Seramin/60ng/ml Gentamycin/300ng/ml G418) ausgetauscht. Die Zdlen wurden
weiterhin bel 37°C/5 % CO, inkubiert.

Nach welteren drel bis vier Tagen wurde das Medium abgesaugt und die Zdlen nochmas mit 5ml
1x PBS gewaschen, um die abgd 6sten, untrangfizierten toten Zdllen aus der Kultur zu entfernen. Das
Medium wurde daraufhin erneuert.
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Nach acht Tagen war jede der 60 mm Kulturschaen konfluent mit Transfektanten bewachsen und
wurde in ene 250 ml Gewebekulturflasche Uberflihrt. Nach weiteren dreéi Tagen wurden die
transfizierten Zellen von je einer 250 ml Kulturflasche in zwel 500 ml Kulturflaschen umgesstzt.

Nach weiteren drel bis vier Tagen wurden von jeder Ursprungsransfektionsplatte eine |, limiting
dilution” in 96-wdl-Hachbodenplatten mit Sdlektionsmedium angesetzt. Pro Transfektionsansatz
wurden 48 wells mit 10 Zdlen/wel (in 50 m/wel), 144 wells mit 1 Zdle/wel und 192 wells mit 1/3
Zdlewdl  auglattiet.  Von  den  redlichen  Zdlen  wurden  FACS-Andysen,
Gesamtproteinpréparationen (1x10° Zdlen) nach Lammli und Gesamt-RNA-Préperationen
(1x10° Zdlen) gemacht. Ein weiterer Teil der Transfektanten wurde eingefroren.

Nach sechs Tagen wurden in jedes well nochmals 50 m des Sdlektionsmediums hinzupipettiert.
Vierzehn Tage nach Ansatzen der limiting-dilution wurden dle aus dem Ansatz ,, 1/3 Zdlen/wdl*
erhdtenen Klone in 50 ml Kulturflaschen umgesstzt.

5.2.3.15 Apoptoseassay in vitro

Zur funktiondlen Kontrolle der mit Fas-Ligand trandizieten Zdlen, wurde en in vitro
Apoptoseassay entwickdt. Die transfizierten M&usefibroblasten wurden vorab mit 60 Gray bestrahlt,
damit ihre Fahigkeit zur Proliferation stark eingeschrankt wurde, die Zdlen aber noch fir bis zu zwel
Wochen lebensfahig waren. Einen Tag vor Beginn des Versuches wurden die bestrahlten, adherent
wachsenden Fibroblasten in 96-well Platen zu je 3x10* Zdlenwell ausplatiert und UN bei
37°C/5 % CO, inkubiert. Am néchsten Morgen setzte man jedem well 2 x 10° Jurkat-Zdlen zu und
cokultivierte die beiden Zdlarten fir 24 h. Da Jurkat- Zellen CD95/Fas/Apol auf ihrer Zelloberflache
exprimieren und mit Fas-Ligand trandizierten Mausefibroblasten kultiviert wurden, mifte en
erkennbarer Antell an Jurkat-Zellen durch die Interaktionen Fas/Fas-Ligand nach 24 hin Apoptose
Ubergehen oder schon tot sein. Um dies zu kontrollieren, wurden die Jurkat-Zdlen aus der 96-wdl
Platte entnommen, die Zellen pdldtiert, in 100 m FACS-Puffer resuspendiert und 10 min mit 7AAD
(0,1 ny100m) be 4°C gefabt (Philpott, 1996). Danach wurden die Zelen im FACScan
aufgenommen. Als Kontrolle fur eine erfolgreiche Induktion der Apoptose bel Jurkat-Zellen, wurden
be jedem Versuchsansatz Jurkat-Zdlen mit dem monoklonden IgM-Mausantikdrper CH-11
(Immunotech) fir 24 h inkubiert. Bel dem Antikorper handdt es sch um enen anti-huFas-AK, der
an huFas auf der Zdloberflache bindet, eine Kreuzvernetzung erzeugt und somit der Zelle signdisert
in Apoptose zu gehen.

5.2.4 Immunhistochemische M ethoden
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5241 ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay zum Nachwes von Fas-Ligand

Proten

Der ELISA zum Nachwels des Fas-Ligand Proteins wurde von Coulter-Immunotech Diagnostics
(Krefdd, Hamburg) bezogen. Die kommerziell erhdtliche ELISA-Platte i mit einem Maus-anti-
huFas-Ligand Antikorper Klon 4H9 beschichtet. Von der zu untersuchenden Gesamtproteinlsung
wurden unverdinnt 100 m/wel auf die ELISA-Platte aufgetragen und 1 h bel RT abgedeckt
inkubiert. In diesem Schritt bindet der in der aufgetragenen Proteinlésung enthdtene Fas-Ligand an
den plattengekoppelten Maus-anti-huFas-Ligand AK 4H9 (capture-AK). Danach wurden die
Proben abgesaugt und vierma mit 1 x Waschlésung gesplilt. In jedes well wurden nun 100 mi
Konjugat-L6sung pipettiert und fur 1h be RT inkubiert. Die Konjugat-Losung enthdt den Maus-
anti-hu-Fas-Ligand AK 4A5 (detectionrAK) der ebenfals huFas-Ligand erkennt, jedoch en
anderes Epitop des Proteins as der capture-AK. Zusédtzlich ist der verwendete AK mit Meerrettich
Peroxidase gekoppelt. Nach der Inkubation wurde ebenfals wieder vieema bei RT mit 1x
Waschl6sung gewaschen. Im nachfolgenden Schritt wurden Orthophenyldiamin gelést in Citratpuffer
und Wassergtoffperoxid im Verhdtnis 1:1 gemischt und je 100 n in jedes Ngpfchen pipettiert. Die
EL | SA-Platte wurde 30 minim Dunklen bel RT inkubiert. Die zugegebene Subgtratl6sung wurde nun
von der Meerrettich- Peroxidase umgesetzt und es kam in postiven wells zu einer blauen Verfarbung
der L6sung. Zum Beenden des enzymatischen Vorgangs wurden je 100m 1 M Schwefdséure
zugegeben, was zur Folge hatte, dal3 sch die positive Blaufarbung in gelb umwandelte. Die Proben
wurden nun bel 450 nm mit dem ELISA-Reader gegen den Leerwert gemessen und mit Hilfe des
Computerprogramms Curvit ausgewertet.
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5.2.4.2 APAAP-Farbung (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase)

Ein anti-Maus-1g-Briickenantikorper verbindet den primé&en monoklonden Antikdrper mit eénem
Immunkomplex, der aus intestinder dkaischer Phosphatase und einem monoklonaen Antikorper
gegen dieses Enzym besteht. Die Stérke der Anfarbung kann durch Wiederholung der Inkubation mit
dem APAAP-Komplex intengviert werden.

Die Entwicklung der dkdischen Phosphatase mittels einer Subdratldsung, die Neufuchsn und
Naphtol-As-Bi-Phosphat enthdt, farbt zu enem kréftigen Rot ds Resktionsprodukt. Ebenso
gebrauchlich ig die Entwicklung des Enzyms mit Hilfe einer Subdtratlésung aus Fast-Red- TR-Salz
und Naphtol- As-Bi- Phosphat, deren Nachtell in einer weniger intensivroten Farbregktion besteht.
Anschlielfender Farbevorgang am Belspiel eines Kryoschnittes:

Der frische oder berdts tiefgefrorene Kryoschnitt wird 10 min in Azeton fixiert und danach 15 min
be RT getrocknet. Der Objekttréger wird daraufhin 3x mit TrisNaClPuffer pH 7,4 gewaschen
und anschlief3end Uberschiissige Flissigkeit abgetrocknet. 100 M des Maus-Primarantikorpers
werden in der entsprechenden Verdinnung mit 0,5 % BSA aufgetragen und 30 min bal RT inkubiert.
Anschlie?end wird wieder 3x mit TrigNaClkPuffer gewaschen und abgetrocknet. Vom
Sekundérantikorper werden nun 100 m aufgetragen und 10 min inkubiert. Es wird wieder 3 x
gewaschen und getrocknet. Jetzt werden je 100 mi von der APAAP-Komplexldsung aufgetragen,
die ba RT 10 min einwirken sollen. Das Auftragen des Sekundérantikorpers sowie der APAAP-

Losung wird noch 3 x wiederholt.

Fur den nachfolgenden Entwicklungsschritt kann zwischen folgenden L ésungen gewéhlt werden:
Neufuchsin- Entwicklung Fast-Red- Entwicklung

25 m H,0 50 ml Michedispuffer pH 9,3
530 mg A-m-Propandiol 10 mg Naphtol-As-Bi- Phosphat
375 mg NaCl 500 m DMF

75 ml Tris/NaCl-Puffer pH 9,7 50 mg Fast-Red-TR-Saz

40 mg Levamisole 500 m DMF

50 mg Naphtol- As-Bi- Phosphat 18 mg Levamisole

600 m DMF

40 mg Natriumnitrit

200 m Neufuchanldsung
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Der pH wird mittels HCl im Falle von Neufuchsinlsung auf pH 8,7 respektive der Fast-Red-L6sung
auf pH 9,3 eingestellt. Anschliefl3end wird die jewellige Losung filtriert, der pH nochmas kontrolliert
und gegebenenfals neu eingestd|t.

Die Schnitte werden nach der APAAP-Behandlung fir 20min in der entsprechenden
Entwicklerlésung 20 min schiittelnd inkubiert. Die Objekttréger werden anschlief3end mit TrisNaCk
Puffer pH 7,4 und H,O gewaschen. Mit Haemaaun erfolgt nun eine Gegenférbung und anschlief3end
werden die Schnitte eingedeckt.

5.2.5 Sequenz- und Mutationsanalysen der variablen Region der schweren

| mmunglobulinketten

5251 Sequenzauswertungen

Zur ldentifizierung der erhdtenen V-,D- und Ji- Segmente wurden diese im Programm VBASE
(http:/Amww.mrrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html) mit dlen bekannten Keimbahngenen
verglichen und dagenige Segment mit der grof¥en Homologie fir die weiteren Auswertungen
verwendet. Sequence Navigator fur Macintosh und DNAMAN Verson 4.0, Lynnon BioSoft
wurden fUr die Sequenzanaysen benutzt.

5252 Analyseder somatischen Mutationen

Die Wahrscheinlichkeit, dald somatische Mutationen in den rearrangierten Viy-Genen aufgrund von
Antigenselektion entstanden sind, wurde nach (Chang, 1994) andysert. Mit Hilfe des binominden
Verteilungsmodels wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, dal? der Uberschul® an Replacement-
Mutationen in den CDRs oder FRs nur aufgrund von Zufdl entstanden i<t

p={n!/[Ki(n—Kk)T} xq'x (1~q)" "

Hierba i n die Gesamtzahl an beobachteten Mutationen (ausgehend von der abgelateten
Aminosiuresequenz), k die Anzahl an beobachteten Replacement-Mutationen in den CDRs oder
FRs und q die Wahrscheinlichket, dal3 eine Replacement-Mutation in den CDRs oder FRs
lokaidert it

g = CDRy (0oder FR4) X CDRgs (0der FRgy)
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CDRy (oder FR4) steht fur die relative Lange der CDRs (oder FRs), die as Quotienten aus der
Lange der CDRsim Verhdtnis zur Gesamtlange des untersuchten Keimbahngens dargestdlit wird.
Die immanente Anfdligkeit der CDRs und FRs fir Replacement-Mutationen, ausgedriickt in der
Replacement-Frequenz (Ry) wurde, wenn vorhanden aus Chang et d. (1994) entnommen oder mit
Hilfe eines Computerprogramms (Comut 1.0; Markus Roeckelein) berechnet. Hierbel wurden fir
jedes einzelne Codon des jeweiligen Keimbahngens, die neun mdglichen Einzel basenpaaraugtausche
unabhdngig voneinander berechnet. Nicht gezahlt wurden die Audtausche, die ein STOP-Codon
ergaben. Die Replacement-Frequenz R, gelt somit den Quotienten der Summe aler moglichen
Replacement-Mutationen im Verhdtnis zu der Summe dler Mutationen dar.
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7 ANHANG

7.1 Nukleotid- und Aminosauresequenzen zu 3.1.4 und O
Die erde Zele entspricht jeweils dem durch Sequenzvergleich identifizierten Keimbahngen. Die
nachfolgenden Sequenzen entsprechen den untersuchten  Sequenzen des Tumors. Die Nummern zu

Beginn jeder Zelle sdlen die Bezeichnungen der einzelnen Plasmidklone dar.

Fall #1 entnommen (Qin, 1997)

DP-63 CAG GIG CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAG CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC

ACC TGC

3-3 .C. C
3-4 .C. C
3-5 .C. C
3-2 .C. C

CDRI
DP-63 GCT GIC TAT GGT GGG TCC TTC AGI GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG
AAG GGG

3-1 e e e e CO Ll Ll Ll LA AL LT
o A
3-3 e e e e WGl L L UAA AL LT
o A
3-4 e e e e CO Ll Ll Ll LA AL LT
o A
3-5 e e e e CO s Ll Ll LA AL LT
o A

LA

CDRI |

DP-63 CTG GAG TGG ATT GGG GAA ATC AAT CAT AGT GGA AGC ACC AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG
AGT CGA

DP-63 GIC ACC ATA TCA GIA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GIG ACC

GCC GCG

3-3 AT . GC .
3-4 A T .GC .
3-5 AT . GC .
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DP-63 GAC ACG GCT GIG TAT TAC TGT GCG AGA

3-1 A
3-3 A
3-4 A
3-5 A
3-2 A

FR1 CDR1 FR2 CDR2
FR3

DP-63 QVQLQOQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFS GYYWS W ROQPPGKGLEW G ElI NHSGSTNYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKL

3-1 ceHee----- Seeeme s e g----g ------ e
~--kn----S-
3-3  ceHee------ Seemmme o N g----g ------ e
---kn----S-
3-4  ceHee------ Seeem s e g----g ------ e
~--kn----S-
35 ceHee------ Seemmme o N g----g ------ e
---kn----S-
3-2 ceHeee----- Seeem s A= ENF-S -------- g----g ------ e

c T T-
c T T-
c T T-
c T T T-
c T 2 T-
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Fall #3
CDRI

DP-71 TCT GGT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA
CTG GAG

827

815

817

818

819

821

823

825

826

809

I®

824
CDRI |

DP-71 TGG ATT GGG TAT ATC TAT TAC AGT GGG AGC ACC AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA
GTC ACC

827

815

817

818

810

821

823

825

826

809

824

>

DP-71 ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GIG ACC GCT GCG
GAC ACG
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821 e O )

DP-71 GCC GIG TAT TAC TGI GCG AGA
827
815
817
818
819
821
823
825
826
809
824

[ellelielielelieliellel ol (elle]

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

DP-71 SGGSI S SYYWs W RQPPGKGLEW G YI YYSGSTNYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
Y A i R I R R R R T aa-------

N R e T e I R aa-------
-S
N A I R L aa-------
-S
N R e T R T R aa-------
-S
e R I R R R aa-------
-S
L e R e R T aa-------
-S
. R I R aa-------
-S
Y e e I R aa-------
-S
Y R e R I R R R R R aa-------
-S
809 O R e R aa-------
-S
824  ------  me-en memeeeeee-e-- o R R R EEE TR aa-------
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Fall #13
CDRI

DP-71 TCT GGT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA
CTG GAG
1646 C A
1648 c A
1651 c A
1654 c A
1658 c A
1663 c A
1679 c A
1681 c A
1650 C A
1659 C A c
1680 c A
1677 c A
1685 .G .C A
1661 c A
1674 c A
1678 c A
1647 c A
1656 c A
1662 c A
1686 C A c
1655 C A c
1652 .G .C A
1653 .G .C A
1683 c A
1660 c A
1668 C A C
1682 . CG . A
1684 GA C. .C T

CDRI |

DP-71 TGG ATT GGG TAT ATC TAT TAC AGT GGG AGC ACC AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA
GTC ACC
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1646

1648
1651
1654
1658
1663
1679
1681
1650

1659
1680

1677

1685

1®

1661

1>

1674
1678
1647
1656
1662
1686

1655

0]

1652
1653

1683

I

1660 N
1668
1682

1684

10
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DP-71 ATA TCA GIA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GIG ACC GCT GCG
GAC ACG
1646 ... .. L o e e e e e e e e e T

1650 e O

1659

10
—

1680

o)
—

1677 e

1685 Y o L I

0]

1661

[9]
—

1674

I®
—

1678

[9]
—

1647

I®
—

1656

10
—

1662

I®
—

1686

10
—

1655

I®
—

1652

10
—

1653

I®
—

1683

10
—

1660

I®
—

1668

10
—

1682 Y o L I

1684 P €

10
10
10

DP-71 GCC GIG TAT TAC TGT GCG AGA
1646
1648
1651
1654
1658
1663
1679
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1681
1650
1659
1680
1677
1685
1661
1674
1678
1647
1656
1662
1686
1655
1652
1653
1683
1660
1668
1682
1684
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FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

DP-71 SGGSI S SYYWS W RQPPGKGLEW G YI YYSGSTNYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR

1646  ------ B T N B e R R
;L_648 ------ B e e I G- a -
;L-651 ------ B N R T R S-mmmm -
;L_654 ------ B e e I G- a -
;.-658 ------ B T \ R e I R
;._663 ------ B e e PP G- a -
;.-679 ------ B T \ R e I R
;L_681 ------ B e e I G- a -
;L-647 ------ R Tl N B e L----S------------
;L_65O ------ B e e I S---@--------
;.-652 C---- B T \ I L----S-m-mmmmmea o
;.;553 C---- R Tl N B i T Lo---S-mceccanan--
;.;355 ------ --SN ------ R------- R € T L----S------------
;._656 ------ B e PP L----S---memmeam -
;.-659 ------ --S-N  ------ [ i I H---- R
;.;560 ------ B o T I [ L----S---memmeam -
;.-661 ------ B Tl \ R e P R e L----S-m-mmmmmea o
;._662 ------ B e PP L----S---memmeam -
;.;368 ------ B e N e I B L----S---m-mmmm o
;L_674 ------ B e PP L----S---memmeam -
;L-677 ------ B T N B R S--mmmmm -
;._678 ------ B e e L----S---memmeam -
;.-680 ------ B T \ R e R----- R
1682 - CUSIN eeeeeeeein N oo meenee
;.-683 ------ B T \ P S L----S-m-mmmmmea o
;.;584 ------ DHS--  --r------mmmme i e R Vor-Q H - - N-- - o - -
;L-685 C---- B T N B R S------ A-----
;.;586 ------ --S N ------ I e Lo---S-mceccanan--
Fall #17

CDRI

DP-50 TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGC TAT GGC ATG CAC TGG GIC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG
CTG GAG
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1058
1056
1060
1063
1159
1160
1062
1163
1164
1165
1166
1162
1161 ... ... T ..
A .
CDRI |
DP-50 TGG GTG GCA GIT ATA TGG TAT GAT GGA AGT AAT AAA TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC
CGA TTC
1058 ot i e e T

1>

1056 e B

1>

1060 e

1>

1063 N B

1>

1159 e

1>

1160 N B

1>

1062 e

1>

1163 N B

1>

1164 e

1>

1165 T B

1>

1166 e

1>

1162 e e B

1>

1161 e B

1>

DP-50 ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC
GAG GAC
1058

1=

1056

I

1060

1=

1063

I
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Anhang

1159

1160
1062
1163
1164
1165
1166
1162

1161

To)

I

= 1= = = = 4 1A

I



Anhang 153

DP-50 ACG GCT GIG TAT TAC TGI GCG AGA
1058
1056
1060
1063
1159
1160
1062
1163
1164
1165
1166
1162
1161

I0I0I0INININIOINININININIO

FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP-50 SGFTF SSYGWH VWRQAPGKGL EWA VI WYDGSNKYYADSVKG
RFTI SRDNSKNTL YL QUNSL RAEDTAVYYCAR
1058 = =p-- e e e S V- L--

1056  ==p--  seeeenmmeeeeeeeeoo oo i (V2

1060 == P-- s e e S V- L--

1063 = =p-- s e o i (V2

1159 == P-- e e e S V- L--

1166 == P-- e e e S V- L--

1162  ==p-- s e ceeyeo-- i (V2

1161  --p--  ceeeee eeeeeaa- Mo-oon e T (R Gammmmm e V- L--

Fall #18

CDRI
DP- 75 TCT GGA TAC ACC TTC ACC GGC TAC TAT ATG CAC TGG GIG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG
CTT GAG

753 ar G .C A
754 or G .C A
755 ar 6 .C A
756 ot G .C A
758 ar 6 .C A
760 ot G .C A
765 ar 6 .C A
761 or G .c GA
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DP-75 TGG ATG GGA TGG ATC AAC CCT AAC AGT GGT GGC ACA AigRITIAT GCA CAG AAG TTT CAG GGC
AGG GTC

753 T G A

754 T G... A

755 T .G... .A

756 T G... .A

758 T .G... .A

760 T G... .A

765 T .G... .A

761 T G... .A

DP-75 ACC ATG ACC AGG GAC ACG TCC ATC AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGG CTG AGA TCT

GAC GAC

753 G. c - G A
754 G c .G, A
75 G c .G A
75 G c .G, A
758 G c .G A
760 G c .G, A
765 G c .G A
761 G c .G, A

DP-75 ACG GCC GIG TAT TAC TGT GCG AGA
753
754
755
756
758
760
765
761

S0
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FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP-75 SGYTFT GYYMH VWRQAPGQGL EWVG W NPNSGGTNYAQKFQG
RVTMTRDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCAR
753 «--VeS  Accle cemeeeeaaoooo- cY--R Do ce Ao Teeenn-- (o S
754 o oVeS Al oo cY--RDo------e- ce Ao Teeonn-- GKomommm--
755 oo VoS Accle ceeeeeenennn cY--R Do ce Ao Teeenn-- (o S
756 - oVeS Aol eeeemeeeeoo ceY--RDo-------- ce Ao Teeonn-- GKomommm--
758 oo VoS Accle e cY--R Do ce Ao Teeenn-- (o S
760 c--VeS Al emeemeeeeoo ceY--RDo-------- ce Ao Teeonn-- GKomommm--
765 <o VoS Accle e cY--R Do ce Ao Teeenn-- GKo----- H-
761 - -VeS Al eeeemeeeeoo ceY--RDo-------- ce Ao Teeonn-- GKomommm--
Fall #19
CDRI
DP-73 TCC TGT AAG GGT TCT GGA TAC AGC TTT ACC AGC TAC TGG ATC GGC TGG GTG CGC CAG ATG
CCC GGG
1000 A
1000 A
1013 A
1014 A
1016 A
1024 A
1001 A
1027 A
093 A
1018 ... A. . AG
1008 A
004 A
1017 A
1019 A
1021 A
1005 A
002 A
097 A
995 A
1015 A
099 G A G



156 Anhang

CDRI |
DP-73 AAA GGC CTG GAG TGG ATG GGG ATC ATC TAT CCT GGT GAC TCT GAT ACC AGA TAC AGC CCG
TCC TTC
1000 Y

o
1>

AL, ... ... ... GIG...

1009 T

IO
1>
>

GIG ...

1013 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1014 I

IO
1>
>

GIG ...

1016 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1024 T

IO
1>
>

GIG ...

1001 Y

I0)
>
_|
>

GIG . ..

1027

1=
>
1>
>

GIG ...

993 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1018 T

o)
1>
1o

>
1>

GIG ...

1008 Y

I0)
>
>

GIG . ..

994 T

IO
1>
>

GIG ...

1017 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1019 T

IO
1>
>

GIG ...

1021 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1005 T

IO
1>
>

GIG ...

992 Y

I0)
>
>

GIG . ..

997 T

IO
1>
>

GIG ...

995 Y

I0)
>
>

GIG . ..

1015 T

IO
1>
>

GIG ...

999 Y

I0)
>
>

GIG . ..
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DP-73 CAA GGC CAG GIC ACC ATC TCA GCC GAC AAG TCC ATC AGC ACC GCC TAC CTG CAG TGG AGC
AGC CTG

1000 T AT T
1009 T AT T
1013 T AT T
1014 T AT T
1016 T AT T
1024 T AT T
1001 T AT T
1027 T AT T
993 T AT . TT
1018 T C. . AT T
1008 T AT T
Co...

994 T . AT T
Co...

1017 T AT T
Co...

1019 T AT T
Co...

1021 T AT T
Co...

1005 T G AT T
.C.

992 T AT T
Co...

997 T AT T
Co...

995 T AT T
AL

1015 T AT T
999 T AT T
.C

DP-73 AAG GCC TCG GAC ACC GCC ATG TAT TAC TGT GCG AGA
1000
1009
1013
1014
1016
1024
1001
1027
993
1018
1008
994
1017
1019
1021
1005
992
997
995
1015
999

e

IS
I e e T T T T B B L L e B B B R I B AR R
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FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP- 73 SCKGSGYSFT SYW G VWRQVPGKGL EWVG I | YPGDSDTRYSPSFQG
QVTI SADKSI STAYLQWSSLKASDTAMYYCAR
1000  ceeee-o--- Neooe e g -VNp---V------- Ho oomemcmoea- Nooyommmmmmmes

_-_y_--
1009  cee-en---- Neooe e g -VNp---V---nn-- Hoo ocooeeooee- No-ymmmmmmmeee

-1;)-1)1;"- —————————— N R g -VNp---V------- H ---------- N--y-----------
1014 ---------- N---- emmmeeeee - g -VNp---V------- H - - N--y----mmmm - - -
1016  ---------- N g -VNp---V------- [ L N
1024 ---------- N---- emmmeeeee - g -VNp---V------- H - - N--y----mmmm - - -
999  ------ C-- N---  ----- Vomomoo- g -VNp---V------- [ L N--y----- T-----
1001 ---------- N---- emmmeeeee - g -VNL---V------- H - - N--y----mmmm - - -
1015 ---------- N g -VNp---V------- [ L N--y----A-----
1027  ---------- N---- ememee - Tg -VNp---V------- H - - N--y----mmmm - - -
993  ---------- N g -VNp---V------- [ L N--F--emeee e - -
1008 ---------- N---- emmmeeeee - g -VNp---V------- H - - N--y----T------
994  ---------- N g -VNp---V------- [ L N--y----T------
1017 ---------- N---- emmmeeeee - g -VNp---V------- H - - N--y----T------
1019 ---------- N g -VNp---V------- [ L N--y----T------

1021 ceeeeeo-- Neooe e g -VNp---V---nn-- Hoo ocooeeooee- N

995  --cccin-- Neooe e g -VNp---V------- Ho oomemcmoea- N--y---- N N-- - -

1005  cse-e-o--- Neooe e g -VNp---V------- Hoo o--A------ N
997  c-ceiia-- Neooe e g -VUNp---V---nn-- Hoo ocooeeooee- N--y--o-T-N--- -

992  ccc-cioa-- Neoo e g -VNp---V-emnm-- Ho oeemmeoeo-- NV
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Fall #22
CDRI
DP-15 TCT GGA TAC ACC TTC ACC AGT TAT GAT ATC AAC TGG GIG CGA CAG GCC ACT GGA CAA GGG
CTT GAG
1573
1574
1557
1558
1572 ... .. oL oo oo o e o e T

1571

10

1569
CDRI |
DP-15 TGG ATG GGA TGG ATG AAC CCT AAC AGT GGT AAC ACA GGC TAT GCA CAG AAG TTC CAG GGC
AGA GIC
1573
1574
1557

1558

10

1572
1571
1569

DP-15 ACC ATG ACC AGG AAC ACC TCC ATA AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT

GAG GAC

1573 ¢ A

1574 [ A G
1557 ¢ A ¢
1558 [ A

1572 ... ¢ A

..C...

1571 G .C. A

1569 ¢ A A G

DP-15 ACG GCC GIG TAT TAC TGI GCG AGA
1573

1574

1557

1558

1572

1571 e e e

1569 B O

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

DP-15 SGYTFT SYDI N WRQATGQGLE WVGWVINPNSGNT GYAQKFQG
RVTMIRNTSI STAYMEL SSLRSEDTAVYYCAR



160

1573 ce-een ao-a-

1574  ceeean ooae-

1572 ------ B

1558  c---- coae-

1557  ---ee- cea--

1569  c-----  coee-

1571 ------ <o-L-

Fall #24

CDRI

_____ ) [ N
----- T------N--r--------
----- Toeoee-Ne-=-Demm---
_____ i S N
----- Toeoe e e N T e -
----- T----e-N--G----v--
G-v-Tevunns N

DP-10 TCT GGA GGC ACC TTC AGC AGC TAT GCT ATC AGC TGG GIG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG

CTT GAG
1589

1394

1591

I

1590
1580
1584
1587
is%6.”CT. .G ..
1505
1506
1586
1588
1578
1577
1581
1583
1393 .G

1585

1>

S O T T S S |3 > 1> 1> 1> 1> 1>

>

1=

1=

T

1>

=4 =4 14 14 14 14 14 14 14 14 14 I+ |4 = 14 14 14

-
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CDRI |
DP-10 TGG ATG GGA GGG ATC ATC CCT ATC TTT GGT ACA GCA AAC TAC GCA CAG AAG TTC CAG GGC
AGA GIC
1589 N €
1394 O ©
1591 N €
1590 e €
1580 N € T
1584 e €

1587 N €

1>

1576 N €

1>

1583 e € I

10

1393 ... L. o s s e s e e G
1585 ... .. L L Lo o i e e e s G
DP-10 ACG ATT ACC GCG GAC GAA TCC ACG AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCT

GAG GAC
1589 LCoa s s s s e e e T

10
>

1394 ..C ...
..C ...
1591 ..C ot it i e e e s T

10
>

10
>

1590 ..C ...

1—
_|
10
>

1580 LCol s s s s e e e T

10
>

1584 L.C G s s s e T

10
>

1587 LCol s s s s e e e T

10
>

1576 O

10
>

1505 O

10
>

1506 ..C ... ... ... .. .. .. .. L T O T L

10
>

1586 LCol s s s s e e e T

10
>

1588 ..C ... ... .. .. oo e s T

10
>

1578 e

10
>
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1577 .C vt it i e e e e s T L L . L C e s TOA L
1581 .. C ot it e e e T .C. A
1683 ..C .ot i e e T CT.. A
1393 . C . i e T cT. A
1585  ..C ..t i e e T C A A

DP-10 ACG GCC GIG TAT TAC TGT GCG AGA
1589

1394

1591

1590 e e e e

1580 B O

1584
1587
1576
1505
1506
1586
1588
1578
1577
1581
1583
1393
1585

B P
_|

>0>»>2>00>>"

FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP-10 SCKASGGTFS SYAI S VWRQAPGQGL EWVG Gl | Pl FGTANYAQKFQG
RVTI TADESTSTAYMEL SSLRSEDTAVYYCAR
1589  ---------- Ne-oe oo Heeeooe mmeeooan A-------- . t---D--l-----
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Fall #11/VH1
CDRI

DP-2  TCT GGA TTC ACC TTT ACT AGC TCT GCT GIG CAG TGG GTG CGA CAG GCT CGT GGA CAA CGC

CTT GAG

895

I

1096 o i e e T
1008 .. i T
1089 .o T
1100 o o T
1114 o T
1115 o T

1108

1>
Io

_{
lo
1>
Io
I0)

898 e e T

1>
—

894 e
1095 e
CDRI |
DP-2 TGG ATA GGA TGG ATC GIC GIT GGC AGI GGI' AAC ACA AAC TAC GCA CAG AAG TTC CAG GAA
AGA GTC
895

889

lo
>

891

To)
>

892

To)
>

896

To)
>

899

To)
>

900

To)
>

1096

To)
>

1098

To)
>

1099

To)
>



Anhang 165

1100 ... i e s G oA
1114 G A
1115 G A
897 ... G A
... .C

888 .G A
1108 G A ..G
898 G A
894 G A
1095 G G AL

DP-2  ACC ATT ACC AGG GAC ATG TCC ACA AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGC AGC CTG AGA TCC

GAG GAC

895 A c. .c e
880 A G. .C G
go1 A G. .C G
892 A G. .C G
896 A G. .C G
899 A G. .C G
9000 A G. .C G
1096 A G. .C G
1008 A G. .C G
1099 A G. .C G
1100 A G. .C G
1114 A G. .C G
1115 A G. .C G
897 A G. .C G
888 A G. .C G
1108 A G. .C G
gos A G. .C G
894 A G. .C G
G ...

1095 A G. .C G
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DP-2  ACG GCC GIG TAT TAC TGI GCG GCA
889 T

895
891
892
896
899
900
1096
1098
1099
1100
1114
1115
897
888
1108
898
894
1095

A4 A A A A4 A4 A A4

0]

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP-2  SGFTFT SSAVQ W/RQARGQRLEW G W VVGSGNTNYAQKFQE
RVTI TRDMSTSTAYMEL SSLRSEDTAVYYCAA

889  ------ Semmn e S ¢ S Q- - N----- VT---Amm - -

Fall #11/VH4



Anhang

167

DP-65 TCT GGI GGC TCC ATC AGC AGI GGI GGI' TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CAC CCA GGG

AAG GGC
911

912

919

DP-65 CTG GAG TGG ATT GGG TAC ATC TAT

AGT CGA

911 AL oo oL C
912 B O
919 AL oo oL C

AA.

=

2

= 1

1=

cc. T
cC. T
cc. T

CDRI |
TAC AGT GGG AGC ACC TAC TAC

LT

LT

LT

AAC CCG

LT

LT

LT

TT. A
TT. A
TT. A
TCC CTC AAG

DP-65 GIT ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCT AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GIG ACT

GCC GCG
911 A. ... ..C... T.. AL L CLL T Ll L LA L T.. A
912 A .C. T B [ T. A
919 A .C. T AL c..T. A T.. A
DP-65 GAC ACG GCC GIG TAT TAC TGT GCG AGA
911 B N e G .
912 Y N e G .
919 B T e G .
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP- 65 SGGSI S SCGYYWS W RQHPGKGLEW G Y YYSGSTYYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
911 S----- --NP—s ----F-g--1--i- --F---s---n----- l-i-L-t-Nn--s--IN--------
VYyF--G
912 S----- --NP—s ----F-g--1--i- --F---8---n----- Sl-i-L-t-Nn--s--IN--------
VyF--G
919 S----- --NP—s ----F-g--1--i- --F---s---n----- l-i-L-t-Nn--s--IN--------

VYyF--G
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Fall #14/VH1

CDRI

DP-14 TCT GGT TAC ACC TTT ACC AGC TAT GGT ATC AGC TGG GIG CGA CAG GCC CCT GGA CAA GGG
CTT GAG

1201

1198

1190

1193

1200
1194

1195

DP- 14

1201

1198

1190

1193

1200
1194

1195

DP- 14

1201

1198

1190

1193

1200
1194

1195

DP- 14
1201
1198
1190
1193
1200
1194
1195

DP- 14

.G... A. .GT ... ... ... ... ... ... ... ... TGCGAC AG C..

GT . . T

9

CDRI

1=

TGG ATG GGA TGG ATC AGC GCT TAC AAT GGT AAC ACA AAC TAT GCA CAG AAG CTC CAG GGC
AGA GTC

(9] (9] (9]
o)
e
e 1o 10 10 10 I
- -
0o o
0 o o
T T E R (o R PV B
4 4 4 4 4 4+

®
I®
0
1—
—

> I>

1>

10

10

10

o I I 14 14 14
> 1> > 1> 1>

>
T

ACC ATG ACC ACA GAC ACA TCC ACG AGC ACA GCC TAC ATG GAG CTG AGG AGC CTG AGA TCT
GAC GAC

> 1>
- H
> 1>
ToRI0)

1>

_|
>
To)

ACG GCC GTG TAT TAC TGT GCG AGA
..G..A.TA.TG..C .A

FR1 CDR1 FR2 CDR2
SGYTFT SYG S WRQAPGQGL EVWMG

RVTMITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR

o 1o 1o 10 10 10

10

1>
1>

FR3
W SAYNGNTNYAQKL QG



1193 S-y--- --Qg-- mmmmeem-e---- g --GG--Y------ A (D
1200 --y--- s-g-S  ----- L------- g ---Gng¥--S---V-D ----tl----8----D-------------
1194 --y--- S-Qg-S  m-e--------- g ---Gn-Y--S---V-D ----tl----8----D-------------
1195 --y--- S-Qg-S  ------------- g ---Gn-Y--S--kV-D ----tl----5----D-K--K---tG F-
--K
1201 --NS-- - -CDRP--------- --sG--Y-K----V-D --N---d---NA---D-r----------
t---
1198 ---S-- R --sGy-gY-K----V-D --N---d---NA---D-r-------
avLLCcE-
1190 B I --sGy-gY-K----V-D --N---d---NA---D-r----------
t---
Fall #14/VH4

CDRI
DP-78 TCT GGT GGC TCC ATC AGC AGT GGI GAT TAC TAC TGG AGT TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG
AAG GGC
1046 e e e e e A s T T L
1047 A LT .. T
1048 A LT .. T
1050 A LT .. T
1153 A LT .. T
1154 A LT .. T
1155 A LT .. T
1049 T LA T T

CDRI |

DP-78 CTG GAG TGG ATT GGG TAC ATC TAT TAC AGT GGG AGC ACC TAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG
AGT CGA
1046 G
1047 .G.
1048 .G .
1050 .G.
1153 .G .
1154 .G.
1049 A € T .G.
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DP-78 GIT ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GIG ACT
GCC GCA

1046 .G.
1047 G.
1048 G.
1050 G
1153 G.
1154 G . T
1155 ..C... ..G.
1049 G

DP-78 GAC ACG GCC GTIG TAT TAC TGT GCC AGA GAA
1046

1047

1048

1050

1153 ... ... ...

1154 ... ..C ...

1155

1049

FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
DP-78 SGGSI S SGDYYWS W RQPPGKGLEW G YI YYSGSTYYNPSLKS
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
1046 - ---- N S--n-- e
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7.2 Verwendete Oligonukleotide

Tm [°C]
Oligonuklecotidezu 3.1.1
Vy-cons-FOR 5 CTGTCGACACGGCCGTGTATTACT'3 64
J-cons-REV 5 AACTGCAGAGGAGACGGTGACC'3 70
Oligonuklectidezu 3.1.2
Vul-FOR 5 CCTCAGTGAAGT(CT)TCCTGCAAGGC 3
Vu2-FOR 5 GTCCTGCGCTGGTGAAA(GC)CCACACA'3
Vu3- FOR 5 GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG'3 86
V- FOR 5 GACCCTGTCCCTCACCTGC(AG)CTGTC'3
Vu5- FOR 5 AAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGA(AG)GA'3
Vu6- FOR 5ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG'3 82
J(1-5)-REV 5 GGTGACCAGGGT(GCT)CC(CT)TGGCCCCAG'3 88
J6-REV 5 GGTGACCGTGGTCCCTTGCCCCCAG'3 92
1-CDR3-1-REV 5 AACGAGGTAGTTAGACCGCC'3 62
3-CDR3-377-REV S'GTATAGCAGCTGGTACTTCCG'3 64
11-CDR3-889-REV 5 GGCAAAAGATCGTAATGCGAGAC'3 66
11-CDR3-911-REV 5'GGCCCCGCCACCAGTTGATGA'3 70
13-CDR3-13-REV 5 GTAGTACCGCGTTGAAAC'3 54
14-CDR3-391-REV 5'GTAGCCGTAGCCACCCGATTC'3 68
14-CDR3-550-REV 5 GTCCCCGAACCATATCGATTG'3 64
16-CDR3-1496-REV 5'GTTCCTCCCCGAATCACGAC'3 64
17-CDR3-662-REV 5 CTAGTAGCTCCCCCCGACTGC'3 70
18-CDR3-40-REV 5'CGAGCTGCCGGCATCACGATC'3 70
19-CDR3-482-REV 5 CACCGTGCCGCCACCACTTTG'3 70
22-CDR3-1228-REV 5'CAACCGAAGCACCCTGGCCTC'3 70

24-CDR3-431-REV 5'CACTGCAGGGCCCCCTCCC'3 68
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GAPDH-cDNA-FOR
GAPDH-cDNA-FOR1.1
GAPDH-cDNA-REV

huCD40-L1.1-FOR
huCD40-L-REV

huFAS-L-E1-FOR
huFAS-L-E4-REV
huFas-L-kompl.-FOR
huFas-L-kompl.-REV

huCD32-cDNA-FOR
huCD32-cDNA-REV

IFNg-FOR
IFNg-REV
IFNg-Rezeptor-FOR
IFNg-Rezeptor-REV
IL2-FOR

IL2-REV

IL10-FOR
IL10-REV
IL13-FOR
IL13-REV
TGFb1-FOR
TGFb1-REV

5TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT 3

5 GTGGAAGGACTCATGACCACAGTC'3
5 CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC'3

5 CCTCAAATTGCGGCACATGT 3
5 GACAAACACCGAAGCACCTGG'3

5GGCCTGTGTCTCCTTGTGATG'3

5 CAGGTTGTTGCAAGATTGACCC 3

5 GCTGCCATGCAGCAGCCC'3

5 CTTCTCTTAGAGCTTATATAAGCC'3

5 CAAAGGCTGTGCTGAAACTCGAG'3
5 CTGCAGTAGATCAAGGCCACTAC'3

5TTGGAAAGAGGAGAGTGACAG'3
5TACTGGGATGCTCTTCGACCTC'3

5 GCCGTCCTCAGTGCCTACACCA'S3
5TTATACTGGATCTCACTTCCGTTCA'3
5 ATGTACAGGATGCAACTCCTGT 3
5GTTTCAGATCCCTTTAGTTCCAG'3
5AGACTTTCTTTCAAATGAAGGATC'3
5TCAGTTTCGTATCTTCATTGTCA'3
5TGGCGCTTTTGTTGACCACGGT 3
5AAGCTGGAAAACCCAGCTGAGA3
5 AACCCACAACGAAATCTATGAC3
5CTTCTCCGTGGACCTGAAGCAA'3

78
70
78

60
66

66
66
62
66

70
70

62
68
72
70

66

62
68
66
62
68
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7.3 Lebendauf

Per sonliche Daten

Name Congtanze Helga Kndrr

Geburtsdatum 20. Februar 1970

Geburtsort Ansbach

Familiengand ledig

Schulausbildung

1976 - 1980 Grundschule Ansbach West

1980 - 1989 Platen- Gymnasum Ansbach

1989 Allgemeine Hochschulreife

Studium

1989 - 1995 Biologiestudium an der Friedrich- Alexander-Universtét
Erlangen-NUrnberg

05.1994 Diplompriifung

06.1994 - 05.1995 Diplomarbeit am Indtitut fir Genetik unter der Leitung von
Prof. Dr. G.H. Fey.

Thema ,, Charakterisierung eines genomischen Klons des mensch
lichen AF-4 Gens und Konstruktion des GenKnock-Out-V ektors
GDC2 zur Inaktivierung des ALLL AF-4 Fusonsgensin

Leukdmiezdlen mit einer Trand okation t(4;11)"

07.1995 - 12.1999 Dissertation am Indtitut fir Pathologie der Julius-Maximilians-
Universitdt Wirzburg unter der Anleitung von Prof. Dr. H. K.
Muller-Hermelink und PD Dr. G. Pflugfelder.

Thema ,,Untersuchungen zu den Mechanismen in der Ent-

wicklung mdigner B-Zdl-Lymphome des mukosaassoziierten
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lymphatischen Gewebe (MALT) - Typs'.
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