Identifizierung und Charakterisierung des
BARB-4 Antigens

Dissertation

zur Erlangung des naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg

vorgelegt von

Nicole Schatz

aus Radolfzell am Bodensee

Wurzburg 2010






Gutachter der schriftlichen Arbeit

Prufer des offentlichen Promotionskolloquiums






Meiner Familie






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
T =T 11T 1 1 o T 1
1.1 Krebserkrankung des Menschen...........ooooooiiii e 1
1.2 KArZINOGENESE ...ttt e et e e e e et e e e et aa e e e eeeeaeeeannnnaeeeenes 2
1.3 Innate Immunitat des MensSChen ............coooo i 4
LR S IV 4T ] =T =1 o[ 6
1.5 Monoklonale Antikdrper in der Tumortherapie ..........ccoovvvviiiciiiiieeeeeeecee e, 7
1.5.1  MUMNE ANIKOIPET ... .ot e e e a e 11
1.5.2 Chimare und humanisierte ANtiKOIPEr........ccceeviiiiieiiiiiieie e e 13
1.5.3 HUmManNe ANtIKOIPET ... e e e e 15
1.6 Humane Hybridomatechnologie ...........coooooiiiiiiii 17
1.7 Natlrliche AntIKOIPEr .. ..o e 19
171 ANBKOIPEr SC-1 ..ttt eeeeeeeeeeeeennnnnnnnns 21
L 7 N 01 1] o T= T Y e 23
1.7.3  ANLKOIPEr SAM-6 ... .o o e e e a e 24
1.7.4  ANtKOrper BARB-4 .........uuiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee et e e 25
1.8 Ziel der ArDeit. .. ..o 26
2 Material und Methoden ... s 27
P2 B |V = (Y =1 1Y o PSSR 27
2.1.1 Verbrauchsmaterialien .............uuuiiiiiiiiiii e 27
2.1.2 Medien, Puffer, LOSUNGEN ........coiiiiiiiieeee e e 32
N I T T = (S 39
2.1.4  Soft- Und HardWare ..........oooeiiiiiiiie e e 40
215 ZellNI®N oo 41
A A |1 (0 | PR 42
2.2.1 Kultivierung von Karzinom- und Melanomzelllinien ............ccccccvvviieiinnnnne. 42
2.2.2 Kultivierung von BARB-4 produzierenden Hybridomzellen ........................ 43
2.2.3 Kultivierung von Escherichia coli Bakterien..........cccccooooviiiiiiiii 43
2.2.4 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen .............ccooooviiiiiiiiiiiiiciiieeeees 44
2.2.5 Einfrieren von Escherichia coli Bakterien ..........cccccooviiiiiii 44
2.2.6 Auftauen eukaryontischer Zellen ... 44
2.2.7 Auftauen von Escherichia coli Bakterien ...........ccccooviiiiiiiiiiiieee, 45




Inhaltsverzeichnis

2.2.8 ZellzahlbeStiMMUNG .....cooviiiiiiiiiiii e 45
2.3 Zellbiologische Methoden.............oooiiiiiiiiiii e 45
2.3.1 Ernten der Karzinomzellen fir die Membranpraparation...............ccc.......... 45
2.3.2 lIsolierung von Lymphozyten aus humanem Frischblut .............................. 46
2.3.3 Transfektion von Tumorzellen mit SIRNA ..., 47
2.3.4 MTT-Proliferationstest ... 49
2.3.5 Cell Death Detection ELISAPLUS Apoptosetest.............ccccooveeeeceecrecenennnns 50
2.3.6 Untersuchung der Tumorzelladhasion unter Antikérpereinwirkung............ 51
2.3.7 Untersuchung der Tumorzellmotilitat unter Antikorpereinwirkung .............. 52
2.4 Immunhistochemische Methoden............ccoooiiiiiiiiiii e 52
2.4.1 Herstellung von Zytospinpraparaten ...........cccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e 52
2.4.2 Herstellung von Paraffinschnitten..............ccooooooiiiiiiie e, 53
2.4.3 Immunperoxidasefarbung.........ccccooiiiiiiiiiiii e 53
2.4.3.1 Biotinylierung des BARB-4 ANtIKOIPErsS .........uuuuuuviuiimiiiiiiiiiieiiieeieeeeeeeeenns 53
2.4.3.2 Immunperoxidasefarbung von Zytospinpraparaten..............ccccceevvnnnn.... 54
2.4.3.3 Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten .................ccccccn . 55
2.5 Biochemische Methoden ... e 57
2.5.1 Membranproteinpraparation von Karzinomzellen.............cccccccoeeveeeeeninnnn.. 57
2.5.2 Quantitative Bestimmung von Proteinen ..........cccccooo 58
2.5.3 Aufkonzentrierung von Proteinen............ccoooiiiiiiiiiiee e, 59
2.5.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ........ 59
255 Coomassie-Farbung........cccoi 60
2.5.6 Western Blot-AnalySen.........ccooiiiiiiiiiiii 60
2.5.7 Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembran ....................... 61
2.5.8 Aufreinigung von Proteinen ...........ccooooiiiiiiiiii i 62
2.5.8.1 Aufreinigung des BARB-4 ANtIKOIPErsS ..........uuuuuuiiimmmiiiiiiiiieiiiieeieeeeeeeennns 62
2.5.8.2 Aufreinigung des BARB-4 ANtIgENS .......ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeieeeeeeeeeee e 63
2.5.9 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen...........ccccoovvvviiiiiiiiinnn. 64
2.5.10 Enzymatischer Verdau des BARB-4 Antigens..........cccooveiiiiiiiiiiiiiieieiin e, 65
2.6 Molekularbiologische Methoden...........coooooii i 66
2.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA ... 66
2.6.1.1 RNA-Isolierung aus Tumorzellen .............ccooviiiiiiiiiiiiiiieeee e 66
2.6.1.2 RNA-Isolierung aus GEWEDEN.............ouvvuiiiiiiiiiiiccee e 67
2.6.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren ................. 67




Inhaltsverzeichnis

2.6.3 Reverse Transkription von mMRNA in cDNA.........oooriiiieeee 68
2.6.3.1 cDNA Synthese fiur die semiquantitative PCR..............cccoooviiiiiiiiininnnn.n. 68
2.6.3.2 cDNA Synthese fiir die Sequenzanalyse...........cccccccvvieeiiiieeeieeieeiin 68

2.6.4 Polymerasekettenreaktion..........ccccccovviiiiiiiiiiiiiiiiii 69
2.6.4.1 Semiquantitative PCR mit GAPDH..........ccoiiiii 70
2.6.4.2 PCR fur die TAF15 SEqQUENZIEIUNG .........uuieiiieeeeeeeiiiiee e e e 70

2.6.5 Agarosegelelektrophorese ............oiiiiiiiiii e 71

2.6.6 Aufreinigung von PCR-Produkten flur die Klonierung ...........ccccccvvvvevinnnnee. 71

2.6.7 Anhangen des Adenosintriphosphatnukleotids am 3’ Ende ....................... 72

2.6.8 Klonierung von PCR-Produkten mittels pEXP5-CT/TOPO Vektor ............. 72

2.6.9 Transformation kompetenter Escherichia coli Bakterien ...............cc........... 73

2.6.10 lIsolierung des Expressionsvektors aus Escherichia coOli .............ccccceennee.. 73

2.6.11 Restriktionsverdau des Expressionsvekiors............cooiiiiiiinieiiiiiiiiii e, 74

2.6.12 DNA-SEQUENZIEIUNG ...ccoiiiiiiiiiiiiii e 74

2.7 IMMUNFIUOTESZENZ ... e e 75

2.7.1 Durchflusszytometrie (FACS-ANAIYSE)........ceeeeiiiiiiiiiiiicee e 75
2.7.1.1 Messung und Auswertung der FIUOreSzenz ................ueeeeveeeeeeeeieeeeeeennnns 76
2.7.1.2 Nachweis der Antigenexpression auf der Zelloberflache........................ a4
2.7.1.3 Nachweis von intrazellularem Antigen...........ccoovrrimiiiiiiiiieeeeeee e, 78

2.7.2 FluoreszenzmikKroSKOPIE. .......ciiiiiiiiiieiiiiiie e e e e e 79
2.7.2.1 Fluoreszenzmarkierung von AntikOrpern............ccciiieiniiieeeieeeeeiinee 80
2.7.2.2 Endozytose fluoreszenzmarkierter AntikOrper..........ccceeeeevieeeeeeeieeeeninnnnn. 81
2.7.2.3 Simultaninkubation von BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper................. 81

3 ErgebniSSe ... 83
3.1 Charakterisierung des BARB-4 AntikOrpers .............ueuviviiiiiiiiiiiiiiiieeeciiiiiiieeeee, 83

3.1.1  Tumorspezifitat des BARB-4 ANtIKOIPErs ........ccovveeeieiiiieieiiicceeeee e, 84
3.1.1.1 Immunhistochemische Farbung auf Tumorgeweben ...................oueeene.. 85
3.1.1.2 Immunhistochemische Farbung auf Normalgewebe .............................. 87
3.1.1.3 Resultat der immunhistochemischen Untersuchungen ......................... 89

3.1.2 Funktionelle Analysen des BARB-4 Antikorpers .........cccccoiiiii, 89
3.1.2.1 Hemmung der Zellproliferation ................uoeeiiiiiiiiiiciie e, 90
3.1.2.2 INdUKtion VON APOPLOSE......uuiiiiiiiiiieeeeee e e 91
3.1.2.3 Hemmung der Tumorzelladh8Sion ... 92




Inhaltsverzeichnis

3.1.2.4 Hemmung der Tumorzellmotilitat ... 93
3.1.3 Expression des BARB-4 ANtigensS..........oviiiiiiiiiiiiiii e 94
3.1.3.1 FACS-Analysen auf Tumorzellen ...........ccccccoeoeiiiiiiiiiiicieee e, 94
3.1.3.2 Endozytose des BARB-4 AntikOrpers..........cooovvvviiiiiiiiiiii 95
3.2 Isolierung und Identifizierung des BARB-4 Antigens............ccovvvvveeeiiiiiiiieenennee. 96
3.2.1 Western Blot-Analyse auf Membranextrakten von Tumorzellen................. 96
3.2.2 Chromatographische Aufreinigung des BARB-4 Antigens ............ccc.......... 98
3.2.3 Identifizierung des BARB-4 Antigens ... 101
3.3 Validierung des BARB-4 Targets ............uuuueiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeec s 103
3.3.1  Western Blot-Analysen mit Anti-TAF15 und BARB-4 Antikorper.............. 104
3.3.2 FACS-Analysen mit Anti-TAF15 und BARB-4 Antikorper......................... 105
3.3.3 Effekt der TAF15 Proteinregression auf die BARB-4 Antikorperbindung . 106
3.4 Uberexpression VON TAF 15 ... ...cciii e et neeenens 111
3.4.1 Nachweis der Uberexpression in Tumorgewebe auf mMRNA-Ebene......... 111
3.4.2 Nachweis der Uberexpression in Tumorzellen auf Proteinebene.............. 111
3.5 Vergleich des BARB-4 Antigens mit dem TAF15 Wildtyp........ccoceviiiniiiinnns 113
3.5.1  Vergleich des BARB-4 und Anti-TAF15 AntikOrperepitops...........ccceeu..... 113
3.5.2 Lokalisation des BARB-4 Antigens und des TAF15-Wildtyps.................. 114
3.5.2.1 Vergleich von FACS-Analysen auf Tumorzellen und gesunden Zellen 114
3.5.2.2 Koexpression des BARB-4 Antigens mit dem TAF15-Wildtyp.............. 116
3.5.3 Sequenzvergleich der TAF15 cDNA aus Tumorzellen mit dem Wildtyp... 118
3.5.4 Analyse von TAF15BARB-4 auf posttranslationale Glykosilierung............. 119
3.5.5 Das potentielle BARB-4 Target ........cccoooiiiiiiiiiiiiie 121

L N 0 1= (¥ L7 =] o o 125
4.1 Der AntikOrper BARB-4 ... 125
4.1.1 Eigenschaften und Funktionen des BARB-4 Antikorpers...........ccccceuveee.e. 125
4.1.2 Der naturliche IgG Antikorper BARB-4 ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeeec s 126
4.2 Innate Immunitat des Menschen ... 127
4.2.1 Bedeutung und Funktionalitat der innaten Immunabwehr ........................ 128
4.2.2 Zellulare und humorale Komponenten der innaten Immunabwehr........... 130
4.3 Immunogenitat transformierter Zellen..............cccc 131
4.4 Charakteristische Eigenschaften natlrlicher Antikdrper.............ccovviiviinnnnn. 132
4.5 196G ANBIKOIPET ... . 133




Inhaltsverzeichnis

4.5.1 Struktur und Subklassen der IgG AntikOrper............uuveeeeieieiieieiiiiieiiinnnnee. 133
4.5.2 Rolle der IgG Antikorper in der Immunabwehr ..., 135
4.5.3 Naturliche, tumorspezifische IgG und IgM Antikorper im Vergleich.......... 137
4.5.3.1 Genetik natlrlicher AntiKOrper..........ooeeeiiiiii e 137
4.5.3.2 Funktionalitat natirlicher ANtiKOrPer.......cccoov e 138
4.5.3.3 Epitope naturlicher ANtIKOIPEr ..........ovvveeiiiiie e 140
4.5.3.4 Fazitdes VergleiChs .........cooooiiiiiiiiiie e 141
4B TAF TS s 142
4.6.1 Strukturelle Eigenschaften des TAF15 Wildtyps .....cccooveeiiiviiiiiiiiiicceee, 142
4.6.2 Funktionelle Eigenschaften des TAF15 Wildtyps ......cccooevieiiiiiiiiiiiieeee, 144
4.6.3 Lokalisation des TAF15 Wildtyps ......c.uviiiiiiiiiiiiiie e 145
4.6.4 Translokation von TAF15 auf die Zelloberflache..............cccciiii 146
4.6.5 Lokalisation von TAF15in Tumorzellen ... 148
4.6.6 Rolle von TAF15in TumMorzellen ...........oouvuiiiiiiiiieeecce e e 149
4.6.6.1 Expression von TAF15 Fusionsproteinen in Tumoren.......................... 150
4.6.6.2 N-terminale TAF15 Domane als Transkriptionsverstarker.................... 151
4.6.6.3 Uberexpression von TAF15 in Tumorzellen ..............cccceecveveceeeeeennnne.. 152
4.6.6.4 Involvierung des TAF15 Proteins in die Apoptose.........ccoovvvvvvvvvninnnnnnn. 153
4.6.6.5 Rolle von TAF15 in der Zelladhasion und der Zellbeweglichkeit........... 155
4.6.7 Modifikationen vOn TAF 15, ... ..o e e e 157
4.6.8 Bedeutung des BARB-4 Antikorpers und des TAF15BARB-4 Antigens ..... 159
A VE=F= T 014 =T 0] 2= E=T=T U 3T 163
LT = T 4] 0 -1 /PPN 165
7  AbKUrzungsverzeiChnis ... s e e n s s e e e e nnnna 167
8 LiteraturverzeiChnis ... s 173







1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebserkrankung des Menschen

Krebs ist nach den Herzkreislauferkrankungen weltweit die zweithaufigste
Todesursache [1]. Dies liegt vor allem an der hohen Todesrate der betroffenen
Personen. Jahrlich erkranken etwa 11 Mio. Menschen neu an Krebs, von denen
mehr als 6 Mio. sterben [2]. Allein in Deutschland sind im Jahr 2010
schatzungsweise 450.000 Neuerkrankungen zu erwarten [3]. Neben dem Alter,
welches eine erhebliche Rolle bei dieser Erkrankung spielt, gibt es eine Vielzahl
weiterer Risikofaktoren, die die Entstehung von Krebs fordern. Hierzu zahlen unter
anderem physikalische Noxen wie ultraviolette und ionisierende Strahlung,
chemische Noxen wie Asbest und Tabakrauch sowie biologische Noxen. Bei der
letztgenannten Schadstoffgruppe handelt es sich um infektioses Material wie
bestimmte Vieren (z.B. Hepatitis B Virus oder humanes Papilloma Virus (HPV)),
Bakterien (z.B. Helicobacter pylori) oder Parasiten (z.B. Schistosomen) [3-7]. Neben
den exogenen Risikofaktoren spielt auch die familidare Disposition eine wesentliche
Rolle fir die Krebsentstehung [7-8].

Prinzipiell kann bei einer Krebserkrankung jedes Organ befallen werden. Die
Haufigkeit, mit der ein entsprechendes Organ erkrankt, ist dabei jedoch abhangig
von Alter, Geschlecht, der geographischen Region, bestimmten
Ernahrungsgewohnheiten und ahnlichen Faktoren. So erkranken beispielsweise
Manner haufig an einem Lungen- oder Prostatakarzinom, wahrend Frauen vor allem
an Brustkrebs erkranken [2-3, 9]. Abbildung 1 zeigt hierzu eine Krebsstatistik fur die
Bundesrepuplik Deutschland.

Der Verlauf einer solchen Erkrankung unterliegt hierbei keinen pauschalen Regeln,
da sich der Krebs in unterschiedlichen Krankheitsbildern und Auspragungen auf3ert.
Es existieren Uber 100 verschiedene Arten von Krebserkrankungen, die sich zum Teil
stark in ihren Behandlungsmaoglichkeiten, ihrer Neigung zur Metastasierung und ihren
Uberlebenschancen unterscheiden. Es kann daher keine generelle Aussage Uber die
Lebenserwartung oder die Heilungschancen getroffen werden [10]. Durch praventive
MaRnahmen und eine frihe Erkennung des Krebses konnen diese jedoch, abhangig
von der Krebsart, dem Alter des Patienten und dem Diagnosezeitpunkt, erheblich

verbessert werden.
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Trotzdem besteht weiterhin ein  Bedarf an innovativen und effektiven
Behandlungsmethoden, welche sich durch bestmdgliche Wirksamkeit bei geringer

Toxizitat auszeichnen.
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil ausgewdhiter Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland. Es wurde hierbei nach Geschlecht unterschieden. Nicht
melanotischer Hautkrebs wurde nicht berlcksichtigt. Die Abbildung beruht auf der Schatzung der
Dachdokumentation Krebs des Robert Koch-Instituts [3].

1.2 Karzinogenese

Bei Krebs bzw. malignen (bdsartigen) Tumoren handelt es sich um
Gewebeneubildungen (Neoplasien), die unkontrolliert wachsen, sich teilen und in
gesundes Gewebe eindringen und dieses zerstoren kdnnen [7].

Nach heutiger Sicht der Wissenschaft entsteht Krebs in einem mehrstufigen
Vorgang. Tumoren bilden sich hierbei aus einer einzelnen, gesunden Zelle, die durch
die Anhaufung von irreversiblen genetischen Veranderungen zur Entstehung
hochmaligner Zellabkommlinge fuhren kann. Krebs ist also nicht die Folge eines
einmaligen fehlerhaften Ereignisses in der Zelle, sondern von mehrfachen
Modifikationen auf Genebene. Man spricht in diesem Zusammenhang deshalb auch

von einer malignen Transformation [11].
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Eine der plausibelsten Theorien zur Karzinogenese (Krebsentstehung) besagt, dass
solche malignen Transformationen vor allem durch Defekte der sogenannten
Protoonkogene und Tumorsuppressorgene verursacht werden. Normalerweise sind
diese fur den korrekten Ablauf des Zellzyklus verantwortlich. Hierbei kodieren die
Protoonkogene Proteine, die einen fordernden Effekt auf das Zellwachstum und die
Zellteilung haben, wahrend die Tumorsuppressorgene Proteine kodieren, die diese
Prozesse hemmen. I|hr Zusammenspiel in gesunden Zellen ist dabei stets
ausgewogen. Gerat dieses Gleichgewicht ins wanken, indem eine Mutation in einem
dieser Regulatorgene auftritt, kann dies zu weiteren genetischen Veranderungen
fuhren. Ist davon ein Apoptosegen (z.B. p53) betroffen, kann die Apoptose nicht
mehr ausgelost werden und die Zelle wird unsterblich. Durch weitere Mutationen der
DNA kann die Zelle zusatzlich Eigenschaften ausbilden, die es ihr ermoglichen aus
dem bestehenden Zellverband auszuwandern und in fremdes Gewebe einzudringen.
Erst hierdurch erlangt der Krebs seine tddliche Potenz. Protoonkogene und
Tumorsuppressorgene stellen deshalb ein Krebsrisiko auf genetischer Ebene dar,
welches durch aullere Einflisse verstarkt werden kann [12]. Bei diesen inneren
Faktoren spielt die genetische Pradisposition eine wichtige Rolle.

Die Tumorentstehung kann aber auch durch exogene, kanzerogene Substanzen
initiiert oder beschleunigt werden. Die Exposition mit solchen in der Umwelt
befindlichen Noxen kann dazu fiihren, dass diese direkt mit der DNA interagieren
und dabei ebenfalls Veranderungen in der Genexpression hervorgerufen werden
konnen [13]. Krebszellen sind haufig aneuploid, was bedeutet, dass sie eine andere
Anzahl an Chromosomen aufweisen [14]. Ob dies Ursache oder Folge der
Erkrankung ist, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. In diesem Zusammenhang
gibt es auch eine Theorie die besagt, dass Krebs nicht oder nicht nur auf die
Entstehung einzelner Genmutationen zuruckzufuhren ist, sondern auf die
Veranderung des Chromosomensatzes [15].

Aufgrund der Vielzahl an Zellen sind Transformationen im menschlichen Organismus
keine Seltenheit. Nicht jede maligne Zellveranderung fuhrt jedoch automatisch zur
Entstehung eines Tumors. Dies liegt vor allem daran, dass der Mensch ein
Immunsystem besitzt, welches in der Lage ist, die Entwicklung von Tumoren zu
verhindern. Besonders die innate Immunabwehr spielt fir das Unterbinden einer
Tumormanifestation eine entscheidende Rolle [16-17]. Die Funktionsweise dieses

Systems wird nachfolgend naher erlautert.
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1.3 Innate Immunitat des Menschen

Der menschliche Organismus verfugt Uber ein komplexes Immunsystem, welches fur
die Erkennung und Beseitigung von Pathogenen und transformierten Korperzellen
verantwortlich ist. Hierbei ist die Fahigkeit Fremdartiges von eigenen, gesunden
Zellen zu unterscheiden von grofer Bedeutung. Die menschliche Immunabwehr
kann in zwei unterschiedliche Systeme unterteilt werden. Sie setzt sich aus der
innaten (angeborenen bzw. primaren) und der adaptiven (erworbenen bzw.
sekundaren) Immunitat zusammen. Die innate Immunitat basiert dabei auf einer
bestimmten Anzahl an genetisch determinierten Rezeptoren, die keiner weiteren
Reifung unterliegen und fur die Erkennung nicht kdrpereigener (non-self) Strukturen
verantwortlich sind. Im Gegensatz dazu weist die sekundare Immunitat aufgrund von
Reifung und Mutation eine hdhere Variabilitat ihrer Rezeptoren auf [18-22]. Beide
Abwehrsysteme setzen sich sowohl aus zellularen als auch aus humoralen
Komponente zusammen.

Im Laufe der Evolution hat sich die angeborene Immunabwehr schon frih entwickelt
und als sehr effizient erwiesen. Einfache Lebewesen wie Invertebraten besitzen
ausschlielBlich eine primare Immunitat, wahrend hoher entwickelte, komplexere
Organismen wie Vertebraten zusatzlich eine sekundare Immunitat besitzen [23-24].
Die angeborene Immunitat bildet die initiale Verteidigung (first line defense) und
bekampft den Groldteil an Infektionen, ohne dass der Organismus zuvor mit den
Erregern in Kontakt gekommen ist. Hierbei werden Krankheitserreger wie Pilze,
Vieren, Bakterien sowie einzellige und mehrzellige Parasiten spezifisch und frihzeitig
erkannt. Auch kérpereigene, pathogen veranderte Zellen kdnnen so zeitig erkannt
und eliminiert werden [25-30].

Zur zellularen, innaten Immunantwort gehoren vor allem phagozytierende Zellen wie
Makrophagen, NK-Zellen, dendritische Zellen, Mastzellen sowie bestimmte
antikorperproduzierende B-Lymphozyten (CD5-positive B-Zellen) [31-32]. Diese
Zellen erkennen dabei Uber keimbahnkodierte Rezeptoren keine einzelnen
spezifischen Strukturen, sondern sogenannte pathogenassoziierte, molekulare
Muster (pathogen associated molecular pattern, PAMP) auf der Zelloberflache [33-
35]. Einige Familien dieser Erkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors,
PRRs) konnten bisher identifiziert werden. Zu ihnen gehdéren unter anderem die

Interleukin-1 und Drosophila Toll-ahnliche Rezeptoren (drosophila toll-like receptors,
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TLRs). Diese sind fur die Erkennung von Bakterien, Vieren, Pilzen und Protozoen
zustandig und kommen extrazellular oder in Endosomen vor [36]. Die TLRs arbeiten
synergetisch mit weiteren im Cytosol befindlichen Rezeptoren zusammen. Hierzu
zahlen die NOD-ahnlichen Rezeptoren (nucleotid binding and oligomerization
domain-like receptors), welche zur Erkennung bakterieller Bestandteile dienen, die
Lektin-Rezeptoren vom C-Typ (C-type lectin receptors, CLRs), die Pilze erkennen
konnen und die RIG-1-ahnlichen Rezeptoren (retinoic acid inducible gene 1-like
receptors, RLRs), die fur die Erkennung der viralen Ribonukleinsduren zustandig
sind [37]. Durch die Bindung an die konservativen Strukturen, welche meist aus
Polysacchariden und Polynukleotiden bestehen, kommt es zur Induktion
unterschiedlicher Signalkaskaden, die bis zur Aktivierung von Zytokinen und weiteren
Immunzellen fuhrt [38]. Da die keimbahnkodierten Rezeptoren verwandte Muster und
keine spezifischen Strukturen erkennen, reicht eine geringe Anzahl an Rezeptoren
und Erkennungsmotiven aus, um ein breites Spektrum pathogener Substanzen
zuverlassig abzudecken.

PAMPs sind auch bei der Erkennung von Tumorzellen durch die innate Immunitat
von Bedeutung. Der menschliche Organismus unterliegt standig der Transformation
eigener Zellen, die wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben zu Tumoren fihren kann
[12-13, 39]. Hierbei werden jedoch nicht nur zellulare Eigenschaften wie Wachstum,
Zellregulation und Zellkontakte verandert, sondern auch die aullere
Erscheinungsform der betroffenen Zellen. Es werden modifizierte Strukturen
(PAMPs) unabhangig vom ursprunglichen Mutationsereignis auf der Zelloberflache
exprimiert, die fir das Uberleben der entarteten Zelle Vorteile aufweisen. Genau
diese Strukturen kénnen jedoch vom Immunsystem erkannt und als korperfremd
eingestuft werden, da sie sich von den Zellstrukturen normaler Zellen unterscheiden.
Die meisten neoplastischen Zellen werden hierdurch bekampft und das
Heranwachsen von soliden Tumoren wird somit praventiv verhindert. Trotz
vorangegangener Transformation tritt hierdurch meist kein manifester Tumor auf [16,
35, 40-42]. Um eine rasche Immunabwehr zu gewahrleisten, verlauft die innate
Immunitat unabhangig von antigenprasentierenden T-Zellen [33, 43].

Bereits in den 70er Jahren war bekannt, dass immunologische Vorgange maldgeblich
an der Abwehr und Bekampfung von Tumoren beteiligt sind [44-46]. Trotz einiger
Hinweise, die darauf hindeuten, dass das innate Immunsystem einen

entscheidenden Beitrag zur Abwehr von Pathogenen und malignen Zellen leistet,

5



1 Einleitung

wurde die angeborene Immunitdt lange als unspezifisch deklariert. Aus
immunologischer Sicht war sie sogar flr autoreaktive Prozesse verantwortlich [35,
47]. Bis in die 90er Jahre wurde ausschliellich die erworbene Immunitat fur die
Abwehr fremder Strukturen verantwortlich gemacht. Mittlerweile konnte diese
Meinung widerlegt und die elementare Rolle der innaten Immunabwehr
wissenschaftlich bestatigt werden. Die innate Immunitat ist nicht nur fir die initiale
Immunabwehr von pathogenen Eindringlingen und fir die Erkennung und Elimination
von Korperzellen nach den ersten Veranderungen zustandig, sondern induziert und
stimuliert aullerdem auch die adaptive Immunabwehr, welche im Bedarfsfall
unterstitzend bzw. verstarkend wirken kann [33, 48-55].

Trotz der hohen Effizienz dieses Systems, das meist die Entwicklung von soliden
Tumoren verhindert, kann es immer wieder vereinzelt zu Neoplasien kommen. Die
Therapie der Krebserkrankung ist nicht zuletzt wegen der hohen Todesrate bei

Tumorpatienten von grol3em Interesse fur Medizin und Wissenschaft.

1.4 Tumortherapie

Die klassischen Behandlungsformen von Krebserkrankungen stellen derzeit die
chirurgische Tumortherapie, die Strahlentherapie und die Chemotherapie dar. Fur
eine hohere Effizienz kommen meist Kombinationen aus den einzelnen
Therapieformen zum Einsatz. Dieses sogenannte multimodale Therapieschema
hangt dabei von mehreren Faktoren ab. Es spielen sowohl die Tumorart und -grofe,
die Lokalisation des Tumors, die Ausbreitung im Korper sowie der Allgemeinzustand
des Patienten und dessen Alter eine grol3e Rolle. Die Anwendung von Chemo- und
Radiotherapeutika verursacht jedoch oft eine hohe toxische Schadigung des
menschlichen Organismus [56]. Daher besteht ein standiges Bestreben die
vorhandenen Therapiemdglichkeiten zu verbessern. Dies fiihrte Uber die Jahre
hinweg zu optimierteren Operationstechniken sowie kontinuierlichen Fortschritten in
Strahlen- und Chemotherapie. Neue Erkenntnisse in der Zell- und Molekularbiologie
konnten dazu beitragen das Wirkstoffspektrum erheblich zu erweitern. Heutzutage
exisistieren daher auch Krebstherapeutika, die zur sogenannten zielgerichteten

Tumortherapie (targeted therapy) zahlen [57]. Sie binden spezifisch an ihre




1 Einleitung

Zielmolekule (targets) und verandern hierdurch Zellprozesse, die an der
Tumorentwicklung maldgeblich beteiligt sind [58]. Abbildung 2 zeigt die Entwicklung
der Tumortherapeutika von den urspruinglichen Chemotherapeutika bis hin zu den

zielgerichteten Wirkstoffen.

Zytostatika (Chemotherapeutika): Alkylantien (Cyclophosphamid)

Hemmung der Zellproliferation Platinanaloga (Cisplatin)
(Beeinflussung von DNA- Mitoseinhibitoren (Vincristin, Paclitaxel)
Synthese / Zellzyklus) Interkalantien (Doxorubicin)

Antimetabolite ( 5-Fluoruracil, Methotrexat)
Topoisomeraseinhibitoren ( Camptothecin)

o)

c

)

.i_" Modulation auf hormonaler Ebene: Hormonrezeptorantagonisten (Tamoxifen)

2 Hemmung des hormonabhé&ngigen Aromataseinhibitoren (Anastrozol)

i Wachstums
Zielgerichtete Tumortherapie: Stoffwechselmodulatoren (Erlotinib, Gefitinib)
Modifikation der Angiogenese / Angiogeneseinhibitoren (Bevacizumab)

\j Signaltransduktion

Abbildung 2: Entwicklung der Tumortherapeutika. Modifiziert nach [59]. Im Laufe der Zeit sind
kontinuierlich  neue  Wirkstoffe entwickelt worden. Dies bewirkte, dass sich die
Behandlungsmoglichkeiten von Krebspatienten zunehmend verbesserten. Die zielgerichteten
Tumortherapeutika gehdren zur neuesten Generation von Wirkstoffen. Sie sind bereits fest in der
Behandlung von Krebserkrankungen etabliert.

1.5 Monoklonale Antikorper in der Tumortherapie

Monoklonale Antikorper, Vakzine und Zytokine (Interferone und Interleukine), die in
der Tumortherapie eingesetzt werden, gehdren zu den Krebsimmuntherapeutika.
Neben den Vakzinen, die zur Immunstimulation dienen, rickte vor allem die
therapeutische Behandlung mit monoklonalen Antikorper immer mehr in den
Vordergrund [60-65]. Dies liegt hauptsachlich daran, dass Antikorper sehr effektive
und spezifische Waffen des Immunsystems darstellen.

Die Existenz von Antikorpern ist dabei schon sehr lange bekannt. Bereits vor uber
100 Jahren (1897) wurden die Immunglobuline von dem deutschen Wissenschaftler
und Nobelpreistrager Paul Ehrlich entdeckt und in der sogenannte Seitenketten-

Theorie (side-chain theory) beschrieben. Diese besagt, dass bestimmte Zellen Uber
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Seitenketten (Rezeptoren) fremde Substanzen binden koénnen, wodurch die
Seitenketten anschlieend vermehrt ins Blut frei gesetzt werden und dort zirkulieren
[66]. Mehrere Jahrzehnte spater (1975) gelang es den beiden Wissenschaftlern
César Milstein und Georges Kohler antikdrperproduzierende B-Zellen aus der Maus
zu immortalisieren. Mit dieser Technik konnten murine Immunglobuline in
monoklonaler Form hergestellt werden [67-68]. Im Vergleich zu den polyklonalen
Antiseren besitzen monoklonale Antikérper den groRen Vorteil, dass sie gegen ein
bestimmtes Epitop in nahezu unbegrenzter und gleichbleibender Qualitat und
Spezifitat erzeugt werden kdnnen [69]. In den letzten Jahren hat sich der Einsatz von
monoklonalen Antikdrpern auf wissenschaftlicher und therapeutischer Ebene fest
etabliert. Daher gehoren monoklonale Antikdrper heutzutage zu der am schnellsten
anwachsenden Substanzklasse humaner Therapeutika und zu der zweitgroften
Wirkstoffgruppe nach den Vakzinen. Es sind mittlerweile viele, monoklonale
Antikorper fur unterschiedliche Therapien zugelassen und es befinden sich mehr als
150 neue Antikorper in den klinischen Phasen. Monoklonale Antikdrper werden unter
anderem bei  Autoimmunerkrankungen (z.B. Infliximab, Remicade®),
kardiovaskularen Erkrankungen (z.B. Aciximab, ReoPro®) sowie bei der Abstoflung
von Transplantaten (z.B. Basiliximab, Simulect®) therapeutisch eingesetzt. Sie
konnen jedoch nicht nur zur Behandlung von Erkrankungen sondern auch zur
Prophylaxe (z.B. Pavilizumab, Synagis®; virale Infektion) oder zur Diagnose (z.B.
Arcitumomab, CEA-Scan®; kolorektales Karzinom) genutzt werden [70-75].
Monoklonale Antikorpern, die in den letzten Jahren fur die Krebstherapie zugelassen

wurden, sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Zur Krebstherapie zugelassene, monoklonale Antikorper

Antikorper Typ Antigen Indikationsgebiet
Alemtuzumab (2001) . . .
MabCampathReplagal® humanisiert CD52 chromschf_a, Iymphahsche
. 1gG1 Leuk@mie (CLL)
MedacSchering
Bevacizumab (2005) - ) Darmkrebs, Brustkrebs, nicht-
. humanisiert vascular endothelia . . ) X
Avastin® 1aG1 rowth factor (VEGF) kleinzelliges Bronchialkarzinom,
Hoffmann-La Roche 9 g Nierenzellkarzinom, Glioblastom*
epithelial cell
. adhesion molecule . .. .
Catumaxomab (2009) murin X krebsbedingte Flissigkeits-
Removab® Ratte/Maus (Epgﬁ_'\é)e’ CiCI)DnS\,;Q:]akte ansammlung in der Bauchhdhle
Fresenius-Biotech 1gG2 910 (bei EpCAM-positiven Tumoren)
akzessorischen
Immuneffektorzellen
Cetuxm_a b (2004) chimar epidermal growth Kolorektalkarzinom
Erbitux® 19G1 factor receptor Koof-Hals-Turmoren
Merck 9 (EGFR) P
Ofatux;zrar:(éZMO) humanisiert cD20 chronische, lymphatische
GSK IgG1 Leukamie (CLL)
Ibritumomab-Tiuxetan murin
(2004) IgG1 ) .
Zevalin® Yitrium-90 CD20 Non-Hodgkin-Lymphome
MedacSchering markiert
Panitumumab (2008) human epidermal growth
Vectibix® 1aG2 factor receptor metastasierender Darmkrebs
Amgen 9 (EGFR)
Rituximab (1998) chimar .
MabThera® IgG1 CD20 Non-Hodgkin-Lymphome
Roche
murin
Tositumomab* 1gG2 :
Bexxar® l0d-131 CD20 Non-Hodgkin-Lymphome
markiert
Trastuzumab (2000) humanisiert
Herceptin® IgG1 HER2/neu Rezeptor = metastasierendes Mamakarzinom
Roche

Quelle: Pharmazeutische Zeitung/Wissenschaftliche Artikel/Herstellerangaben

*Zulassung in den USA; in Deutschland bisher keine Zulassung

Noch nicht zugelassene, sich in der praklinischen oder einer klinischen Phase

befindlichen Antikérper sind in Tabelle 2 aufgefihrt. Bei den Immunglobulinen in den

beiden Tabellen handelt es sich um Vertreter der Immunglobulinklasse G. Diese

liegen zum Teil mit anderen Substanzen gekoppelt als Radioimmunkonjugate vor.
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Tabelle 2:

In der Praklinischen oder der Klinischen Phase

Antikorper fiir die Krebstherapie

I-lll befindliche monoklonale

Antikorper Typ Antigen Indikationsgebiet
Klinische Phase Il
Apolizumab solide Tumoren, akute und
pol humanisiert HLA-DR chronische Leukamie, Non-
(Remitogen®)
Hodgkin-Lymphome
Epratuzumab Non-Hodgkin-Lymphome,
(L ?n hoCide®) humanisiert CD22 akute lymphatische Leukamie,
ymp Autoimmunerkrankung
chimar
Galiximab Makake/ CD80 Non-Hodgkin-Lymphome
human)
chimar . .

- chronische, lymphatische
Lumiliximab I\éljrﬁaakr:-:‘)/ CD23 Leukémie (CLL)
Oregovomab . CA-125 Ovarialkarzi
(OvaRex®) murin - varialkarzinom
Zanolimumab human CD4 T-Zell-Lymphome

(HuMax-CD4)

Praklinische Phase/Klinische Phase | und Il

humanisiert .
Labetuzumab : karzinoembryonales ;
(hMN14, CEA-CIDE®) Yttr|um-90 Antigen (CEA) Darmkrebs, Pankreaskarzinom
markiert

Nimotuzumab . epidermal growth metastasierendes Irinotecan-

: humanisiert factor receptor e )
(TheraCim®) refraktéres Kolorektalkarzinom
(EGFR)

Mapatumumab human TRAIL-Rezeptor Darmkrebs, nicht-kleinzelliges
(HGS-ETR1) (death receptor 4) Lungenkarzinom
Matuzumab epidermal growth Magenkrebs, Darmkrebs, nicht-

humanisiert factor receptor g o .
(EMD72000) kleinzelliges Lungenkarzinom
(EGFR)
Pertuzumab - Mamma-, Ovarial-, Bronchial- und
(Omnitarg®) humanisiert HER2/neu Rezeptor Prostatakarzinom

Quelle: Wissenschaftliche Artikel/Herstellerangaben
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Monoklonale Antikorper, die in der Krebstherapie eingesetzt werden, wirken Uber
unterschiedliche Mechanismen. Einige induzieren direkt den Zelltod der Zielzelle
durch Apoptose (z.B. Mapatumumab, Rituximab). Andere Antikorper, wie z.B.
Alemtuzumab und Rituximab, I6sen diesen indirekt durch die Aktivierung des
Komplementsystems (complement-dependent cytotoxicity, CDC) aus. Eine weitere
Mdglichkeit zur indirekten Induktion des Zelltods stellt die antikbrperabhangige
Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC) dar, welche mit Hilfe
bestimmter Abwehrzellen erfolgt. Hierzu sind Antikdrper wie beispielsweise
Cetuximab und Rituximab in der Lage. Des Weiteren kdnnen Antikorper auch die
Proliferation und die Angiogenese der Tumorzellen hemmen (z.B. Bevacizumab,
Cetuximab, Trastuzumab). Hierbei ist es mdglich, dass ein Antikérper auf
verschiedene Mechanismen zugreift (z.B. Rituximab). Der Wirkmechanismus des
Antikorpers kann sowohl von dem zu bindenden Antigen (z.B. Mapatumumab; tumor
necrosis factor (TNF)-related, apoptosis-inducing ligand (TRAIL)), als auch von dem
Fc-Teil und dessen Affinitat zu den Fc-Rezeptoren abhangig sein. Die Antikoérper
bewirken haufig eine Verlangerung der Lebenszeit des Patienten. Vereinzelt kann
durch die Antikorpertherapie sogar eine Heilung erfolgen. Einen wichtigen Nutzen
erfullen die Antikdrper auch hinsichtlich anderer therapeutischer Substanzen. Durch
ihren Einsatz kann beispielsweise eine Sensibilisierung fur die Radio- bzw.
Chemotherapie erzielt werden, welche die Krebstherapie positiv beeinflussen kann
[73, 76-78]. Die einzelnen Antikdrpertypen, die zur Therapie eingesetzt werden, sind

nachfolgend naher beschrieben.

1.5.1 Murine Antikorper

Die ersten in der Tumortherapie verwendeten, monoklonalen Antikdrper wurden aus
Mausen isoliert, die zuvor mit menschlichen Tumorzellen immunisiert wurden. Hierbei
sollte das Immunsystem der Maus auf tumorspezifische Oberflachenstrukturen
humaner Krebszellen reagieren und gegen diese anschliefend Immunglobuline
bilden. Diese murinen Antikorper (Mausantikdrper, erkennbar an der Endung
,—omab“), die bei einer solchen Xenoimmunisierung entstehen, sind jedoch sehr
haufig gegen Differenzierungsantigene (z.B. epithelial cell adhesion/activating

molecule (EpCAM/CD326)) und nicht, wie gewunscht, gegen tumorspezifische
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Antigene gerichtet. Dies ist fur eine therapeutische Anwendung mit erheblichen
Nachteilen verbunden. Viele dieser Differenzierungsantigene sind auf Tumorzellen
nur Uberexprimiert. Das bedeutet, dass diese Strukturen nicht tumorspezifisch sind,
da sie ebenfalls, wenn auch in geringerem Malde, auf gesunden Zellen vorhanden
sind. Die Antikorper kdnnen daher nicht nur mit malignen, sondern auch mit
gesunden Zellen reagieren [79].

Zusatzlich birgt die Anwendung eines Mausantikorpers im Menschen weitere
Nachteile. Das Immunsystem des menschlichen Organismus reagiert mit einer
Antikorperbildung auf die Fremdproteine. Die sogenannten human anti-mouse
antibodies (HAMA) kénnen an die Mausproteine binden und zur Aufhebung der
beabsichtigten Wirkung sowie zur Elimination der murinen Antikérper flhren. Sie
erhohen hierbei die Plasmaclearance muriner Antikorper. Eine mehrfache Applikation
des murinen Fremdproteins kann dabei jedoch nicht nur mit einer verringerten
Wirkung, sondern sogar mit schwerwiegenden Reaktionen, wie beispielsweise einem
anaphylaktischen Schock, einhergehen [80-82].

Aulerdem weisen die murinen Antikorper generell eine geringe Halbwertszeit im
humanen Blutkreislauf auf. Dies beruht auf der niedrigen Affinitdt zum ubiquitar
exprimierten, neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn), welcher normalerweise den
frlhzeitigen Abbau von gebundenen Antikérpern verhindert [83-84]. Die
Pharmakokinetik der murinen Antikorper wird daher sowohl durch die HAMA-
vermittelte Clearance wie auch durch das Bindevermogen an den FcRn beeinflusst.
Des Weiteren kénnen murine Antikorper nicht nur schwach mit den humanen Fc-
Rezeptoren entsprechender Immunzellen interagieren, sondern folglich auch nur
bedingt Effektorfunktionen austiben. Hierdurch kommt es zu einer verminderten bzw.
fehlenden Funktion der antikorperabhangigen, zellularen Phagozytose (antibody-
dependent cellular phagoctosis, ADCP) und der antikdrperabhangigen, zellularen
Zytotoxizitat  (antibody-dependent cellular  cytotoxicity, ADCC). Auch die
komplementabhangige Zytotoxizitdt (complement-dependent cytotoxicity, CDC) ist
davon betroffen und kann nicht oder nur unzureichend stattfinden [85]. Dies resultiert
letztlich in einer weniger effizienten Beseitigung von Krebszellen. Die murinen
Antikorper sind daher nur begrenzt flr eine therapeutische Anwendung geeignet.

Der erste monoklonale Antikorper, der zur Krebstherapie eingesetzt wurde, war der
murine mAb17-1A (spater umbenannt in Edrecolomab, Panorex®). Er ist gegen

EpCAM, das erste tumorassoziierte Differenzierungsantigen, das in diesem

12



1 Einleitung

Zusammenhang gefunden wurde, gerichtet [79, 86-88]. Edrecolomab, der seine
Zulassung im Jahr 1995 erhielt, wird heutzutage jedoch nicht mehr therapeutisch
eingesetzt. Der murine Antikorper wurde bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
(Stadium: Dukes C bzw. Ill (UICC)) eingesetzt, wobei anfanglich eine verminderte
Rezidivrate sowie eine Abnahme der Mortalitat verzeichnet wurden [89]. Die
Wirksamkeit von Edrecolomab konnte nachfolgend allerdings nicht weiter bestatigt
werden. Der Antikorper wurde im Jahr 2000 vom Markt genommen, da er als
Monotherapeutikum in einer Phase-lll-Studie der 5-FU/Folinsaure-Therapie
(Standardtherapie) unterlegen war [90].

Derzeit werden murine Antikérper hauptsachlich noch als radioaktive
Immunkonjugate eingesetzt (z.B. Tositumomab, Bexxar® und Ibritumomab-Tiuxetan,
Zevalin®). Aufgrund der erlauterten Nachteile werden heutzutage mehr humanisierte

Antikorper entwickelt (siehe Tabelle 2).

1.5.2 Chimare und humanisierte Antikorper

Wie bereits in Abschnitt 1.5.1 beschrieben, stellt die hohe Immunogenitat muriner
Antikorper ein grolies Problem flir den therapeutischen Einsatz dieser Molekile dar.
Daher wird versucht, diese Problematik zu umgehen. Hierbei sollen murine
Antikorper durch eine Chimarisierung bzw. Humanisierung vertraglicher gemacht
werden [91-92]. Mit Hilfe gentechnischer Verfahren werden die murinen
Proteinsequenzen des Antikérpers daflr teilweise durch entsprechende humane
Strukturen ersetzt. Bei der Chimarisierung (75% Humananteil; erkennbar an der
Endung ,—ximab“) werden die konstanten Domanen der schweren und leichten
Ketten des Mausantikdrpers gegen entsprechende humane Domanen ausgetauscht.
Bei der Humanisierung (90% Humananteil, erkennbar an der Endung ,-zumab®)
werden zusatzlich variable Regionen, die nicht an der Antikdrpererkennung beteiligt
sind, sogenannte framework regions (FR; Stabilisierungselemente), ersetzt [65, 71].
Die Antigenbindestellen (complementarity determining region, CDR) sind weiterhin
murin. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der unterschiedlichen
Antikorpertypen. Aufgrund ihres héheren Humananteils werden heutzutage meist

humanisierte Antikorper auf den Markt gebracht (siehe Tabelle 2).
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Muriner Antikérper Chimérer Antikorper

Abbildung 3: Schematische Darstellung muriner, chimarer, humanisierter und humaner
Antikorper. Modifiziert nach [93]. Darstellung der murinen (grau) und humanen (blauviolett)
Immunglobulinanteile der einzelnen Antikdrper. Die Antigenbindestellen (complementarity determining
region, CDR) sind als Streifen in den entsprechenden variablen Teilen der leichten (V| ) und schweren

(V) Ketten markiert. Der konstante Teil der leichten Kette (C| ), so wie die drei konstanten Teile der
schweren Kette (Cy) sind farblich etwas heller dargestellt als die entsprechenden variablen Bereiche.
Bei der Herstellung von chiméaren Antikérpern werden die konstanten Domanen (Cy und C;) von

murinen Antikérpern gegen humane Domanen ausgetauscht, wahrend bei der Synthese von
humanisierten Antikérpern zusatzlich die variablen Regionen, die nicht an der Antikdrpererkennung
beteiligt sind, ersetzt werden [65, 71]. Die Antigenbindestellen sind daher sowohl bei dem chimaren
Antikorper als auch bei dem humanisierten Antikérper weiterhin murin. Die Antigenbindestellen
machen somit den Unterschied zwischen humanisierten (murine CDR) und humanen (humane CDR)
Antikdrpern aus.

Die neuen Antikoérpervarianten aus Maus und Mensch zeichnen sich durch eine
geringere, jedoch immer noch vorhandene Immunogenitat sowie durch eine langere
Halbwertszeit aus [63, 94-95]. Dennoch weisen beide Hybridantikdrper einen
entscheidenden Nachteil auf. Chimare und humanisierte Antikorper sind wie murine
Antikbrper meist gegen Differenzierungsantigene gerichtet. In  diesem

Zusammenhang sind der chimare Antikérper Cetuximab (Erbitux®) und die
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humanisierten Antikorper Nimotuzumab (TherCim®) und Matuzumab (EMD7200) zu
nennen, welche gegen den EGF-Rezeptor (EGFR) gerichtet sind. Da diese
Differenzierungsantigene, wie bereits in Abschnitt 1.5.1 erwahnt, auch auf normalen
Zellen vorhanden sind, konnen gesunde, humane Zellen ebenfalls mit den
Antikdrpern reagieren. Dies kann zu einem erhdhten Risiko hinsichtlich
unerwinschter Wirkungen flhren [71]. Des Weiteren koénnen sich die
Antikorperstrukturen der Hybride durch die gentechnische Veranderung so sehr von
der ursprunglichen, murinen Struktur unterscheiden, dass dies zu einem
Affinitatsverlust fuhrt [95].

Obwohl chimare und humanisierte Antikérper eine Verbesserung fur die Therapie
darstellen, kann es auch hier zu unerwinschten Reaktionen kommen. Der chimare
Antikdrper Rituximab (MabThera®), der spezifisch an den CD20-Rezeptor bindet,
bewirkte bei Patienten nach der ersten Verabreichung teilweise Fieberschiube und
Hitzewallungen. Der Schweregrad und die Haufigkeit nahmen hierbei jedoch mit den
nachfolgenden Dosierungen ab [73]. Auch bei humanisierten Antikdrpern kann es zu
entsprechenden Nebenwirkungen kommen. Dies verdeutlicht der Extremfall des
humanisierten Antikorpers TGN1412 (TeGenero AG), dessen Entwicklung, aufgrund
eines Zytokinsturms mit anschlieBendem Multiorganversagen in der klinischen
Phase |, vor der Zulassung abgebrochen wurde [96].

Trotz der Reduktion des Fremdproteinanteils in den chimaren bzw. humanisierten
Antikérpern und der dadurch meist geringeren Toxizitat besteht weiterhin der Bedarf
an neuen Antikorpern, die noch besser vertraglich sind und vor allem eine héhere
Tumorspezifitdt aufweisen. Dieses Ziel kann jedoch nur mit rein humanen
Antikérpern erreicht werden, die in der Lage sind tumorspezifische Antigene zu

erkennen.

1.5.3 Humane Antikorper

Lediglich ein kleiner Teil der derzeit therapeutisch eingesetzten Antikorper ist
vollstandig human, obwohl die ersten menschlichen Antikorper bereits 1977
hergestellt wurden. Dies gelang damals durch die Infektion eines humanen
Lymphozyten mit dem Ebstein-Barr-Virus [97]. Im Jahr 1980 entstand anschlie3end
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die erste human-humane Hybridomzelle, die in der Lage war einen menschlichen
Antikdrper zu sezernieren [98]. In den 80er Jahren konnte somit eine Reihe
menschlicher Antikdrper isoliert und charakterisiert werden, die flr die Therapie von
Tumoren oder anderen Erkrankungen von grof3em Interesse waren [47, 99-102]. Die
humanen Antikdrper brachten dabei jedoch auch gewisse Probleme mit sich. Wegen
Kreuzreaktionen, einer geringen Affinitat, sowie Schwierigkeiten bei der technischen
Handhabung in der Massenkultur und der Aufreinigung rickten sie einige Jahre
spater etwas aus dem wissenschaftlichen Fokus. Mittlerweile konnte die Problematik
jedoch besser verstanden und technische Hindernisse beseitigt werden. Das
Verfahren mit dem diese Antikdrper hergestellt wurden, die humane
Hybridomatechnologie, wird bis heute angewandt [47, 103-105].

Im Laufe der Jahre entwickelten sich weitere, wichtige Verfahren zur Gewinnung
monoklonaler, humaner Antikorper. Heutzutage werden Immunglobuline meist Uber
die Phagen-Display Methode oder die Immunisierung transgener Mause gewonnen.
Aulerdem kdnnen monoklonale, humane Antikorper auch mit Hilfe von mRNA-,
Ribosomen- und Hefen-Displays sowie einer Klonierung von Antikdrper-cDNA aus
antigenselektierten Lymphozyten hergestellt werden. Diese Verfahren sind jedoch
weitaus weniger verbreitet und werden im Folgenden nicht naher besprochen [55,
73, 106].

Die Herstellung humaner monoklonaler Antikorper durch das gentechnische Phagen-
Display-Verfahren wurde erstmals von George P. Smith 1985 beschrieben [107]. Das
Verfahren  basiert auf dem Einsatz filamentéser = Phagen, welche
Immunglobulinstrukturen auf ihrer Oberflache exprimieren kdénnen. Hierfur werden
DNA-Sequenzen von scFv (single chain variable fragment) oder Fab-Fragment in
das Phagengenom kloniert. Die entsprechende Immunglobulinstruktur wird
anschlielfend als Fusionsprotein zusammen mit einem Oberflachenprotein des
Phagens exprimiert [108]. Die gentechnisch hergestellten Antikdrper kdnnen danach
mit bestimmten Antigenen aus grofien rekombinanten Phagen-Display-Bibliotheken
identifiziert werden. Eine Bibliothek kann dabei Uber 1011 unterschiedliche Gene
enthalten. Die Gensequenz des Antikorpers eines entsprechenden Phagens kann
anschliefend isoliert und mit Hilfe eines bakteriellen oder eukariontischen
Zellsystems exprimiert werden [109-111]. Diese gentechnische Methode ist
besonders geeignet, um Antikorper gegen bekannte Antigene zu synthetisieren. Ein

Beispiel hierfur ist der TNF-spezifische Antikorper Adalizumab (Humira®) [73]. Bisher
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konnten lediglich Differenzierungsantigene mit dieser Technik erfasst werden, nicht
jedoch ein wirklich tumorspezifisches Antigen.

Die Immunisierung transgener bzw. transchromosomaler Mause (humAbmouse)
stellt eine alternative Methode zum Phagen-Display dar. Hierbei sind die
immunglobulinkodierenden DNA-Abschnitte einer humAbmouse inaktiviert und
werden durch entsprechende menschliche Sequenzen ersetzt [112-113].
AnschlieRend werden die Mause mit tumorésem Material immunisiert. lhre B-Zellen
werden danach, ahnlich wie bei der klassischen Herstellung muriner Antikorper,
hybridisiert. Diese Methode liefert zwar humane Antikorper, jedoch ist die Ausbeute
gering. Des Weiteren flhrt nur die Immunisierung mit bereits bekannten Antigenen
zum gewinschten spezifischen Antikérper [112, 114-116]. Der durch diese Methode
gefundene Antikorper ABX-EGF (Abgenix) ist ein Krebstherapeutikum. Er gehort zu
den EGFR, die nicht tumorspezifisch sind, sondern lediglich auf Tumorzellen
uberexprimiert vorliegen. Somit besteht bei diesem Antikdrper das gleiche Problem
wie bei anderen bereits erwahnten chimaren oder humanisierten Antikdrpern gegen
EGFR. Von Nachteil ist also offensichtlich nicht nur die geringe Ausbeute, sondern

auch die Herstellung von Antikorpern gegen Differenzierungsantigene [117].

1.6 Humane Hybridomatechnologie

Die humane Hybridomatechnologie (Triomatechnologie) stellt ein wichtiges
Verfahren zur Gewinnung humaner Antikdrper dar. Diese Methode ermdglicht die
Generierung von tumorspezifischen Antikorpern in beinahe unbegrenzten Mengen
[118-119].

Den Grundstein fur die Entwicklung der humanen Hybridomatechnologie legten 1975
César Milstein und Georges Kohler mit der Herstellung monoklonaler Antikdrper.
Beide Wissenschaftler erhielten im Jahr 1984 fir diese Errungenschaft den
Nobelpreis fur Medizin. Durch die Entdeckung dieser Technik kam es zu einem
enormen Anstieg und Einsatz von Antikérpern in Wissenschaft und Medizin. Das
Verfahren basiert auf der Fusion von immortalen Mausmyelomzellen mit murinen

antikorperproduzierenden B-Lymphozyten, bei welcher immortale Hybridome
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entstehen. Die Methode ermdglicht hierbei die Produktion monoklonaler, muriner
Antikérper mit bestimmter Spezifitat in grélleren Mengen [67, 73, 120].

Basierend auf dieser klassischen Hybridomatechnologie wurde am Pathologischen
Institut der Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg 1989 eine Methode entwickelt,
um rein humane, monoklonale Antikorper zu generieren. Hierbei werden B-Zellen
direkt aus dem lymphatischen Material von Krebspatienten oder gesunden
Probanden isoliert und jeweils mit einer immortalisierten nicht-sezernierenden
Heteromyelomzelle fusioniert. Durch die sogenannte Hypoxanthin-Aminopterin-
Thymidin-Selektionierung entstehen immortale Hybridomzellen (Triome), die
monoklonale, vollstdndig humane Antikérper produzieren koénnen [47, 106].
Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht der humanen Hybridomatechnologie. Die
Antikorperklasse wird anschlieBend mittels ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) bestimmt, wahrend die Tumorspezifitdt mit Hilfe von immunhistochemischen
Methoden untersucht wird. Die tumorspezifischen Antikdrper kdnnen anschlie3end
weiter charakterisiert werden und ermdglichen gleichzeitig, mit Hilfe von
biochemischen Methoden, tumorspezifische Antigene zu isolieren und zu
identifizieren. Dies bietet einen enormen Vorteil gegenuber anderen Methoden. Bei
transgenen Mausen oder dem Phagen-Display konnen bisher nur monoklonale
Antikdrper gegen bereits bekannte Antikorperzielstrukturen hergestellt werden,
welche zwar tumorassoziiert jedoch nicht tumorspezifisch sind [73, 117, 121]. Der
Vorteil der Triomatechnologie liegt also darin, dass humane und gleichzeitig
tumorspezifische Antikérper gewonnen werden, die dann eingesetzt werden kénnen,
um vorher unbekannte tumorspezifische Antigene zu identifizieren. Des Weiteren
sind die hierbei gewonnenen, vollstandig humanen Immunglobuline direkt in
praklinischen oder klinischen Versuchen einsetzbar.

Durch das beschriebene Verfahren konnten mittlerweile mehrere humane, naturliche
(zur angeborenen Immunabwehr angehdrende) Antikorper isoliert und identifiziert
werden [47, 104-105, 118, 122-130]. Genauere Untersuchungen dieser
monoklonalen Antikorper und ihre Antigene ermdglichen zudem neue Einblicke in
das innate Immunsystem und die Tumorimmunitat des Menschen. Die hohe
Tumorspezifitdt der Antikdrper sowie die tumorspezifische Expression der
entsprechenden Antigene sind fur Diagnostik und Therapie von Tumoren von
besonderer Bedeutung [54-55, 105, 131].
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Abbildung 4: Humane Hybridomatechnologie. Die Abbildung zeigt die Fusion von immortalen
Heteromyelomzellen mit mortalen, humanen, antikdrperproduzierenden Lymphozyten. Mittels
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-  (HAT-)  Selektionierung  entstehen  dabei immortale,
antikérperproduzierende Hybridomzellen, welche monoklonale, humane Antikdrper produzieren
kdnnen.

1.7 Naturliche Antikorper

Neben den Zytokinen und dem Komplementsystem sind natlrliche Antikorper fir die
humorale, innate Immunabwehr von gro3er Bedeutung. Sie sind nicht nur in der
Lage, pathogene oder korperfremde Strukturen zu erkennen, sondern diese auch
uber bestimmte Mechanismen zu eliminieren. Naturliche Antikdrper spielen
besonders in der Initialphase der Detektion und Beseitigung krankhaft veranderter
Korperzellen oder Fremdpartikeln eine wichtige Rolle, da sie ohne vorangegangene,
externe Stimulation im Korper zirkulieren und das entsprechende Antigen sofort
binden kdnnen [31, 132-134]. Sie sind dabei vor allem an der Erkennung und der
Eliminierung von kanzerogenen Lasionen und deren Vorstufen beteiligt, so dass sich
Tumoren aufgrund der immunkompetenten Abwehr und effizienter, zellularer

Reparaturmechanismen nur selten manifestieren [16, 41, 104, 127, 135]. Die zur
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innaten Immunitat gehdérenden natirliche Antikdrper weisen keine oder nur geringe
Mutationen in ihren Keimbahngenen auf und unterscheiden sich somit von den
affinitatsgereiften Antikdrpern der adaptiven Immunabwehr [136].

Bisher konnte eine ganze Reihe an naturlichen Antikdrpern unterschiedlicher
Immunglobulinklassen mit Hilfe der humanen Hybridomatechnologie aus dem
Menschen isoliert werden. Diese wurden anschlielRend, wie bereits in Abschnitt 1.6
beschrieben, in immunhistochemischen Analysen bezuglich ihres
Bindungsverhaltens auf Tumorspezifitat untersucht. Tumorspezifische Antikorper
konnten hierbei sowohl aus krebskranken als auch aus gesunden Probanden
gewonnen werden. Da natlrliche Antikérper ein wichtiger Bestandteil der
angeborenen Immunitat sind, ist es durchaus verstandlich, dass sie nicht nur in
Krebspatienten vorkommen, sondern auch in gesunden Personen vorhanden sind
[55, 134]. Es konnte beobachtet werden, dass der Groldteil (etwa 99%) der
tumorspezifischen Antikdrper zur Immunglobulinklasse M gehort. Lediglich ein kleiner
Anteil (<1%) konnte den Immunglobulinklassen A und G zugeordnet werden [55,
123]. Die naturlichen Antikorper werden dabei von bestimmten Keimbahngenen
kodiert und exklusiv von CD5-positiven B-Lymphozyten produziert [136].
Untersuchungen mit tumorspezifischen, naturlichen Antikorpern zeigten zudem, dass
diese in der Lage sind, Krebszellen durch die Induktion von Apoptose zu beseitigen
[135]. Dieser Weg der Eliminierung gilt als schnell, effektiv und vor allem selektiv, da
einzelne, unerwunschte Zellen ohne das Auslésen von inflammatorischen
Reaktionen beseitigt werden konnen. Hierbei sorgen sehr komplexe, intrazellulare
Prozessen fur den Abbau der Zellstruktur. Zellulare Bestandteile wie Proteine und
Nukleinsduren werden durch Proteasen verdaut oder durch Endonukleasen
fragmentiert. Die Bruchstlicke werden vom Organismus letztendlich in sogenannten
Membranvesikeln eingeschlossen und abgebaut [137].

DarUber hinaus konnte bei den isolierten Antikdrpern ein poly- bzw. oligoreaktives
Bindungsverhalten festgestellt werden. Dies bedeutet, dass sie in der Lage sind,
nicht nur ein Antigen, sondern mehrere Antigene mit den gleichen konservativen
Strukturen zu binden [134]. Untersuchungen zeigten dabei, dass IgM Antikorper
vorwiegend an Carbohydratreste auf tumorspezifisch modifizierten
Oberflachenrezeptoren binden [55, 122, 129, 138]. Solche posttranslationalen
Modifikationen sichern der Tumorzelle meist das Uberleben und das Zellwachstum.

Daher werden haufig auch Wachstumsfaktoren oder Schutzmolekile modifiziert bzw.
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modifiziert Uberexprimiert. Diese modifizierten Moleklle existieren in Krebszellen
dann haufig parallel zu dem ebenfalls in normalen Zellen enthaltenen Wildtyp [122,
138-139]. Obwohl diese Veranderungen zur Uberlebensstrategie der Tumorzellen
gehoren, werden sie gerade durch die Expression solcher tumorspezifischen
Molekule zum Ziel der korpereigenen Immunabwehr. Die isolierten, naturlichen
Antikdrper ermdglichen durch ihre Tumorspezifitdt neue immuntherapeutische
Ansatze flr Krebspatienten. In den folgenden Abschnitten werden einige dieser

humanen, tumorspezifischen Antikdrper naher besprochen.

1.7.1 Antikorper SC-1

Der monoklonale, humane Antikdrper SC-1 wurde durch die Fusion von Milzzellen
aus einem Patienten mit Siegelringzellkarzinom (Magen) mit dem Heteromyelom
SPM4-0 hergestellt [47]. Es handelt sich bei diesem Antikérper um ein IgM
Immunglobulin der VH3-Familie, welches jedoch in einer leicht mutierten Form
vorliegt [140]. Die Homologie zum Keimbahngen DP-49 betragt 97%. In der
Framework-Region  (FR) der schweren  Kette befinden sich  vier
Aminosaureaustauschmutationen und eine stille Mutation, wahrend in der
complementarity determining region (CDR) zwei Aminosaureaustauschmutationen
vorhanden sind. Die leichte lambda (A)-Kette ist zu 96,8% homolog zum
Keimbahngen (DPL-23,VAIlIl) und weist ebenfalls Mutationen in der FR (drei
Aminosaureaustauschmutationen und zwei stille Mutationen) und der CDR (drei
Aminosaureaustauschmutationen) auf.

Der Antikérper bindet an eine Isoform des decay-accelerating factor Proteins (DAF,
auch bekannt als CD55), welche spezifisch auf Magenkarzinomzellen exprimiert wird
und ein Molekulargewicht ~ von 80-82 kDa besitzt [138]. Dieses
Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) Protein schitzt die Zelle vor dem autologen
Komplement, indem es durch die Bindung an Faktor C3b und and die Untereinheit
Bb des Faktor-B-Komplexes den klassischen Komplementweg inhibiert. Das besagte
Molekul liegt beim Menschen in unterschiedlichen Isoformen vor (unter anderem
auch als DAF B), und ist auf sehr vielen Tumoren Uberexprimiert [141]. Es handelt

sich bei dem Antigen um eine modifizierte Form des Schutzmolekils und nicht um
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ein Molekul der CD95 Familie mit einem death domain Komplex. Experimente mit
Endoglykosidasen zeigten einen Bindungsverlust des SC-1 Antikérpers nach
Enzymverdau. Dies weist auf ein Carbohydratrest als Bindungsstelle des Antikdrpers
an seinem Antigen hin [118].

Der SC-1 Antikdrper reagierte in Untersuchungen mit Uber 70% aller
Magenadenokarzinome vom diffusen und intestinalen Typ. Getestete Karzinome
anderer Organe, sowie maligne Melanome, Lymphome oder Normalgewebe zeigten
keine Reaktion mit dem Antikorper [47, 118, 124, 141]. In vitro zeigte der Antikorper
eine Inhibition von Magenkarzinomzellen in Weichagar und Zellkultur. In vivo fuhrte
SC-1 in Nacktmausen zur Tumorrepression [126, 140]. Weitere Untersuchungen auf
molekularbiologischer und zellbiologischer Ebene zeigten, dass der Antikorper bei
den Tumorzellen spezifisch Apoptose auslost [141-142]. Wenige Minuten nach der
SC-1 vermittelten Apoptose kommt es zur Phosphorylierung eines Tyrosinrests von
Proteinen mit einer Grof3e von 55 kDa und 110 kDa. Nach 15 min erfolgt eine weitere
Thyrosin-Phosphorylierung eines 75 kDa Proteins, wahrend der Serinrest eines
35 kDa grof’en Proteins dephosphoryliert wird [131, 138]. Weitere Charakteristika
des SC-1 Antikorpers sind ein erhohter Calciumspiegel in der Tumorzelle, verbunden
mit einer Neusynthese seines Rezeptors nach der Endozytose, sowie ein Anstieg
von c-myc und einer Aktivierung von Caspase 6. Im Gegensatz zu anderen
Apoptosewegen findet keine Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP)
und kein Flip-Flop von Annexin statt [118, 142].

Des Weiteren wurde mit dem SC-1 Antikdrper eine Kklinische Studie in der
Chirurgischen Kilinik der Universitat Wurzburg und der Missionsarztlichen Klinik
Wirzburg durchgefuhrt. Dabei stand das Ziel, Informationen Uber die Verteilung,
Kreuzreaktionen sowie die Effekte auf Primartumoren und Metastasen zu erlangen,
im Vordergrund. Fur die Studie wurden 50 Magenkarzinompatienten ausgewahlt. Es
konnte beobachtet werden, dass der Antikorper ausnahmslos gut vertagen wurde
[143]. Des Weiteren zeigten die Untersuchungen eine Tumorregression von 60% bei
SC-1 behandelten Patienten sowie eine erhdhte Apoptose bei 84% der Teilnehmer
im Vergleich zum Zustand vor der Antikdrpergabe. Nach drei Jahren konnte,
verglichen mit der 3-Jahreslberlebensrate der deutschen Magenkarzinomstudie,
eine erhéhte Uberlebensrate festgestellt werden [126, 130, 144-146].

Das Beispiel des SC-1 Antikorpers zeigt, wozu humane, naturliche Antikorper in der

Lage sind. Sowohl in vitro als auch in vivo Untersuchungen bestatigten das
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apoptotische Potential und die Tumorspezifitat des Antikorpers. SC-1 stellte somit die
Weichen zu einer neuen alternativen Therapieform gegen Krebserkrankung. Er
lieferte damit auRerdem den Anstol3, weitere neue Antikdrper und Rezeptoren zu

identifizieren, um diese innovative Therapieform weiter zu entwickeln.

1.7.2 Antikorper PAM-1

Der monoklonale, humane Antikorper PAM-1 konnte ebenfalls mit Hilfe der humanen
Hybridomatechnologie aus einem Patienten mit Magenkarzinom isoliert werden. Die
Milzzellen des Patienten wurden hierbei mit der Heteromyelomzelle HAB-1 fusioniert
[103]. Es handelt sich genau wie bei SC-1 um einen IgM Antikérper. Im Gegensatz
zum Antikdrper SC-1 wird der PAM-1 Antikérper jedoch von einem nicht mutierten
DP-49 Gen der VH3 Familie (IgHV3-30/3.30.5*01) kodiert. Er zahlt somit ebenfalls
zur Gruppe der naturlichen Antikorper [55, 129, 131]. Die Homologie zum
Keimbahngen der leichten Kette betragt 98,7%, da dort drei
Aminosaureaustauschmutationen in der FR und eine stille Mutation in der CDR
vorliegen.

Der Antikérper PAM-1 interagiert mit dem 130 kDa grof’en CFR-1 Rezeptor
(cysteine-rich fibroblast growth factor receptor 1). Auch hier bindet der Antikdrper an
einen Carbohydratrest des modifizierten Antigens. Dieses veranderte Zielmolekdl
wird exklusiv auf pramalignen und malignen epithelialen Tumoren exprimiert, wobei
es aufgrund dieses Expressionsmusters hauptsachlich fur diagnostische Zwecke im
Rahmen einer Friherkennung von Interesse ist. Auf den untersuchten
Normalgeweben konnte hingegen keine Expression des PAM-1 Antigens festgestellt
werden [55, 129]. CFR-1 wurde ursprunglich in Huhnerfibroblasten identifiziert, wo er
zur fibroblast growth factor (FGF)-Bindung dient [147]. Es handelt sich bei dem
CFR-1 Molekdl um ein multifunktionales Protein mit einer Homologie zu dem E-
Selectin Liganden 1 (ESL-1) und zu MG-160 [148-151].

Untersuchungen mit PAM-1 zeigten unter anderem eine tumorspezifische Bindung
des Antikorpers auf Karzinomen des Kolons, der Lunge und der Brust. Es konnten
auRerdem Prakanzerosen des Magens, des Osophagus, der Zervix sowie weiteren
Organen mit Hilfe von PAM-1 spezifisch erkannt werden, wohingegen der Antikérper

keine Bindung an gesundes Gewebe aufwies [55, 129]. Durch die Bindung an das
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tumorspezifische CFR-1 Wachstumsfaktormolekul ist der Antikdrper in der Lage in
vivo und in vitro die Apoptose auszulésen [128]. Die Besonderheit des PAM-1
Antikoérpers, nicht nur tumorspezifisch Tumoren sondern, auch Prakanzerosen
erkennen zu konnen, ist vor allem fur die Tumorpravention von Bedeutung. Durch
sein spezifisches Bindungsverhalten eignet sich der Antikdrper moglicherweise nicht
nur fur diagnostische Untersuchungen maligner und pramaligner Erkrankungen,

sondern konnte auch von therapeutischem Interesse sein.

1.7.3 Antikorper SAM-6

Der monoklonale, humane Antikdrper SAM-6 wurde durch die Fusion von Milzzellen
aus einem Magenkarzinom-Patienten und einer HAB-1 Heteromyelomzelle generiert.
Auch dieser Antikorper gehort zu den Immunglobulinen der IgM Klasse. Wie SC-1
und PAM-1 zahlt er zu den naturlichen Antikorpern. SAM-6 weist keine Mutationen in
der Sequenz der Keimbahngene (Gen IgHV3-30.3*01 und IgLV3-1*01) auf [55].
Immunhistochemische Farbungen und FACS-Analysen zeigten, dass der Antikorper
ausschlielich auf Tumorzellen nicht jedoch auf gesunden Zellen bindet [122, 152].
Er konnte somit ebenfalls den tumorspezifischen, natirlichen Antikdrpern zugeordnet
werden.

In weiteren Analysen wurde nachgewiesen, dass SAM-6 an eine tumorspezifisch
modifizierte Form des GRP78 (glucose-related protein 78 kDa; auch bekannt als BiP
(immunglobulin binding protein) oder HSPAS (heat shock 70 kDa protein 5)) auf
Tumorzellen bindet. Das Epitop ist dabei ebenso wie bei den beiden anderen IgM
Antikdrpern ein Carbohydrat [122]. Das GRP78SAM-6 st exklusiv auf der
Zellmembran lokalisiert und wird zusammen mit dem Wildtyp GRP78 in Tumorzellen
koexprimiert [122, 152]. GRP78 ist unter anderem als Schutzmolekil und wichtiges
Chaperon des endoplasmatischen Retikulums bekannt [153-154].

Der Antikorper SAM-6 fiel dartber hinaus durch seine funktionellen Eigenschaften in
Tumorzellen auf. In vitro Untersuchungen zeigten, dass der Antikdrper sowohl
konzentrationsabhangig das Wachstum von Tumorzellen inhibiert, als auch die
Apoptose tumorspezifisch einleitet. Aullerdem konnte in den mit SAM-6 behandelten

Tumorzellen eine verstarkte Akkumulation von Fetteinlagerungen mittels
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Sudanfarbung nachgewiesen werden. Dieser antikorpervermittelte Effekt fuhrt
letztendlich auch zur oben genannten Apoptose, welche aufgrund der neuartigen
Induktion auch als Lipoptose bezeichnet wird [152]. Diese auRergewdhnliche Art des
induzierten Zelltods sowie die Tumorspezifitat des Antikdrpers und seiner Zielstruktur
machen den SAM-6 Antikorper zu einem idealen Werkzeug, welches fur die

Tumortherapie von gro3em Interesse sein kdnnte.

1.7.4 Antikorper BARB-4

Der monoklonale, humane Antikérper BARB-4 wurde durch die Fusion von Milzzellen
aus einem an Magenkarzinom erkrankten Patienten und Heteromyelomen HAB-1
generiert. Der Antikérper gehért zur Immunglobulinklasse G und weist keine
Mutationen in der Sequenz der Keimbahngene (IgHV3-30*03 und IgLV2-11*03) auf.
BARB-4 unterliegt somit keiner Reifung und gehort wie die zuvor beschriebenen IgM
Antikoérper zu den natlrlichen Antikérpern.

Erste immunhistochemische Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten
eine tumorspezifische Reaktion des Antikorpers auf Geweben. Des Weiteren wurde
in ersten Analysen die funktionelle Aktivitdt des Antikorpers bezuglich seiner
Fahigkeit Apoptose zu induzieren untersucht. Die Analysen deuteten daraufhin, dass
der Antikorper in der Lage ist, diesen programmierten Zelltod in Tumorzellen
auszulosen.

BARB-4 ist somit einer der wenigen, naturlichen IgG Antikdrper mit
tumorspezifischem Bindungsverhalten. Er bietet daher die Madoglichkeit einen
besseren Einblick in die innate Immunitdt und ihre unterschiedlichen
Antikorperklassen zu erlangen. Durch die Tumorspezifitat und die Fahigkeit zur
Induktion der Apoptose stellt der naturliche IgG Antikrper BARB-4 eine
Besonderheit dar. Er konnte daher flr den therapeutischen und den diagnostischen

Einsatz von groliem Interesse sein.
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1.8 Ziel der Arbeit

Die humane Hybridomatechnologie stellt eine wichtige Methode zur Isolierung
monoklonaler, tumorspezifischer Antikorper dar und ermdglicht hierdurch die
Identifizierung neuer, exklusiv auf Tumorzellen exprimierter Antigene.

Innerhalb dieser Arbeit konnte der Antikorper BARB-4 sowie einige seiner
tumorspezifischen Eigenschaften naher charakterisiert werden. Hierbei war vor allem
die Auswirkung des Antikorpers auf die Tumorzelladhasion und Tumorzellmotilitat
von Interesse.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag jedoch auf der Identifizierung und
Charakterisierung des BARB-4 Antigens. Dieses sollte mit Hilfe von gangigen,
biochemischen Verfahren isoliert und anschlielend identifiziert werden. Nachfolgend
sollten mit Hilfe von BARB-4 und einem entsprechenden, kommerziell erhaltlichen
Antikdrper gegen das identifizierte Protein diverse Analysen durchgefuhrt werden,
um tumorspezifische Besonderheiten des BARB-4 Antigens genauer zu untersuchen.
Es sollte auRerdem geklart werden, ob das Antigen, wie bei den bereits erwahnten
IgM Antikérpern SC-1, PAM-1 und SAM-6, eine tumorspezifische Glykosilierung
aufweist. Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse sollten abschliel3end
mit den Daten von IgM Antikorpern aus der Arbeitsgruppe verglichen werden, um so
eventuelle Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zwischen den beiden

Immunglobulinklassen feststellen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Chemikalien, L6sungen und Kits

Chemikalien, Lésungen, Kits

Hersteller

B-Mercaptoethanol

0,9%ige NaCl-Lésung

10-fach PCR Rxn Buffer

DAPI

5-fach first strand-buffer ( cDNA-Synthese)
5-fach Phusion Buffer (PCR)

6-fach Loading Dye Solution

Aceton

Agarose

Ampicillin

APS

Aquatex (wasserldsliches Eindeckmedium)
BCA Protein Assay Reagent A
BigDye®Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Bromphenolblau

Cell Death Detection ELISAPLUS Kit
Chloroform

CNBr-activated Sepharose™ 4 fast flow
Coomassie-Brillant-Blau R-250
Complete/Complete mini Protease Inhibitor
Demaskierldsung G

DMSO

Dithiothreitol (DTT)

DTT (0,1 M, cDNA-Synthese)

Dulbecco’s phosphate buffer

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

EDTA

EZ-Link Maleimide-PEO Solid Phase
FACSFlow™

FCS

Serval/Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

New England Biolabs, Ipswich, USA
Fermentas, St. Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn
Applied Bisystems Inc, Foster City, USA
Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Roche Diagnostics, Mannheim
Biologo, Kronshagen

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Linaris, Wertheim-Bettingen

Roth, Karlsruhe

Baker, Deventer, Niederlande
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Pierce, Rockford, USA

BD Biosciences, Heidelberg

PAA, Wien, Osterreich
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Fortsetzung Tabelle 3: Chemikalien, Lésungen und Kits

Chemikalien, Losungen, Kits

Hersteller

FicoLite-H (Human)

Fluorescent Mounting Medium
Fluorescent orange 548 reactive
Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder
Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder
Glutaraldehyd

Glycerol 85%

Glycin

HEPES-Puffer (1M)

Hi Trap™ Protein A HP (1 ml)

Hi-Di™ Formamid

Isopropanol (2-Propanol)

Jetsorb Kit

Kodak GBX Entwickler

Kodak GBX Fixierer

LB Pulver

L-Glutamin

Methanol

MgCl (50 mM, fiir PCR)

MTT Reagenz

Natriumdeoxycholat

Nitrocellulose Protran® (0,2um)
Nonidet P40

OptiMEM® | Reduced Serum Medium with GlutaMAX |
PD10 Sé&ulen

Penicillin/Streptomycin

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
peqGOLD Protein Marker I
pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit
Ponceau S-Ldsung

Rotiphorese® Gel 30

RPMI 1640 Medium

Sephadex™ G50

Sephadex™ G25

SigmaFAST™ DAB Tablets
siLentFect™ Lipid Reagent
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate

Tango™ Puffer

Linaris, Wertheim-Bettingen
Dako-Cytomation, Carpinteria, USA
Fluka, Buchs, Schweiz
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin

GE Healthcare, Munchen
Applied Biosystems, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Genomed, Léhne

Kodak, Rochester, USA
Kodak, Rochester, USA
Roth, Karlsruhe

PAA, Wien, Osterreich
Baker, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Schleicher & Schuell, Dassel
Fluka, Buchs, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Minchen
Gibco, Karlsruhe

PEQLAB, Erlangen
PEQLAB, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

PAA, Wien, Osterreich

GE Healthcare, Minchen
GE Healthcare, Minchen
Sigma, Minchen

Bio Rad, Miinchen

Pierce, Rockford, USA

Fermentas, St. Leon-Rot
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Fortsetzung Tabelle 3: Chemikalien, Lésungen und Kits

Chemikalien, Losungen, Kits

Hersteller

TEMED

Tissue Tek O.C.T™
Tris

Triton X-100
Trizol® Reagent
Trypanblau

Tween 20

Roth, Karlsruhe

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Weitere Chemikalien, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, waren von

den Firmen Sigma (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) oder Merck (Darmstadt). Es

kamen ausschlieRlich Chemikalien in der hochsten Reinheitsstufe zum Einsatz.

Tabelle 4: Materialien

Materialien,

Hersteller

Blotting-Papier (0,37 mm, 190 g/m?)
Deckglaser
EDTA-/Heparin-Roéhrchen
Eppendorf cups 1 ml/2ml
FACS-Ro&hrchen

Filterpapier

Fuji Medical X-Ray Filme Super RX
Gel Drying Film (17,5 x 20 cm)
Handschuhe

Objekttrager

Pipettenspitzen

Rohrchen, steril 15ml/50 mi
Spritzen 10 ml

Spritzen 1mi

24-/96-well Platten
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten
Zytospinfilterkarten
Ultrazentrifugenréhrchen

Sterilfilter (0,2um)

Schleicher & Schuell, Dassel

Hartenstein, Wiirzburg

Sarstedt, NUmbrecht

Hartenstein, Wirzburg

Greiner, Frickenhausen

Schleicher und Schuell, Dassel

Hartenstein, Wirzburg

Promega, Mannheim

Touch N Tuff®, Ansell Healthcare, Brissel, Belgien
Langenbrinck, Emmendingen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

BD Biosciences, San Jose, USA

Dispomed, Gelnhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Hartenstein, Wirzburg

Beckmann, Miinchen

Sartorius Stedim Biotech, Aubagne, Frankreich

Alle weiteren Plastikartikel wurden von der Fa. Greiner (Frickenhausen) bezogen.
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Tabelle 5: Antikorper

Antikorper

Hersteller

Unkonjugierte Antikorper

BARB-4, humaner IgG Antikorper

Mouse anti human CD45 IgG

Mouse anti human CD55 IgG

Mouse anti human Cytokeratin (CAM 5.2)
Mouse anti human Cytokeratin 18

Mouse anti human Cytokeratin 5/6
Mouse anti human Cytokeratin AE1/AE3
Mouse anti human PSA

Mouse anti human TAF15 IgG

Rabbit anti human TAF15 IgG

Eigenes Labor

Dako, Hamburg

Acris, Hiddenhausen

BD Biosciences, San Jose, USA
Boehringer, Mannheim

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Dako, Hamburg

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
AVIVA Systems Biology, San Diego, USA
Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
GeneTex, San Antonio, USA

Isotypkontrollen

ChromPure human IgG
Rabbit Serum IgG
Mouse 1gG

Dianova, Hamburg
Sigma, Taufkirchen

Immunostep, Salamanca, Spanien

Konjugierte Antikorper

Goat anti human IgG, Cy3

Goat anti rabbit IgG, FITC

Goat anti rabbit IgG, HRP

NeutrAvidin™ HRP

Rabbit anti human IgG, FITC

Rabbit anti human IgG, HRP

Rabbit anti human Kappa Light Chain, HRP
Rabbit anti human Lamda Light Chain, HRP
Rabbit anti mouse Ig, HRP

Rabbit anti mouse IgG, FITC

Sigma, Taufkirchen
Acris, Hiddenhausen
Dianova, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dako, Hamburg
Dianova, Hamburg

Tabelle 6: siRNAs fiir die Transfektion

Oligonukleotide fiir die Transfektion (siRNAs)

Hersteller

siGENOME SMARTpool, human TAF15

Dharmacon, Lafayette, USA

Kontroll-siRNA

Hersteller

Silencer® Negative Control siRNA

Ambion, Cambridge, UK
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Tabelle 7: Enzyme

Enzyme

Hersteller

N-Glykosidase F, rekombinant
O-Glykosidase

Pepstatin A

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase
Recombinant RNAsin® (RNAse Inhibitor)
Super Script® Il Reverse Transkriptase
Super Script® Ill Reverse Transkriptase
Taq Polymerase

Trypsin-EDTA (1x)

Complete

Complete mini

Xbal Restriktionsenzym

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Taufkirchen

New England Biolabs, Ipswich, USA
Promega, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

PAA, Wien, Osterreich

Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Fermentas, St. Leon-Rot

Tabelle 8: Primer fiir die cDNA-Synthese und PCR-Amplifikation

Primer fiir die cDNA-Synthese

Hersteller

Oligodeoxythymidin Primer
(Oligo-dT15 Primer)

Random Primer

MWG Biotech, Ebersberg

Invitrogen, Karlsruhe

Primer fir die PCR-Amplifikation

Sequenz

TAF15 Primer 1 (forward)
TAF15 Primer 1 (reverse)
TAF15 Primer 2 (forward)
TAF15 Primer 2 (reverse)
TAF15 Primer 3 (forward)
TAF15 Primer 3 (reverse)
T7 Primer (forward)

T7 Term Primer (reverse)

5-GCC TGG CTT TCG TAT TCG TTG-3’

5-CGACGG TCATCT TGT GTG TGG-3

5-ATG GAC CCA GAA CAGATG CTG-3

5-CCT CTG GTC TAG GCT CAT TGC-3’

5-GCC ACC ATG TCG GAT TCT GGA ATG TAC GGT-3
5-GTATGG TCG GTT GCG CTG ATC-3

5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’

5-ATC CGG ATATAG TTC CTC CTT TC-3

Kontroll-Primer (PCR)

Sequenz

GAPDH Primer (forward)
GAPDH Primer (reverse)

5’-AAG GTC GGA GTC AAC GGA TTT-3
5-AGATGATGA CCCTTT TGG CTC-3’
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2.1.2 Medien, Puffer, LOsungen

Zur Herstellung der nachfolgenden Losungen und Puffer wurde Wasser aus der
hausinternen Aufbereitungsanlage Milli-Qplus PF der Fa. Millipore verwendet. Es

wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit als Millipore®-Wasser bezeichnet.

Medien:

Kulturmedium fiir die Tumor-, Melanom- und Hybridomzellen:
RPMI 1640

1% (V/V) Glutamin

1% (V/V) Penicillin/Streptomycin

10% (V/V) FCS (Fetales Kalberserum, fetal calf serum)

Vor Gebrauch auf 37 °C erwarmen.

LB-Medium fur die Kultivierung der Escherichia coli Bakterien (Schuttelkultur):

10 g LB-Pulver (Nahrmediumpulver, lysogeny broth)
500 ml Millipore®-Wasser
Die Lésung anschlieliend autoklavieren. Vor Gebrauch Ampicillin (Endkonzentration:

100 pg/ml) hinzugeben.

LB-Kulturplatten fir die Kultivierung der Escherichia coli Bakterien:
10 g LB-Pulver
6 g Agarose

Die Losung anschlieRend autoklavieren und nach dem Abkuhlen auf unter 60 °C
Ampicillin (Endkonzentration: 100 ug/ml) dazu geben. Danach kann die Losung in

Kulturplatten ausgegossen werden. Die fertigen Platten werden bei 4 °C gelagert.

Einfriermedium fur die Tumorzelllinien:
RPMI 1640

1% (V/V) Glutamin

1% (V/V) Penicillin/Streptomycin

20% (V/V) FCS

10% DMSO (Dimethylsulfoxid, CoHgOS)
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2 Material und Methoden

Einfriermedium fir die Escherichia coli Bakterien:
0,85 ml LB-Medium
0,15 ml Glycerol 85% (autoklaviert)

Losung fiir die Zellzahlbestimmung:

Trypanblaul6sung:

0,9%ige NaCl-Losung (Fertiglésung Fresenius Kabi)
0,5% (m/V) Trypanblau

Haufig verwendete Puffer:

PBS:

0,137 M Natriumchlorid (NaCl)

0,027 M Kaliumchlorid (KClI)

0,065 M Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2H20)
0,015 M Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

PBS-Tween:
PBS
0,05% (V/V)Tween 20

Losung fiir die Isolierung von Lymphozyten:
Erythrozytenlysepuffer (pH 7,3):
4,15 g Ammoniumchlorid (NH4Cl)

0,50 g Kaliumhydrogencarbonat (KHCOg3,

0,019 g Dinatriumethylendiamintetraacetat-Dihydrat (Na-EDTA x 2H20)
500 ml Millipore®-Wasser

Losungen fur die Immunhistochemie:

Demaskierldsung:

1 Volumenteil Demaskierlésung G
4 Volumenteile PBS pH 7,4
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2 Material und Methoden

Blockierlosung | fur die Immunperoxidasefarbung:
PBS pH 7,4
3% (m/V) Magermilchpulver

Blockierlosung |l for die Immunperoxidasefarbung:
PBS pH 7,4
0,5% (m/V) BSA (bovines Serumalbumin)

Tris-NaCl (pH 7.4):

3 g Tris/HCI (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, C4H41NO3)
40,5 g NaCl

5 | Millipore®-Wasser

DAB-Substratlésung:
SigmaFAST™ DAB Tablets

Kurz vor Gebrauch in der entsprechenden Menge Leitungswasser I6sen.

Losungen fur die Praparation von Zellmembranextrakten:
Hypotoner Puffer/Quellpuffer:

20 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure) pH7,4
3 mM KCI

3 mM Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 x 6H20)

Kurz vor Gebrauch Complete Tablette (Proteaseinhibitor-Cocktail) dazu geben.

Membranlysepuffer:

50 mM Tris/HCI, pH 7,4

1% (m/V) Nonidet P40 (Nonylphenyl-polyethylenglykol-Losung)
0,25% (m/V) Natriumdeoxycholat

150 mM NaCl

1 mM Na-EDTA x 2H20

Kurz vor Gebrauch Pepstatin (Endkonzentration: 1 ug/ml) und Complete Tablette

(Proteaseinhibitor-Cocktail) dazu geben.
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Losung zur Proteinquantifizierung:
Kupfersulfatldsung:
4% (m/V) Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO4 x 5H20)

BCA Protein Assay:
Reagenz A: BCA Protein Assay Reagent A

Reagenz B: Kupfersulfatidsung
Vor Gebrauch 49 Volumenanteile Reagenz A und 1 Volumenanteil Reagenz B

vermischen.

Losung fiir die SDS-PAGE:

Gelladepuffer (5-fach ohne DTT):

250 mM Tris/HCI pH 6,8

50% (m/V) Glycerol 85%

25% (m/V) SDS (Natriumdodecylsulfat, sodium dodecylsulfate)
0,05% (m/V) Bromphenolblau

Gelladepuffer (1-fach ohne DTT):
1 Teil 5-fach Gelladepuffer

4 Teile Millipore®-Wasser
Vor Gebrauch der Gelladepuffer (1 oder 5-fach) die entsprechende Menge DTT
(Dithiothreitol) dazu geben.

Laemmli-Laufpuffer:
25 mM Tris

250 mM Glycin
0,1% (m/V) SDS

Sammelgelpuffer:
1M Tris, pH 6,8

Trenngelpuffer:
1,5 M Tris, pH 8,8

35



2 Material und Methoden

Rotiphorese (30% Acrylamid, 0,8% Bisacrylamid)

10% (m/V) SDS

10% (V/V) APS (Ammoniumperoxodisulfat)

TEMED (N,N,N’ ,N’-Tetramethylethylendiamin)

Geltrocknungspuffer:

40% (V/V) Methanol (CH30H)
10% (V/V) Gycerol 85%

7,5% (VIV) Essigsaure (CoH405)

Losung fiir die Coomassie-Farbung:
Coomassie-Brillant-Blau R-250 Farbelosung:
0,4% (m/V) Coomassie-Brillant-Blau R-250
40% (V/V) Ethanol (CoH50H)

7% (VIV) Essigsaure

Fixier- /[Entfarbelésung:
25% (VIV) Methanol
12,5% (V/V) Essigsaure

Losungen fur Western Blot-Analysen:
Transferpuffer:

39 mM Gilycin

48 mM Tris

0,037% (m/V) SDS

20% (V/V) Methanol

Blockierlosung fiir die Immundetektion:
PBS-Tween pH 7,4
5% (m/V) Magermilchpulver
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Losungen fur die Aufreinigung des BARB-4 Antikorpers:
Bindungs-/Waschpuffer pH 7,0:
50 mM Natriumphosphat (Na3zPQOy)

1,5 M NaCl
0,1 M Arginin
10 mM Na-EDTA x 2H20

Elutionspuffer pH 3,8:
0,1 M Arginin
0,1 M NaCl

Neutralisationspuffer:
1 M Tris pH 8,0

Losungen fur die Affinititschromatographie zur Aufreinigung des BARB-4
Antigens:

Kopplungspuffer pH 8,3:

0,1 M Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

0,5 M NacCl

Acetat-Puffer pH 4:
0,1 M Essigsaure,
0,5 M NaCl

Bindungs-/Waschpuffer:
PBSpH 7,4

Elutionspuffer:
0,1 M Glycin pH 2,2

Neutralisationspuffer:
1M Tris pH 9,0
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Lagerungspuffer fur die Saule:
PBS pH 7,2
0,05% (m/V) Natriumacid (NaN3)

Reaktionspuffer fiir den enzymatischen Verdau mit Glykosidasen:
Reaktionspuffer:

PBS pH 7,4

1% (V/V) Nonidet-P40

1% (V/IV) 3-Mercaptoethanol

Losungen fur die Molekularbiologie:
TBE-Puffer:

45 mM Tris

45 mM Borsaure

1 mM Na-EDTA x 2H20

Agarosegel mit 1 ya/ml Ethidiumbromid (1%ig und 1.5%iq):

0,4 bzw. 0,6 g Agarose
4 ul Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
Ad 40 ml mit TBE-Puffer

Losung fiir FACS-Analysen:
Permeabilisierungslésung:
PBS pH 7,4

0,5% (m/V) Saponin

Losungen fur die Konfokalmikroskopie:

0,1 M Carbonatpuffer zum Umpuffern pH 9,2:

Reagenz A: 0,2M Natriumcarbonat (Na,COs3)

Reagenz B: 0,2M Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3 )

40ml Reagenz A und 460ml Reagenz B
Ad 1 | mit Millipore®-Wasser
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Permeabilisierungslosung:
PBS pH 7,4
0,1% (V/V) Triton X-100

2.1.3 Gerate

Tabelle 9: Gerite

Gerat Hersteller
Autoklav DX-45 Systec, Wettenberg
Autoklav V-75 Systec, Wettenberg
Bakterienschuttler/Incubator Shaker G25 New Brunswick Scientific, Edison, USA
Blotkammer (semi-dry) Bio-Rad, Miinchen
Brutschréanke Heracell Heraeus Thermotech, Hanau
DNA-Sequencer 373 Applied Biosystems, Darmstadt
ELISA-Microplate-Reader 550 Bio-Rad, Minchen
FACScan BD Biosiences, San Jose, USA
Feinwaage Adventurer™ Ohaus, Nanikon Schweiz
FPLC System: Pharmacia, Freiburg

Pump P-500

Pump P-50

Liquid Chromatography Controller LCC-550

Single Path Monitor UV-1 (Control/Optical Unit)

Motor Valve MV-7

Superloop 30 mi

Recorder REC-112

Fraction Collecor FRAC-100
Gelelektrophoresekammern, Minigel Twin Biometra, Géttingen
Konfokales System:

Leica DMRE/UV Mikroskop Leica Microsystems AG, Wetzlar

Innova® lon Laser System Coherent Inc., Santa Clara, USA
Kryostat 2800 Frigocut E Reichert-Jung, Nussloch
Lyserad Hartenstein, Wiirzburg
Magnetrihrer GLW M23 Hartenstein, Wirzburg
Mikroskop Leica DMLB Leica Microsystems, Wetzlar
Mikroskop Olympus BX50 Olympus GmbH, Hamburg
Mikrotom SM 2000R Leica Microsystems, Wetzlar
Mikrozentrifuge Eppendorf 5415 D Eppendorf, Hamburg
Minifuge T Heraeus, Hanau
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Fortsetzung Tabelle 9: Geréte

Gerit

Hersteller

PCR-Mastercycler gradient
pH-Meter inolab pH Level 1
Photometer GeneQuantPro
Photometer Uvikon 810
Pipette 10 pl
Pipetten 20, 100, 200, 1000 ul
Pipettierhelfer accu-jet
Reinstwassersystem Milli-Qplus PF
Roéntgenkassette (13 x 18)
Ruttler/Schittler Unimax 1010
Shandon Histocentre®
Sonifikator Labsonic V
Spannungsgerate Gene Power Supply GPS
Sterilbank Lamin Air HLB 2448
Thermoblock neoBlock 1
Tissue Tek VIP
Ultrazentrifuge L8-M
UV-Transilluminator System :
UV-Transilluminator UVT-28 SE
Herolab ICU-1
Herolab SU-1
Monitor CDM-1003
Druckersystem Print P91
Videokamera 3CCD
Vortex Mixer 7-2020
Waage
Wasserbad, WB10
Wippschttler

Zentrifuge Biofuge 15R
Zytospin Zentrifuge Cytospin 2

Eppendorf, Hamburg

WTW, Weilheim i.OB

Amersham Biosciences, Freiburg
Kontron Instrument, Eching
Eppendorf, Hamburg

Gilson, Middelton, USA

Brand, Wertheim/Main

Millipore, Eschborn

Dr. Goos-Suprema GmbH, Heidelberg
Heidolph Instruments, Schwabach
Shandon, Frankfurt

B. Braun, Melsungen

Pharmacia, Freiburg

Heraeus, Hanau

Neolab, Heidelberg

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande

Beckmann, Miinchen

Herolab, Wiesloch

Herolab, Wiesloch

Herolab, Wiesloch

Monacor, Zwischenwasser, Osterreich
Mitsubishi, Tokio, Japan

Sony, Kdln

Neolab, Heidelberg

Satorius, Gottingen

Memmert, Schwabach
Neolab, Heidelberg

Heraeus Sepatech, Osternode
Shandon, Frankfurt

2.1.4 Soft- und Hardware

Immunhistochemische Farbungen wurden mit einem Olympus Mikroskop und einer

Sony Videokamera Uber das Programm Image Access 3.02 aufgenommen.
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Abbildungen von Western Blots, Polyacrylamidgelen und ethidiumbromidgefarbten
Agarosegelen wurden mittels Scanner (HP psc1350) im Durchlicht mit einer
Auflésung von 300 dpi digitalisiert.

DNA- und Aminosauresequenzanalysen wurden mit dem Programm DNAMAN 5.2
(Lynnon Biosoft®) durchgefiihrt. Sequenzvergleiche erfolgten (iber die NCBI-
Datenbank.

FACS-Analysen wurden mit Hilfe des BD FACScan™ unter Verwendung der
CellQuest Pro Software (Becton Dickinson, BD) durchgefuhrt. Die Datenauswertung
erfolgte anschlieBend auf einem MS Windows NT-Rechner mit der WinMDI 2.8
Software.

Graphische Darstellungen, sowie statistische Auswertungen erfolgten mittels EXCEL
(Microsoft). Des Weiteren wurde fur die Statistik die Software R verwendet [155].
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mit Hilfe eines konfokalen Systems
aufgenommen, bestehend aus einem Leica UV-Mikroskop und einem Innova® lonen

Laser-System.

2.1.5 Zelllinien

Tabelle 10: Zelllinien

Verdopplungs-

Zelllinie Organ Karzinomtyp  Wachstum zeit [h] Subkultivierung
A549 Lunge Adenokarzinom adharent 40 1:10
alle 3Tage
BxPC-3 Bauch- Adenokarzinom  adhérent 40 1:10
speicheldrise alle 3 Tage
23123/87 Magen Adenokarzinom adharent 30 18
alle 5-6 Tage
CRL-1424 Haut Melanom adharent 40-60 1:10
alle 3-4 Tage
HTB-96 Haut Melanom adharent 40-60 1:10
alle 3-4Tage

Die verwendeten Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen oder
stammten ursprunglich aus dem Pathologischen Institut des Universitatsklinikums
Wirzburg (Arbeitsgruppe Vollmers). In Tabelle 10 sind die Daten zu den einzelnen

Zelllinien aufgeflihrt. Diese umfassen die Verdopplungszeit sowie die Angaben zur
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Subkultivierung. Die verwendeten Lymphozyten wurden nicht kultiviert. Sie wurden
frisch aus humanem Blut mittels Ficoll isoliert (siehe Abschnitt 2.3.2). Die Escherichia
coli Bakterienzellen, die innerhalb dieser Arbeit verwendet wurden, waren in dem
pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen, Karlsruhe) enthalten.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung von Karzinom- und Melanomzelllinien

Die Anzucht der Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen oder grof3en
Gewebekulturschalen bei 37 °C und 7% COg2 im Brutschrank. Die Zellen wurden in
RPMI 1640 Medium, versetzt mit 10% (V/V) FCS, 1% (V/V) L-Glutamin (20 mM) und
1%(V/V) Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Karzinom- und Melanomzellen wurden,
wie in Tabelle 10 beschrieben, in den Kulturflaschen subkultiviert, wahrend die
Karzinomzellen in den Gewebekulturschalen bis zur Konfluenz fir die
Membranpraparation herangezogen wurden. Beim Splitten unter der Sterilwerkbank
wurde dabei das alte Kulturmedium abgesaugt und durch 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung
ersetzt. Dies |0ste die adharenten Zellen innerhalb von wenigen Minuten vom
Kulturflaschenboden ab. Durch Zugabe von 10 ml Kulturmedium wurde der
Ablbésevorgang gestoppt. Die Zellsuspension wurde 5 min bei 1500 upm zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde abgesaugt und verworfen, wahrend das Zellpellet
in einer entsprechenden Menge neuem Kulturmedium aufgenommen und
resuspendiert wurde. 1 ml dieser Suspension wurde zusammen mit frischem
Kulturmedium fur die weitere Anzucht der Zelllinie in der Kulturflasche verwendet. Die
Zellen wurden hierbei héchstens 4-6 Wochen in Kultur gehalten. Etwa alle 2 Wochen
wurde eine neue Zellkulturflasche verwendet. Bei der Anzucht der
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) in Gewebekulturschalen wurde die beim Splitten
ubrig gebliebene Zellsuspension mit Hilfe von Kulturmedium auf ihr urspriangliches
Volumen verdunnt. Hiervon wurde dann je 1 ml in eine groRe Kulturschale mit 50 ml

neuem Kulturmedium gegeben und kultiviert.
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2.2.2 Kultivierung von BARB-4 produzierenden Hybridomzellen

Die Kultivierung der BARB-4 Antikorper produzierenden Hybridomzellen 106/104-14
erfolgte im gleichen Kulturmedium und unter den gleichen Bedingungen wie bei den
Karzinom- bzw. Melanomzellen (siehe Abschnitt 2.2.1). Die Hybridomzellen wurden
hierbei bis zu einer Zelldichte von 1x108 Zellen/ml herangezogen. Zur
Subkultivierung wurden die Zellen in ein Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und bei
1500 upm fiir 5 min zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurde das

Zellpellet in frischnem Kulturmedium aufgenommen. 1/5 dieser Zellsuspension wurde

fur die weitere Kultivierung verwendet. Die KulturiUberstande mit den darin
enthaltenen BARB-4 Antikorpern wurden gesammelt. Die Bestimmung der
Antikorperkonzentration erfolgte anschlieRend mittels Nephelometrie in einem
externen Labor (Neurologie, Universitatsklinikum Wiurzburg). Die Kulturiberstande
wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert. Zwischen 8 und 10 Wochen

wurden die Hybridomzellen dafir durchschnittlich in Kultur gehalten.

2.2.3 Kultivierung von Escherichia coli Bakterien

Die im pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen, Karlsruhe) enthaltenen
kompetenten Escherichia coli Zellen wurden nach den Angaben des Herstellers
transformiert (siehe Abschnitt 2.6.9) und herangezogen. Fir die Anzucht frisch
transformierter Zellen wurden LB-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin verwendet. Diese
wurden vor Gebrauch fur 30 min bei 37 °C im Inkubator erwarmt. AnschlielRend
wurden die transformierten Zellen mit 250 yl SOC Medium (ebenfalls im Kit
enthalten) versetzt. Um sicher zustellen, dass eine Platte die gewlnschte
Koloniedichte aufweist, wurden unterschiedliche Volumina (50 pl und 200 pl) der
Escherichia coli Zellsuspension ausplattiert. Fur eine bessere Verteilung der
Bakteriensuspension auf den LB-Platten wurde vor dem Ausplattieren erneut 20 pl
SOC Medium dazugegeben. Die beimpften LB-Platten wurden tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Fur weitere Analysen wurden mehrere einzelne Kolonien gepickt.

Fur Plasmidminipraparationen und zum Einfrieren wurden Escherichia coli
Schuttelkulturen angesetzt. Hierfur wurden die gepickten Kolonien in jeweils 25 pl

Millipore®-Wasser resuspendiert. 20 pl dieser Zellsuspension wurden in 3 ml LB-
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Kulturmedium mit 100 pg/ml Ampicillin Gberfuhrt und UGber Nacht im Schittler bei
37 °C und 200 upm inkubiert.

2.2.4 Kryokonservierung eukaryontischer Zellen

Die einzufrierenden Zellen wurden abzentrifugiert und auf Eis gestellt. Mit kaltem
Kulturmedium (RPMI 1640, PAA, Wien) wurde das Pellet anschlie3end resuspendiert
und auf eine Zellkonzentration von 5x 106 Zellen pro ml eingestellt. Zur
Zellsuspension wurden anschlieBend 10% (V/V) FCS und 10% (m/V) DMSO dazu
gegeben. Je 1 ml Suspension wurde in ein Kryorohrchen (Nalgene 2 ml) Uberfuhrt
und bei -80 °C eingefroren. Nach zwei Wochen konnten die eingefrorenen Zellen in
einen Stickstofftank Uberfuhrt werden. Dort wurden die Zellen bis zu ihrer erneuten

Verwendung gelagert.

2.2.5 Einfrieren von Escherichia coli Bakterien

Aus einer Escherichia coli bewachsenen LB-Kulturplatte wurde eine einzelne
Bakterienkolonie isoliert und in 3 ml flussigem LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
Zusatz kultiviert. Je 0,85 ml dieser Bakterienkultur wurden in ein Kryorohrchen
uberfihrt und mit 0,15 ml sterilem Glycerin (85%) versetzt. Der Ansatz wurde bis zum

erneuten Gebrauch bei -80 °C gelagert.

2.2.6 Auftauen eukaryontischer Zellen

Die Zellen wurden aus dem Stickstofftank enthommen und vorsichtig aufgetaut. Kurz
bevor das gesamte Eis geschmolzen war, wurde die Zellsuspension mittels Pipette
resuspendiert, sofort in 10 ml Kulturmedium tberfuhrt und bei 1500 upm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieBend abgesaugt, wahrend das Zellpellet in frischem

Kulturmedium in eine Zellkulturflasche tberfiuhrt wurde.

44



2 Material und Methoden

2.2.7 Auftauen von Escherichia coli Bakterien

Das bei —80 °C gelagerte Kryorohrchen wurde bei Raumtemperatur aufgetaut. Die
Escherichia coli Zellsuspension konnte anschlie®end in flissigem LB-Medium oder in

Kulturschalen kultiviert werden.

2.2.8 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte unter dem Lichtmikroskop mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer. Hierfur wurden 20 pl einer Zellsuspension mit 180 ul einer 0,5%igen
(m/V) Trypanblaulésung vermischt und in die Zahlkammer pipettiert. Der Farbstoff
ermdglicht dabei zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden. Wahrend
lebende Zellen nicht in der Lage sind den Farbstoff aufzunehmen und dadurch hell
erscheinen, konnen tote Zellen den Farbstoff absorbieren und sind dadurch
dunkelblau gefarbt. Bei der Zellzahlbestimmung wurde die Lebendzellzahl einer
Probe bestimmt. Hierfur wurden vier groRe Quadrate (bestehend aus 16 kleinen
Quadraten) fur jeweils eine Probe ausgezahlt. AnschlieBend wurde die
Durchschnittszellzahl ermittelt. Diese wurde danach mit dem Umrechnungsfaktor 104
(Kammerfaktor) multipliziert. Der Faktor resultiert dabei aus der Umrechnung des
Volumens eines groRen Quadrats von 0,1 pl auf 1 ml Zellsuspensionsvolumen.
Zusatzlich musste noch der Verdunnungsfaktor von 10 mit einbezogen werden. Der

dadurch erhaltene Wert stellt die Anzahl der lebenden Zellen pro ml Suspension dar.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Ernten der Karzinomzellen fiir die Membranpréaparation

Nach erreichter Konfluenz wurde der Uberstand der Zellkulturschalen abgegossen
und verworfen. Die adharenten Pankreaskarzinomzellen BXPC-3 wurden zweimal
grol3zugig mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem Gummischaber vom
Kulturschalenboden abgeldst. Um den Zellverlust moglichst gering zu halten, wurde

die Zellkulturschale erneut mit PBS gewaschen und abgeschabt. Die entstandene
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Zellsuspension wurde bei 1500 upm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, wahrend das Zellpellet wieder in PBS resuspendiert und gewaschen
wurde. Die Suspension wurde anschlieend nochmals bei 1500 upm 5 min
zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstands wurde das Zellpellet direkt fir die
Membranpraparation eingesetzt, oder zur Lagerung bei —20 °C tiefgefroren. Dabei

wurden fur ein Pellet 10 Kulturplatten verwendet.

2.3.2 Isolierung von Lymphozyten aus humanem Frischblut

Die Isolierung der Lymphozyten aus dem humanen Frischblut erfolgte mittels Ficoll.
Dies ist ein leicht wasserldsliches Polysaccharid aus Epichlorhydrin und Saccharose,
welches vorwiegend zur Isolierung von mononuklearen Zellen eingesetzt wird [156-
158]. Das Separationsmedium FicoLite-H (Linaris, Wertheim-Bettingen) wurde hierfur
mit der gleichen Menge humanem Frischblut Uberschichtet und fur 30 min bei
1800 upm zentrifugiert. Dadurch bildet sich ein Dichtegradient aus, bei dem sich die
Blutbestandsteile ihrer Dichte entsprechend in unterschiedlichen Phasen (siehe

Abbildung 5) ansammelin.

Vor der Zentrifugation Nach der Zentrifugation

<«— Frisches Blut <— Blutplasma

Interphase mit
Lymphozyten

<— Ficoll <— Ficoll
Erythrozyten
Granulozyten

Abbildung 5: Dichtegardientenzentrifugantion mit Hilfe von Ficoll. Die linke Abbildung zeigt den
Probenansatz vor der Zentrifugation, die rechte Abbildung stellt die Probe nach der Zentrifugation
(1800 upm, 30 min) dar. Durch die Zentrifugation entstehen vier unterschiedliche Phasen. Die oberste
Phase enthdlt das Blutplasma. Darunter liegt die Interphase mit den Lymphozyten. Unter der
Interphase befindet sich eine Schicht mit der Ficoll-Lésung. Die unterste Phase bilden die Zellen mit
der hochsten Dichte, die Erythrozyten und Granulozyten.
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Die Lymphozyten, die sich in der Interphase befinden, wurden anschlief3end mit einer
Pasteurpipette vorsichtig abgesaugt und in einem 50 ml Réhrchen mit 10 ml PBS-
Puffer vermischt. Die Zellsuspension wird erneut zentrifugiert (1800 upm, 10 min).
Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das entstandene Zellpellet anschlieRend
zweimal mit jeweils 10 ml PBS gewaschen und zentrifugiert (1800 upm, 10 min)
wurde. Das Zellpellet wurde danach in 10 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert
und flr 15 min auf Eis inkubiert. Hierdurch wurden die in der Interphase verbliebenen
Erythrozyten lysiert. Die Lymphozytensuspension wurde mit 10 ml PBS aufgefullt und
fur 10 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen
und das Pellet in 10 ml PBS resuspendiert und erneut zentrifugiert (10 min, 300 x g).
Das dadurch entstandene Pellet wurde nach Entfernen des Uberstandes nochmals in
10 ml PBS resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Lichtmikroskop (siehe Abschnitt 2.2.8).

2.3.3 Transfektion von Tumorzellen mit siRNA

Die Validierung des BARB-4 Targets erfolgte mit Hilfe der RNA-Interferenz (RNAI).
Eine kleine, aus 21-23 Nukleotiden bestehende, doppelstrangige siRNA (small
interfering RNA) induziert hierbei den Abbau einer entsprechenden mRNA. Dabei
interagiert die siRNA nach dem Einschleusen in die Zelle mit dem sogenannten RNA
induced silencing complex (RISC). Dies fuhrt dazu, dass der Komplex die zur siRNA
komplementare Ziel-mRNA bindet und diese fragmentiert. Es kommt somit zum
Abbau der mRNA und zu einer transienten (voribergehenden) Regression der
Proteinexpression des entsprechenden Zielmolekuls [159-162].

Fur die Transfektion wurden BxPC-3 Zellen verwendet. Diese wurden durch eine
sogenannte Lipofektion mit siRNA transfiziert. Einen Tag vor der Transfektion
wurden in einer 24-well Zellkulturplatte pro Ansatz 5x 10* Zellen in 0,5 ml
Kulturmedium ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C und 7% CO, anwachsen gelassen.
Die adharenten Zellen wurden nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% mit
siLentFect™ (Bio-Rad Labratories) entsprechend den Herstellerangaben transfiziert.
Kurz vor Beginn der Transfektion wurde das verbrauchte Kulturmedium vorsichtig
abgesaugt und durch frisches RPMI 1640 (versetzt mit Glutamin und FCS) ersetzt.
Es wurden hierbei pro Ansatz 250 pl frisches Medium zu den Zellen gegeben. In der
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zu untersuchenden Probe waren zusatzlich 50 yl der Transfektionsmischung
enthalten. Dieser Transfektionsmix setzte sich aus 25 pl siLentFect™ in serumfreiem
OptiMEM Medium so wie 25 ul einer entsprechenden siRNA-Verdinnung in
OptiMEM zusammen und wurde in mehreren Arbeitsschritten hergestellt. Zuerst
wurde die Stammldésung (2 uM) der siRNA mit dem serumfreien Medium OptiMEM
versetzt, gut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden
0,5 pl des Transfektionsreagenz siLentFect™ in 24,5 pl des serumfreien OptiMEM
Mediums gemischt und ebenfalls 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurden beide Mischungen zusammen pipettiert, vorsichtig gemischt und fur 20 min
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach der Herstellung der
Transfektionsmischung wurde diese zu den Zellen pipettiert und vorsichtig mit dem
bereits vorhandenen Medium gemischt. Die Zellen wurden anschlie3end Uber einen
Zeitraum von 48 h im Brutschrank bei 37 °C und 7% CO; inkubiert. Die
Endkonzentration der siRNA lag bei 100 nM. Um zellschadigende Nebeneffekte zu
vermeiden, wurde einen Tag nach der Transfektion bei jedem Ansatz das Medium
gewechselt. Zusatzlich wurden Kontrollen durchgeflihrt. Unspezifische Effekte, die
durch die siRNA in der Zelle verursacht werden konnen, wurden mit Hilfe von
Silencer® Negative Control siRNA (Ambion) kontrolliert. Diese siRNA ist nicht in der
Lage den RISC zu aktivieren und kann somit auch nicht das Zerschneiden einer
entsprechenden mRNA bewirken. Sie wurde in der gleichen Konzentration eingesetzt
wie die siRNA in der zu analysierenden Probe. Als weitere Kontrollen dienten
Ansatze mit unbehandelten Zellen und Mocktransfektanten. Bei der Mocktransfektion
wurden die Zellen mit allen Transfektionsbestandteilen aul3er mit siRNA versetzt.
Hierdurch konnten zytotoxische Effekte, die durch das Transfektionsreagenz
hervorgerufen werden, ausgeschlossen werden. Unbehandelte Zellen wurden ohne
siRNA und ohne Transfektionsreagenz in 300 pl Medium (RPMI 1640 versetzt mit
Glutamin und FCS) kultiviert. Die Auswirkungen der Transfektion auf die Expression
des Zielmoleklls wurden anschlieBend mittels Western Blot, FACS-Analyse und
immunhistochemischer Farbung von Zytospinpraparaten untersucht.

Die siRNAs, die fur die Transfektion verwendet wurden, waren von Ambion oder
Dharmacon. Es handelt sich dabei um siRNAs die Uber Datenbanken validiert

wurden und eine Herabregulierung des Zielproteins garantieren.
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2.3.4 MTT-Proliferationstest

Die Auswirkung des Antikorpers BARB-4 auf die Proliferation von Krebszellen wurde
mit Hilfe des MTT-Proliferationstests analysiert [163]. Hierbei handelt es sich um
einen quantitativen Test, bei dem die Stoffwechselaktivitdt lebender Zellen
nachgewiesen werden kann. Dieser Test ermoglicht somit Rickschlisse auf die
Uberlebensrate von Zellen bzw. den antiproliferativen Effekt des Antikdrpers auf
Zellen, die zuvor mit BARB-4 Antikdrper behandelt wurden. Er liefert somit einen
Hinweis auf die Anzahl der lebenden, proliferierenden Zellen.

Lebende Zellen wandeln gelbes Methyltetrazolium-Salz (MTT; 3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) in einer NADH und NADPH abhangigen
Reaktion zu einem blauvioletten Formazanfarbstoff um. Dabei sind Farbintensitat
und Vitalitat einander direkt proportional. Untersuchungen in den letzten Jahren
deuteten darauf hin, dass die Reduktion des Tetrazoliums (MTT-Reagenz)
hauptsachlich von den Enzymen des endoplasmatischen Retikulums abhangig ist
und nicht, wie fraher angenommen, von den mitochondrialen Succinat-
Dehydrogenasen. Diese Dehydrogenasen (Reduktasen) stoffwechselaktiver
Mitochondrien sind zwar partiell an der Reduktion beteiligt, spielen aber eher eine
untergeordnete Rolle. Die Menge des gemessenen Farbstoffs entspricht somit eher
der Glykolyserate der Zellen als der Zellatmung. Das Ausmal} der blauvioletten
Farbung wird spektrometrisch quantitiv erfasst [164-166].

Fir die Analyse wurden die zu untersuchenden Zellen auf eine Zellzahl von 1 x 10°
Zellen pro ml Zellsuspension eingestellt. Auf einer 96-well Platte wurde pro Loch eine
Zellzahl von 4 x 10° Zellen angesetzt, wobei jeweils 50 ul der eingestellten
Zellsuspension in die einzelnen Locher pipettiert wurden. Der Antikérper BARB-4 und
die entsprechende Isotypkontrolle (ChromPure IgG) wurden anschlieRend auf eine
Konzentration von 200 pg/ml eingestellt. Als Negativkontrolle diente Kulturmedium
ohne Antikdrperzusatz. Von den entsprechenden Lésungen wurden je 50 ul zu den
Zellen gegeben, so dass jeweils ein Gesamtvolumen von 100 ul vorlag. Die
antikorperhaltigen Ansatze enthielten somit eine Endkonzentration von 100 pg/ml
Antikorper. Fur die Analyse wurden jeweils 4-fach Bestimmungen der Ansatze
durchgefuhrt. Die 96-well Platten wurden hierfur bei 37 °C und 7% CO, fur 48 h im
Brutschrank inkubiert. Anschlieliend wurden pro Loch 50 ul einer MTT-Lésung (5 g

MTT in 1 ml PBS) zugegeben. Die Ansatze wurden danach erneut fir 30 min im
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Brutschrank inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (2800 upm, 10 min).
Nachfolgend konnte der Uberstand vorsichtig aus den einzelnen Léchern abgesaugt
werden. Die Zellen wurden anschlieend in 150 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) lysiert,
wobei der kristalline Formazanfarbstoff freigesetzt wurde und in l6slicher Form
vorlag. Die Farbintensitat der einzelnen Losungen wurde mittels ELISA-Microplate-
Reader bestimmt. Fur den Nullabgleich (Hintergrundkontrolle) wurde die Absorption
eines Ansatzes bestimmt, der nur die jeweiligen Losungen und Kulturmedium, jedoch
keine Zellen enthielt. Die Absorption wurde hierbei sowohl bei einer Messwellenlange
von 540 nm wie auch der Referenzwellenlange von 690 nm gemessen. Die Differenz
(540 nm - 690 nm) der beiden gemessenen Absorptionen spiegelte den Einfluss des

Antikorpers auf das Zellwachstum wieder.

2.3.5 Cell Death Detection ELISAPLUS Apoptosetest

Der Einfluss des BARB-4 Antikorpers auf die Apoptose von Tumorzellen wurde mit
Hilfe des Cell Death Detection ELISA™™Y® Kits (Roche, Mannheim) gemessen. Der
Test funktioniert dabei nach dem Prinzip eines quantitativen Sandwich-Enzym-
Immunassays. Es werden hierfur peroxidasekonjugierte, murine, monoklonale
Antikorper eingesetzt. Diese sind gegen Histon- bzw. DNA-Komponenten von Mono-
und Oligonukleosomen gerichtet, die bei einer Apoptose entstehen. Durch eine
enzymatische Umsetzung des farblosen Substrates entsteht ein griner Farbstoff.
Anhand der Farbintensitat des grinen Reaktionsprodukts kann die Menge der
vorhandenen Nukleosomen und somit die Anzahl an apoptotischen Zellen
photometrisch bestimmt werden.

Fur den Versuch wurde eine 96-well Zellkulturplatte angesetzt. Dabei wurden in
jedes Loch 100 pl mit 1 x 10* Zellen pipettiert. Die Zellen wurden anschlieRend mit
dem BARB-4 Antikorper oder der Isotypkontrolle (ChromPure 1gG) versetzt und im
Brutschrank bei 37 °C und 7% CO; fur 48 h inkubiert. Die Antikdrper wurden auf eine
Konzentration von jeweils 20 ug/ml verdinnt. Nach Zugabe von jeweils 100 ul dieser
Verdlinnung ergab sich eine Antikrperendkonzentration von 10 pg/ml pro Loch. Als
weitere Kontrolle dienten Zellen mit der gleichen Menge an Kulturmedium. Fur die

Analyse wurde eine doppelte Bestimmung der einzelnen Ansatze durchgeflihrt. Der
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Versuch erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die dafur verwendeten
Reagenzien waren alle im Cell Death Detection ELISA™"Y® Kit vorhanden.

Nach 48 h Inkubation wurden die Tumorzellen bei 200 x g fir 10 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend abgesaugt und 200 pl des Lysepuffers wurde zu
den Zellen dazugegeben. Die Zelllyse erfolgte dann fur 30 min bei Raumtemperatur.
Nach einer erneuten Zentrifugation wurden jeweils 20 pl des Uberstandes in
streptavidinbeschichtete Mikrotiterplatten pipettiert und anschlielend 80 pl des

Immunreagenzes hinzugefiigt. Das Reagenz war dabei aus /5y Anti-Histon-Biotin,
/50 Anti-DNA-POD sowie 18/5, Inkubationspuffer zusammengesetzt. Neben den

Proben wurde auRerdem eine im Kit enthaltene Positivkontrolle sowie ein Leerwert
angesetzt. Nachdem die Platten 2 h bei ca. 250 upm auf dem Rattler gut vermischt
worden waren, wurden sie dreimal mit Inkubationspuffer (250 ul/well) gewaschen.
Danach wurden 100 pl Substrat, bestehend aus einer ABTS-Tablette in 5 ml
Substratpuffer, in jedes Loch pipettiert. Die einzelnen Ansatze wurden danach
nochmals gut durchmischt. Die Farbentwicklung erfolgte bei Raumtemperatur
innerhalb von 15 min und wurde anschlieBend durch die Addition von 100 pl
Stopplosung beendet. Die Intensitat dieser grunen Farbung lasst dabei Ruckschlisse
auf den Grad der antikdrperinduzierten Apoptose zu. Die Platte wurde im Anschluss
daran sofort bei einer Messwellenlange von 405 nm sowie der Referenzwellenlange
von 490 nm vermessen. Die spektrometrische Analyse erfolgte dabei im ELISA-

Microplate-Reader.

2.3.6 Untersuchung der Tumorzelladhasion unter Antikorpereinwirkung

Fur den Versuch wurden Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) mit Hilfe einer Trypsin-
EDTA-L6sung von der Kulturflasche abgelost und nach Abstoppen der Reaktion in
neuem Kulturmedium resuspendiert. Der Ansatz wurde anschlie3end fur 30 min auf
Eis inkubiert. 200 BxPC-3 Zellen wurden danach sofort in 50 yl BARB-4
Antikoérperlésung mit einer Konzentration von 200 ug/ml auf Objekttrager Gberfuhrt.
Als Negativkontrollen dienten Zellen, die nur in Kulturmedium oder einem Isotypen
mit der selben Konzentration inkubiert wurden. Nach einem Inkubationszeitraum von

30, 45 oder 60 min wurden die adharenten Zellen mit 60% (V/V) Isopropanol fixiert
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und mit Hamalaun 5 min angefarbt. Die gefarbten Zellen wurden danach unter dem

Lichtmikroskop gezahlt.

2.3.7 Untersuchung der Tumorzellmotilitdt unter Antikorpereinwirkung

Es wurden jeweils 1 x 10 BxPC-3 Zellen in eine 24-well Platte iberfiihrt und fiir 6 h
bei 37 °C und 7% CO» inkubiert. Dadurch wurde eine Konfluenz von etwa 80%

erreicht. In den vorhandenen Zellrasen wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze ein Kreuz
gekratzt. AnschlieRend wurde dem Ansatz sofort 400 ug/ml BARB-4 Antikorper
zugesetzt. ChromPure I1gG (400 pg/ml; Isotypkontrolle) und frisches Kulturmedium
dienten dabei als Kontrollen. Die Pankreaskarzinomzellen wurden mit 5% (V/V)
Glutaraldehyd fixiert und mit Hamalaun fur 5 min angefarbt. Die Zellen wurden

anschlief3end unter dem Lichtmikroskop hinsichtlich ihrer Zellmotilitat ausgewertet.

2.4 Immunhistochemische Methoden

2.41 Herstellung von Zytospinpraparaten

Die Tumorzellen wurden mit 5 ml Trypsin-EDTA-Losung von der Kulturflasche
abgelost und zusammen mit 10 ml Kulturmedium bei 1500 x g 5 min zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml neuem
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde anschlieRend auf 4 x 10° Zellen/ml
eingestellt und far 30 min auf Eis gestellt. Dies stellte die Regeneration der
Oberflachenproteine nach dem Trypsinverau sicher. Je 100 ul der Zellsuspension
wurden auf die entsprechend beschrifteten Objekttrager zentrifugiert. Dies erfolgte
mittels Zytospinzentrifuge bei 35upm fur 2 min. Die Objekttrager wurden
anschlieBend mindestens 2 h trocknen gelassen. Die fertigen Zytospins wurden

entweder sofort immunhistochemisch angefarbt oder bei —20 °C gelagert.
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2.4.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Paraffingewebeblocken wurden humane Gewebeproben mit
4% (V/V) Formalin fixiert und anschlieBend maschinell entwassert (Tissue Tek VIP,
Sakura). Das Gewebe wurde danach in flissiges Paraffin Uberfuhrt und mittels
Histocentergerat (Shandon) eingebettet. Nach dem Erkalten des Paraffins bei -20 °C
fur 30 min konnten mit Hilfe eines Mikrotoms 2 um dicke Gewebsschnitte hergestellt
werden. Die Gewebsschnitte wurden direkt nach dem Schneiden zur Entspannung in
ein Wasserbad mit Raumtemperatur tUberflhrt und anschlielend zum Strecken in ein
30 °C warmes Wasserbad gelegt. Die gestreckten Schnitte wurden anschliel3end auf
Objekttrager aufgetragen. Bis zur Weiterverarbeitung konnten die Schnitte unter

trockenen Bedingungen bei Raumtemperatur gelagert werden.

2.4.3 Immunperoxidasefarbung

Mit Hilfe von Immunperoxidasefarbungen ist es moglich, bestimmte zellulare
Strukturen farblich zu kennzeichnen. Die Farbung basiert dabei auf der Erkennung
spezifischer Antigenepitope durch  Primarantikérper. Durch den Einsatz
peroxidasekonjugierter Sekundarantikorper, welche gegen den Fc-Teil dieser
spezifischen Immunglobulinen gerichtet sind, farben sich die von den
Primarantikdrpern gebundenen Gewebeareale nach enzymatischer
Substratumsetzung braun. Der BARB-4 Antikdrper sowie die entsprechende
Isotypkontrolle (ChromPure 1gG) wurden fur diese Farbungen teilweise biotinyliert
verwendet. Dies bewirkt zwar eine verstarkte Farbung, andert an der Spezifitat des

Primarantikodrpers jedoch nichts.

2.4.3.1 Biotinylierung des BARB-4 Antikorpers

Die Biotinylierung erfolgte mit Hilfe des EZ-Link Maleimide-PEO Solid Phase
Biotinylation Kit (Pierce, Rockford, USA) nach den Angaben des Herstellers. Die

verwendeten Reagenzien und Materialien waren im Kit enthalten.

53



2 Material und Methoden

Fir die Analyse wurde die Antikdrperkonzentration auf 1 mg/ml eingestellt. Je 500 pl
dieser Losung wurden mit einer Swell-Gel Disc versetzt und vermischt (ohne Vortex).
AnschlieRend wurde der Ansatz flr 10 min auf dem Ruttler inkubiert und bei 500 x g
30 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, wahrend das Pellet zweimal mit
1 ml TBE gewaschen wurde. Danach wurde das Pellet in 300 ul TBS resuspendiert
und in eine Spin-Column Uberfuhrt. Der Ansatz wurde bei 500 x g 30 s zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wieder verworfen, wahrend das Pellet in einer TCEP-TBS-
Losung (pro Reaktionsgefaly 120 pl TCEP und 80 ul TBS) resuspendiert und 30 min
inkubiert wurde. Nach erneuter Zentrifugation (500 x g, 30s) wurde das Pellet
funfmal mit 400 yl TBS gewaschen und anschlieRend in 100 yl TBS aufgenommen.
Der Inhalt eines Biotin-Microtubes wurde vorsichtig mit 200 ul TBS vermischt. Davon
wurden dann je 100 yl zu dem resuspendierten Pellet gegeben und fur 30 min
inkubiert. Der Ansatz wurde im Anschluss wieder zentrifugiert und funfmal mit TBS
gewaschen. Das Pellet wurde dann in 200 yl Elutionspuffer (9,5% Stock Solution in
TBS) resuspendiert und flr 10 min inkubiert. Der Durchfluss mit den biotinylierten
Antikérpern wurde wahrend eines weiteren Zentrifugantionsschritts aufgefangen. Der
Elutionsvorgang wurde zweimal wiederholt. Der im Durchlauf vorhandene Antikorper
konnte direkt fur die Farbung verwendet oder bei -20 °C flr langere Zeit gelagert
werden. Fur immunhistochemische Analysen wurde sowohl BARB-4 als auch

ChromPure IgG (Isotypkontrolle) biotinyliert.

2.4.3.2 Immunperoxidasefarbung von Zytospinpraparaten

Die Zytospinpraparate wurden mittels Aceton in Objekttragerkivetten zuerst 10 min
fixiert und anschlieBend 30 min getrocknet. Danach wurden die Praparate mit Tris-
NaCl-Puffer gewaschen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, wobei die
Praparate nach dem dritten Waschen fur 5 min in dieser Losung verblieben. Zur
Feuchthaltung der Zellen wurden die weiteren Schritte in einer Sattigungskammer
durchgefuhrt. Die Objekttrager wurden zur Beseitigung unspezifischer
Bindungsstellen 30 min in 3%iger (m/V) Magermilchpulverlésung (Blockierlésung | fir
Immunperoxidasefarbung) inkubiert. Nach erneutem, dreimaligem Waschen mit Tris-

NaCl wurden die Zytospinpraparate mit 100 ul der jeweiligen Erstantikdrperlésung
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30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Beim Auftragen des ZweitantikGrpers nach
drei weiteren Waschgangen wurde ebenso verfahren. Die Praparate wurden
anschliefend noch dreimal mit Tris-NaCl-Puffer gewaschen bevor sie fur 10 min in
PBS inkubiert wurden. Eine 3,3-Diaminobenzidin- (DAB-) und eine
Wasserstoffperoxidtablette (SigmaFAST™ DAB Tablets) wurden zusammen in 1 ml
Leitungswasser aufgelost. Dies verhindert, dass die Zellen durch den osmotischen
Druck von destilliertem Wasser platzen. 100 pl dieser Loésung wurden unverzuglich
auf die Objekttrager pipettiert. Der Ansatz wurde flir 10 min dunkel gehalten und
anschlieRend mit destilliertem Wasser abgespult. Die Zellen wurden 5 min in
Hamalaun inkubiert. Die Uberschussige Farbeldsung wurde etwa 15 min lang unter
flieBRendem Wasser abgespult. Die fertig gefarbten Zytospinpraparate wurden bis
zum Eindeckeln in destilliertes Wasser gestellt. Anschliefend wurden
lichtmikroskopische Analysen durchgefiuhrt. Die fiur die immunhistochemische
Farbung verwendeten Antikorper sind nachfolgend in Abschnitt 2.4.3.3 Tabelle 11

zusammengefasst.

2.4.3.3 Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten

Vor der immunhistochemischen Farbung wurden die Paraffinschnitte entparaffinisiert.
Dazu wurden die Schnitte nacheinander in folgenden Losemitteln inkubiert:

2 x 5 min 100% Xylol

2 x 5 min 100% Ethanol

1 x 5 min Methanol (70 ml + 500 ul H202)

2 x 3 min 90% Ethanol

2 x 3 min 80% Ethanol

2 x 3 min 70% Ethanol
Die entparaffinisierten Schnitte wurden anschliel3end mit einer Demaskierungslésung
(Demaskierungslosung G, Biologo, Kronshagen) behandelt, da in formalinfixierten
Geweben viele Antigene durch Quervernetzung der Proteine fur die entsprechenden
Antikérper nicht mehr zuganglich sind. Die Demaskierungsléosung auf Glykolbasis
wirkt dem entgegen und verbessert somit die Detektierbarkeit der Antigene. Die

Schnitte wurden, nachdem sie kurz in Tris-Puffer gesammelt wurden, fur 20 min in
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Demaskierungslosung G (1:4 in PBS) gekocht (Wasserbad, 99 °C). Anschliel3end
wurden die Objekttrager fir 5 min in Tris-NaCl-Puffer inkubiert. Die nachfolgende
immunhistochemische Farbung wurde nach dem gleichen Protokoll wie unter
Abschnitt 2.4.3.2 beschrieben durchgefuhrt. Im Unterschied zur Farbung von
Zytospins, wurden bei den Paraffinschnitten die jeweiligen Primarantikorper 2%
Stunden bei 37°C und die jeweiligen Sekundarantikdrper 45 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die fir die immunhistochemische Farbung eingesetzten

Antikorper sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Tabelle 11: Antikorper fiir die immunhistochemische Farbung

Konzentration/

Antikorper Verdiinnung

Primarantikorper BARB-4 IgG, Human 100 pg/ml*
BARB-4 IgG biotinyliert, Human 50-100 pg/ml*
Anti-TAF15, 19G, Rabbit (GeneTex) 40 pg/ml *

Isotypkontrollen Chrompure 1gG, Human 100 pg/mI*
Chrompure 1gG biotinyliert , Human 50-100 pg/ml*
Serum IgG, Rabbit 40 pg/ml*

Positivkontrollen

Pankreas (Adeno) Anti human Cytokeratin CAM 5.2 IgG, Mouse 1:10*

Lunge (Adeno)

Blase (Urothel) Anti human Cytokeratin 18 IgG, Mouse 1:10*

Hoden (Keimzellen)

Kolon (Adeno) Anti human Cytokeratin AE1/AE3 IgG, Mouse 1:50*

Magen (Adeno)

Prostata (Adeno) Anti human PSA IgG, Mouse 1:20*

Lunge (Plattenepithel) Anti human Cytokeratin 5/6 19G, Mouse 1:50*

Osophagus (Plattenepithel)

Sekundarantikorper Rabbit anti human, HRP-gekoppelt 1:50**
NeutrAvidin™, HRP-gekoppelt 1:100****
Goat anti rabbit, HRP-gekoppelt 1:50***
Rabbit anti mouse, HRP-gekoppelt 1:50***

* Verdunntin 0,5% (m/V) BSA/ PBS

> Verdlnnt in PBS und 30% (V/V) Kaninchenserum
***  Verdunnt in PBS und 30% (V/V) Humanserum
***  Verdinnt in PBS
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2.5 Biochemische Methoden

2.5.1 Membranproteinpraparation von Karzinomzellen

Frisch  geerntete = BxPC-3 Pankreaskarzinomzellen,  welche fur die
Membranpraparation in Zellkulturschalen kultiviert wurden (siehe Abschnitt 2.3.1),
konnten gleich verarbeitet werden. Gefrorene Zellpellets, die mit Hilfe dieser
Methode gewonnen wurden, mussten vor Gebrauch bei Raumtemperatur erst
aufgetaut werden. Ein Zellpellet aus 10 Kulturschalen wurde in 10 ml Quellpuffer
resuspendiert und 30 min auf Eis gestellt. Dabei quollen die Zellen aufgrund des
osmotischen Drucks auf. AnschlieRend wurde die Suspension bei 4 °C und héchster
Frequenz fur 5 min sonifiziert (Sonifikator Labsonic V, B. Braun, Melsungen). Durch
die Behandlung mit Ultraschall kam es zum Aufbrechen der Zellen. Die Suspension
wurde anschlieflend bei 4 °C und 13.000 upm far 10 min zentrifugiert. Der hierbei
entstandene Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in Ultrazentrifugenréhrchen
gleichmafig verteilt (maximale Abweichung untereinander: 0,02 g). Anschlielend
wurde mit Hilfe des SW55-Rotors und einer entsprechenden Ultrazentrifuge
(Beckmann, Minchen) der Uberstand unter Vakuum zentrifugiert (10 °C,
40.000 upm, 45 min). Der dabei entstandene, neue Uberstand wurde verworfen. Die
Zellpellets, welche die gewunschten Membranproteine beinhalteten, wurden mit 1 ml
Quellpuffer vorsichtig gewaschen. Danach wurde jedes Pellet mit 1 ml
Membranlysepuffer versetzt und resuspendiert. Diese Membranproteinfraktionen
wurden dann in ein Eppendorfgefal® Uberflihrt und fir 1 h am Lyserad bei 4 °C
inkubiert. Sie wurden wahrend der Lyse mehrfach durch feine Kanulen (G19, G26)
gedruckt. Das Lysat wurde, um unldsliche Partikel zu entfernen, abschliel3end bei
4 °C und 13.000 upm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand des Lysats wurde aliquotiert
und bei —20 °C eingefroren. Alle Arbeitsschritte wurden dabei bei 4 °C oder auf Eis
durchgefuhrt. Die mit Hilfe dieser Methode erhaltenten Membranproteinlysate wurden
anschlieRend fur die Gelelektrophorese, Western Blot-Analysen und die

Aufreinigungen mittels Affinitatschromatographie verwendet.
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2.5.2 Quantitative Bestimmung von Proteinen

Die Bestimmung einer Proteinkonzentration erfolgte je nach Beschaffenheit der
Probe durch unterschiedliche Verfahren. Antikérperkonzentrationen wurden extern
(Neurologie des Universitatsklinikums Waurzburg) mit Hilfe der Nephelometrie
bestimmt.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Membranextrakten wurde die
Bicinchoninsaure- (bicinchoninic acid, BCA-) Methode nach Smith (1985) angewandt
[167]. Diese Methode besitzt den Vorteil, dass mit ihr in Gegenwart von vielen
Puffern und Detergenzien die Proteinkonzentration gut quantifiziert werden kann. Sie
wird daher bei Probelésungen eingesetzt, die beispielsweise SDS oder Triton X-100
enthalten. Das Prinzip dieses Nachweises beruht dabei auf der Bildung eines
violetten Komplexes, dessen Absorptionsmaximum bei 562 nm liegt. Hierbei
reagieren zwei Moleklle Bicinchoninsaure mit einem einwertigen Kupferion unter
Bildung eines Chelatkomplexes. Dieses einwertige Kupferion wird im alkalischen
Milieu aus einem zweiwertigen Kupferion gebildet, welches durch bestimmte
Aminosauren (Cystein, Trypsin und Tryptophan) sowie die Peptidbindung reduziert
wird [168-169].

Fir die Analyse wurden 49 Teile BCA-Protein Assay Reagent A mit einem Teil
4%iger (m/V) Kupfersulfatidsung vermischt. Diese Mischung wurde kurz vor
Gebrauch frisch hergestellt. Sie diente bei der spektroskopischen Bestimmung als
Verdinnungslésung oder als Nullabgleich. Es wurde eine Verdiinnungsreihe mit flinf
unterschiedlichen BSA-Konzentrationen erstellt (1, 2, 5, 10 und 20 pl einer 1 mg/ml
konzentrierten BSA-LOsung in 1 ml Verdinnungslésung). Sie wurde zur Ermittlung
der Absolutwerte mittels Eichgerade bendtigt. Die Proben flr die Proteinbestimmung
wurden zwischen 1:50 und 1:200 (Verhaltnis von Probe zu Verdlinnungslésung)
verdunnt. Die Ansatze kamen anschlieBend sofort fur 30 min bei 37 °C in den
Inkubator. Dabei kommt es zu einem Farbumschlag von grin zu violett. Die
Absorption der Ansatze wurde sofort bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

Die Proben wurden bei dieser Analyse mindestens doppelt bestimmt.
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2.5.3 Aufkonzentrierung von Proteinen

Je nach Menge der enthaltenen Proteine wurden die Proteinldsungen mit Hilfe von
Aceton aufkonzentriert. Hierzu wurde 1 Teil der Proteinlésung mit 3 Teilen eiskaltem
Aceton versetzt. Der Ansatz lagerte anschlieliend bei —20 °C Uber Nacht im
Gefrierschrank. Dabei kam es zur Ausfallung der Proteine. Die Suspension wurde
anschlieend bei 4 °C und 13.000 upm 10 min abzentrifugiert, wobei der Uberstand
verworfen wurde. Das Zellpellet wurde bei Raumtemperatur so lange getrocknet, bis
kein Acetongeruch mehr wahrnehmbar war. Danach wurde das Pellet in der
entsprechenden Menge Membranlysepuffer oder Ladepuffer mit DTT (1 M)
resuspendiert. Das Verhaltnis von DTT zu Ladepuffer betrug dabei 1:10.

2.5.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte elektrophoretisch durch eine vertikale
Flachgelelektrophorese nach der Methode von Laemmli (1970) [170]. Fur die
Analyse wurden 1,0 mm dicke, 10%ige (V/V) Polyacrylamidgele (Zusammensetzung
gemall Sambrook et al. (1989)) eingesetzt [171]. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt bei dieser Methode Uber die Proteingrofle [172]. Um den Einfluss von
Proteinladungen zu minimieren, welche die Wandergeschwindigkeit beeinflussen
konnen, wurde Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) eingesetzte. Das
Detergenz bindet an die Proteine, Uberdeckt deren Eigenladung und sorgt somit fur
eine gleichmallig negative Ladung und Wandergeschwindigkeit der Proteine. Die zu
untersuchenden Proteinldsungen wurden fur die Analyse je nach Konzentration mit
1-fach oder 5-fach Gelladepuffer und entsprechender Menge DTT (1M)
aufgenommen und bei 95 °C fur 5 min erhitzt. Dabei wurden die Proteine durch die
Hitze denaturiert und durch DTT reduziert. Die Probenlésungen wurden nach dem
Beflllen der Elektrophoreseapparatur mit Laemmli-Laufpuffer und der Befestigung
des Gels in der Kammer in die einzelnen Geltaschen pipettiert (max. 20ul pro Probe).
Die Proteine wurden danach fiur ca. 1,5 h bei 20 mA pro Gel mit Hilfe der Apparatur
aufgetrennt. Durch den peqGOLD Proteinmarker Il (Trennbereich: 10 bis 200 kDa),

der ebenfalls auf das Gel mitaufgetragen wurde, konnten anschliefend Aussagen
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uber die Grolde einzelner Proteine gemacht werden. Die Gele wurden nachfolgend

fur die Coomassie-Farbung oder Western Blot-Analysen verwendet.

2.5.5 Coomassie-Farbung

Zum Sichtbarmachen und Fixieren der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine
wurde das Gel nach der Gelelektrophorese fir mindestens 15 min in eine
Coomassie-Brillant-Blau R-250 Farbelosung gelegt. Hierbei lagert sich der Farbstoff
an den hydrophoben Aminosauren (Arginin, Lysin und Histidin) des Proteins an.
Neben den hydrophoben Wechselwirkungen kénnen des Weiteren auch Van-der-
Waals-Krafte an der Adsorption an das Protein beteiligt sein [173]. Nach dem
Anfarben wurde das Gel mehrfach mit Fixier-/Entfarbelésung gewaschen, wobei es
zwischen den einzelnen Waschschritten jeweils ca.15-30 min in dieser Losung auf
dem Radttler inkubiert wurde. Dieser Vorgang wurde so lange wiederholt, bis sich der
Hintergrund des Gels entfarbt hatte und die blauvioletten Proteinbanden gut sichtbar
waren. Mit Hilfe der Coomassie-Farbung ist es mdglich, Proteine auch in geringen

Konzentrationen (50-100 ng) nachzuweisen [174].

2.5.6 Western Blot-Analysen

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach der Methode von Towbin
et al. (1979) mittels Western Blot-Apparatur (semi-dry; Bio-Rad, Minchen) vom Gel
auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen [175]. Hierzu wurden Filterpapiere und
Membran entsprechend zurechtgeschnitten und genau wie das Polyacrylamidgel
kurz im Transferpuffer inkubiert. In der Blot-Kammer wurden die einzelnen
Materialien dann nach dem Sandwich-Prinzip zusammengesetzt. Es wurde dabei ein
Stapel aus 3 Schichten Filterpapier, der Membran, dem Gel und anschlieend
nochmals 3 Schichten Filterpapier erstellt. Der Proteintransfer erfolgte anschlie3end
bei 70 mA fur 1 h. Zur Kontrolle des Transfers wurden die Proteine auf der
Nitrozellulose mit Ponceau S-Losung angefarbt. Der Membranmarker wurde dabei

mittels Kugelschreiber nachgezogen, um nach dem Entfarben eine dauerhafte
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Markierung zu erhalten. AnschlieRend wurde die Membran mit PBS-Tween komplett
entfarbt und direkt fir die Immundetektion verwendet oder bis zur weiteren

Verwendung bei —20 °C gelagert.

2.5.7 Immundetektion von Proteinen auf Nitrozellulosemembran

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden nach Transfer auf die
Nitrozellulosemembran mit Hilfe von Antikorpern immunologisch nachgewiesen. Die
eingesetzten Primar- und Sekundarantikbrper wurden dabei in einer 5%igen (m/V)
Magermilchpulverlosung  (Magermilchpulver in  PBS-Tween) verdinnt. Um
unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen, wurde diese zuerst fur
1 h in Blockierldsung (5%iger (m/V) Magermilchpulverlésung) inkubiert. Anschlief3end
erfolgte eine Inkubation mit Primarantikorpern (BARB-4 200-300 pg/ml, TAF15
3 ug/ml) far 1 h. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-Tween fur je 10 min wurde die
Nitrozellulosemembran mit einem  entsprechenden Meerrettichperoxidase-
(horseradish peroxidase, HRP-) gekoppelten Sekundarantikérper (Verdinnung
1:1000) inkubiert. Nach erneutem Waschen (3 x 5 min) erfolgte die Detektion mittels
Chemolumineszenz. Hierfir wurde ein Kit (SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate) der Fa. Pierce verwendet. Die beiden im Kit
enthaltenen LOosungen wurden dabei im Verhaltnis 1:1 (je 2 ml) gemischt. Die
Membran wurde anschlie3end fur 3 min in der Mischung inkubiert und danach in eine
Rontgenkassette Uberfuhrt. Zur Detektion der Chemolumineszenz wurden Fuji
Medical X-Ray Filme Super RX verwendet. Abhangig von dem zu detektierenden
Protein wurden sie zwischen 30s und 10 min belichtet und mit Kodak GBX
Entwickler- und Fixierlosung in den vom Hersteller empfohlenen Verdinnungen
entwickelt. Die Chemolumineszenz der Proteindetektion war als schwarze Bande auf

dem Blot zu erkennen.
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2.5.8 Aufreinigung von Proteinen

Die Proteingemische wurden mit Hilfe einer fast protein liquid chromatography
(FPLC-) Anlage (Pharmacia, Freiburg) gereinigt. Hierfir wurden die jeweiligen
Affinitatschromatographie-Saulen mit dem  entsprechenden  Bindungspuffer
aquilibriert. Anschlieend wurde das zu trennenden Proteingemisch Uber eine
Pumpe (Pumpe C) auf die Saule aufgetragen. Die gewunschten Proteine trennten
sich dabei ihrer Affinitat entsprechend von dem restlichen Proteingemisch ab und
wurden nach der Elution mit Hilfe eines Fraktionssammlers aufgefangen und
neutralisiert. Die Detektion der einzelnen Fraktionen erfolgte Uber eine UV-Messzelle
an der Anlage bei einer Absorption von 280 nm und wurde mittels Schreiber

aufgezeichnet. Die verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch filtriert und entgast.

2.5.8.1 Aufreinigung des BARB-4 Antikorpers

Der BARB-4 Antikérper wurde aus Kulturiberstanden von der Fa. Patrys mit Hilfe
eines FPLC-Systems aufgereinigt. Die Flussrate betrug dabei 1,5 ml/min. Vor der
Reinigung wurden etwa 500 ml Uberstand auf einen pH-Wert zwischen 6 und 7
eingestellt, filtriert (0,45 ym) und auf Eis gelagert.

Fur die Aufreinigung wurde eine Protein A-Saule (GeHealthcare, Minchen)
verwendet, die humane IgG Antikérper selektiv binden und so aus dem Uberstand

entfernen kann. Die Saule wurde vor Beginn mit Bindungspuffer (50 mM NagPOy,

1,5M NaCl, 0,1 M Arginin, 10 mM EDTA, pH 7) aquilibriert. Im Anschluss daran
wurde der Kulturiberstand auf die Saule aufgetragen. Nach dem Auftrag wurde die
Saule erneut mit Bindungspuffer gespult, bis die nicht gebunden Proteine alle
ausgewaschen waren und sich beim Schreiber eine konstante Basislinie einstellt
hatte. Der BARB-4 Antikorper wurde anschlieRend mit Elutionspuffer (0,1 M Arginin,
0,1 M NaCl, pH 3,8) von der Saule entfernt und in einzelnen Fraktionen gesammelt.
Zur Neutralisation des sauren Eluats wurde ein Neutralisationspuffer (10% 1 M Tris,
pH8) in den einzelnen Fraktionen vorgelegt. Anschlielend wurden die
aufgereinigten Antikdrperfraktionen gepoolt und mittels PD10 Saule (GeHealthcare,

Muanchen) in PBS umgepuffert und sterilfiltriert.
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2.5.8.2 Aufreinigung des BARB-4 Antigens

Fur die affinitatschromatische Aufreinigung des BARB-4 Targets aus BxPC-3
Membranextrakten wurde eine BARB-4-gekoppelte Sepharose-Saule hergestellt.
Hierfir wurde BARB-4, wie nachfolgend beschrieben, an ein CNBr-aktiviertes
Sepharose ™-Saulenmaterial gebunden.

Fur das Verfahren wurden 50 mg BARB-4 Antikérper in 20 ml Kopplungspuffer
aufgenommen. Anschliel3end wurden 2,5 g CNBr-aktivierte Sepharose™ 4 fast flow
der Fa. Sigma in einer Nutsche (Porengrofe 0,45 pm) mit 500 ml eiskalter 1 mM HCI
(pH 2,6) fir 40 min gespult. Dabei quillt die Sepharose-Matrix und stérende
Zuckerbestandteile werden entfernt. Nachgewaschen wurde die Sepharose mit
100 ml Millipore®-Wasser sowie mit 12,5 ml Kopplungspuffer. Letzterer wurde sofort
abgenutscht, da die reaktiven Gruppen der Sepharose-Matrix im basischen
pH-Bereich leicht hydrolysieren konnen. Im Anschluss daran wurde die Antikorper-
Kopplungspufferlosung zur Sepharose gegeben. Dabei wurden 7,5ml
Kopplungspuffer zur Lésung addiert, die zum Ausspulen der Sepharose aus der
Nutsche dienten. Der komplette Ansatz wurde bei 4 °C Uber Nacht auf dem Lyserad
inkubiert. Die ungekoppelten Antikorper wurden zusammen mit dem Kopplungspuffer
uber die Nutsche entfernt. Danach wurde die Saulenmatrix mit 250 ml
Kopplungspuffer gewaschen. Um ungekoppelte, aktivierte Gruppen der Matrix zu
blockieren, wurde die Sepharose in einer 0,2 M Glycinlésung (pH 8) bei 4 °C Uber
Nacht inkubiert. Nach dem Entfernen des Glycin-Blockierpuffers wurde die
antikorpergekoppelte Sepharose abwechselnd funfmal mit Kopplungs- und
Acetatpuffer zu je 100 ml gewaschen. Mit Hilfe eines Trichters wurde anschliel3end
eine Suspension aus der BARB-4 gekoppelten Sepharose und 0,05%iger (m/V)
Natriumacid-PBS-LOsung in eine Saule uberfuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass
sich bei der Befullung keine Luftblasen einlagern konnten. Die Lagerung erfolgte
anschlieend in der 0,05% (m/V) Natriumacid-PBS-L6sung (pH 7,2) zwischen 2 und
8 °C im Kuhlschrank. Zur Uberpriifung der gekoppelten Antikérpermenge wurden
sowohl vor als auch nach der Kopplung Proben aus der Antikorper-
Kopplungspufferldsung entnommen und nephelometrisch vermessen. Die Differenz
der beiden Werte entsprach der gekoppelten Antikdrpermenge. Hierbei konnte ein

Kopplungserfolg von 99,3% verzeichnet werden.
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Nach der Fertigstellung der BARB-4 Affinitdtschromatographiesaule erfolgte die
Aufreinigung des entsprechenden Antigens. Wahrend des gesamten
Aufreinigungsprozesses betrug die Flussgeschwindigkeit 2 ml/min. Nachdem die
Saule mit PBS aquilibriert wurde, erfolgte der Probenauftrag der Membranproteine
uber Pumpe C. Ein gepoolter Membranextrakt wurde hierfir auf eine
Proteinkonzentration von ungefahr 0,5 mg/ml mit PBS eingestellt und filtriert
(0,2 ym). Fur die Aufreinigung wurden insgesamt etwa 70 mg Protein verwendet.
Nach dem Probenauftrag wurde die Saule fur 25 min mit PBS gewaschen. Eluiert
wurde anschlielend mit einem 0,1 M Glycinpuffer (pH 2,2). Zum Nachspulen wurde
ebenfalls PBS benutz, welches 30 min lang Uber die Saule lief. Die Saule wurde mit
Lagerungspuffer (0,05% (m/V) Natriumacid in PBS) gespult und anschlieBend im
Kdhlschrank (2-8 °C) aufbewahrt. Das Eluat wurde fraktioniert aufgefangen und
durch den vorgelegten Tris-Puffer (1 M Tris, pH 9) neutralisiert. Aliquots des Eluats

wurden bei —20 °C tiefgefroren.

2.5.9 Massenspektrometrische Analyse von Proteinen

Die Massenspektrometrie ist ein gangiges Analysenverfahren, das sowohl die
Sequenzierung von sehr kleinen Proteinmengen als auch die Zuordnung der dabei
auftretenden Peptidfragmente zu bekannten Proteinen mit Hilfe des
Masse/Ladungsverhaltnisses ermoglicht [163]. Dies wird durch das sogenannte
matrixunterstutzte Laserdesorptionsverfahren (matrix-assisted laser desorption
ionization, MALDI) erreicht, welches fur diese Analyse zum Einsatz kam.

Zur ldentifizierung des BARB-4 Antigens wurden, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben,
die gereinigten Fraktionen mittels Aceton aufkonzentriert. Hierfur wurden 100 pl Eluat
mit 300 pl Aceton vermischt. Das Uber Nacht ausgefallte Pellet wurde anschliel3end
in 10 yl 1-fach Ladepuffer aufgenommen und mit 1 yl DTT (1 M) versetzt. Etwa 8 g
Protein waren dabei pro Geltasche vorhanden und wurde elektrophoretisch
aufgetrennt. Die mittels Western Blot identifizierte Bande des BARB-4 Antigens
wurde anschlie®Bend aus dem Coomassie Gel ausgeschnitten und zur
Sequenzierung an die Fa. TopLab (Martinsried) eingeschickt. Dort wurde die
Proteinbande massenspektrometrisch analysiert. Vor der Analyse wurde die

Proteinprobe mit lodacetamid reduziert und alkyliert. Anschlieend wurde die Probe
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mit Trypsin zu Peptidfragmenten verdaut. Die einzelnen Peptidfragmente wurden
danach mittels Massenspektrometer analysiert. Hierbei wurde ein Spektrogramm
aufgezeichnet, bei dem das Masse/Ladungsverhaltnis gegen die Signalintensitat
dargestellt ist. Bei einer anschliellenden Peptidmassen-Fingerprint-Analyse wurden
die detektierten Peptidfragmente Uber eine Datenbank mit bereits bekannten, dort
eingetragenen Proteinen verglichen. Durch das charakteristische
Masse/Ladungsverhaltnis der detektierten Peptidfragmente konnten diese dann
mittels Profound den entsprechenden Proteinen in der NCBI-Datenbank zugeordnet
werden. Kandidaten mit der Wahrscheinlichkeit von p =1 wurden nochmals mittels
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) auf

Ubereinstimmungen in der Proteinsequenz untersucht.

2.5.10 Enzymatischer Verdau des BARB-4 Antigens

Um das BARB-4 Antigen auf Carbohydratstrukturen zu analysieren, wurde das aus
Membranextrakten (BxPC-3) aufgereinigte Target mittels N- und O-Glykosidase
verdaut. Um bei einer gegebenenfalls vorhandenen Zuckerstruktur eine vollstandige
Deglykosilierung zu erreichen, wurde die Reaktion unter reduktiven Bedingungen
durchgefuhrt. Hierfiur wurden zuerst, wie in Abschnitt 2.5.3 beschrieben,
aufgereinigte Membranproteine mittels Aceton aufkonzentriert. Das Pellet wurde
anschlielfend in Membranlysepuffer aufgenommen und mit 1% (m/V) SDS und
1% (V/V) R-Mercaptoethanol versetzt und bei 95°C 3 min erhitzt. Die
Proteinkonzentration wurde mittels Reaktionspuffer (PBS, pH7, 1% (V/V)
Nonidet-P40 und 1% (V/V) R-Mercaptoethanol) auf 3 mg/ml eingestellt. Je 6,5 pl
dieses Ansatzes wurden mit 3 pul N-Glykosidase F (3 U, Roche Diagnostics) bzw.
O-Glykosidase (1,5 mU, Roche Diagnostics) versetzt. Bei der Pufferkontrolle wurde
anstelle einer Glykosidase 3 pl Membranlysepuffer zugesetzt. Alle drei Ansatze
wurden uber Nacht bei 37 °C inkubiert und anschliellend mittels SDS-PAGE und
Western Blot-Analyse auf die Bindung mit BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper

untersucht.
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2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus Tumorzellen und Geweben wurde nach der
Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-Extraktionsmethode von Chomczynski und
Sacchi (1987) durchgefuhrt [176]. Guanidinthiocyanat ist eine Substanz, welche eine
Denaturierung von Proteinen bewirkt und somit zur Inaktivierung von RNA-
Endonukleasen fuhrt. Dies verhindert den Abbau der zu isolierenden RNA. Des
Weiteren bewirkt die anschlieend durchgefuhrte Chloroform-Phenol-Extraktion eine
Abtrennung von Proteinen aus dem Zelllysat. Ribonukleinsauren sind nach dieser
Extraktion in der wassrigen Phase enthalten und werden durch eine Ausfallung mit
Isopropanol aufkonzentriert.

Um eine externe RNA-Endonukleasekontamination zu vermeiden, wurden
Nitrilhandschuhe (Touch N Tuff®, Ansell Healthcare, Brissel, Belgien) getragen. Alle
verwendeten Kunststoffwaren wurden fur die RNA-Isolierung und die entsprechende

Weiterverarbeitung vor Gebrauch autoklaviert.

2.6.1.1 RNA-Isolierung aus Tumorzellen

Vor der Zelllyse wurden 1 x 107 Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und
mit 1000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 1 ml Trizol® aufgenommen und auf Eis gestellt. Mit Hilfe einer 1 ml
Spritze und einer G20 Kanile wurde der Ansatz homogenisiert, bis der Zellextrakt
problemlos in die Spritze aufgezogen werden konnte. Um hochmolekulare DNA,
Polysaccharide sowie extrazellulare Membranen abzutrennen, wurde das Zelllysat
fur 10 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde anschliel3end
verworfen, wahrend der Uberstand in einem neuen ReaktionsgefaR mit 200 pl
Chloroform vermischt, einige Sekunden lang kraftig geschuttelt und fur 2 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. AnschlieRend wurde der Ansatz 15 min bei
13.000 x g und 4 °C zentrifugiert, wodurch zwei Phasen entstanden. Die untere,
schwerere Phase aus Phenol und Chloroform wurde fir die weitere Analyse nicht

bendtigt und wurde nach dem Entfernen der oberen Phase verworfen. Die obere,
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wassrige Phase beinhaltete die gewlnschte RNA. Diese Phase wurde daher in ein
neues Reaktionsgefald Uberfihrt und zusammen mit 500 ul Isopropanol fur 15 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Hierbei kam es zur Prazipitation der RNA, die
anschliel3end bei 13.000 x g und 4 °C abzentrifugiert wurde. Das entstandene Pellet
wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol gewaschen, bei 10.000 x g fur 5 min zentrifugiert
und luftgetrocknet. Je nach PelletgroRe wurde die isolierte RNA abschlief3end in
30 - 50 yl DEPC-Wasser aufgenommen und bei 60 °C fir 10 min vollstandig gelost.
Der RNA Gehalt wurde spektrometrisch bestimmt, bevor die isolierte RNA aliquotiert

und bis zu ihrer Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert wurde.

2.6.1.2 RNA-Isolierung aus Geweben

Kryokonserviertes malignes und nicht-malignes Lungengewebe wurde mit Hilfe des
Kryostats in funfzig 10 uym dicke Stlcke geschnitten. Die Schnitte wurden in 1 ml
Trizol® aufgenommen und danach, wie bereits in Abschnitt 2.6.1.1 beschrieben,
homogenisiert. Die anschlieRende Extraktion der RNA erfolgte dabei ebenfalls nach
der Beschreibung in Abschnitt 2.6.1.1. Der Gehalt der isolierten RNA wurde
spektrometrisch bestimmt, bevor die RNA aliquotiert und bis zu ihrer Verwendung bei

-80 °C gelagert wurde.

2.6.2 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsauren

Die Mengen- und Reinheitsbestimmung von RNA und DNA erfolgte durch die
Bestimmung der Absorption bei 260 und 280 nm. In einer Quarzklvette wurden 5
bzw. 10 pl der zu vermessende Probe mit DEPC-Wasser im Verhaltnis 1:100 bzw.
1:200 verdunnt. Fur den Leerwertabgleich wurde eine Quarzkuvette, die nur DEPC-
Wasser enthielt, verwendet. Die Berechnung der Konzentration erfolgte automatisch
durch das Gerat (GeneQuantPro, Amersham Biosciences) und konnte direkt
abgelesen werden. Die Berechnungen des Gerates basieren auf der Annahme einer
Absorption von 1 fur die Konzentration von 40 pg/ml RNA oder 50 pyg/ml DNA. Zur

Reinheitsbestimmung wurde der Quotient aus den Absorptionen der beiden
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Wellenlangen 260 und 280 nm herangezogen, welcher ebenfalls automatisch durch
das Gerat berechnet wurde. Dieser sollte zwischen 1,6 und 1,8 liegen. Geringere

Werte lassen auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder Phenol schliel3en.

2.6.3 Reverse Transkription von mRNA in cDNA

Bei der reversen Transkription wurde mRNA mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase in die entsprechende cDNA Sequenz Ubersetzt. Fur die verschiedenen
Versuche wurde die cDNA Synthese, wie in den nachfolgenden Abschnitten

beschrieben, durchgefluhrt.

2.6.3.1 cDNA Synthese fiir die semiquantitative PCR

Fur die Analyse wurden 5 ug der isolierten RNA, 1 ul Oligodeoxythymidin-Primer
(1 pg/ul Oligo-dT15 Primer), 1 yl Random-Primer (Invitrogen, Karlsruhe) auf 8 pl
Gesamtvolumen durch Zusatz von DEPC-Wasser aufgefullt und fir 10 min auf 65 °C
erhitzt. Die dadurch denaturierte RNA wurde anschlielend im PCR-Cycler auf 4 °C
abgekuhlt. Zu dem Ansatz wurde anschliefend ein Mix aus 5,2 yl DEPC-Wasser,
5 pl 5-fach First-Strand Puffer, 2,5yl dNTPs (10 mM), 2,5ul 0,1 M DTT, 0,8 ul
Recombinant RNAsin® (Ribonukleaseinhibitor, 40 U/ul) und 1pl Super Script™ Il (M-
MLV Reverse Transkriptase, 200 U) dazu pippetiert. Die cDNA Synthese erfolgte bei
42 °C fur 60 min. Das anschlieliende Abstoppen der Reaktion wurde durch Erhitzen
auf 70 °C fur 15 min erreicht. Die cDNA wurde entweder sofort verarbeitet oder

aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.6.3.2 cDNA Synthese fiir die Sequenzanalyse

Es wurden 5 pg der isolierten RNA, 1ul Oligodeoxythymidin-Primer (1 ug/ pl Oligo-
dT15 Primer), 1 uyl Random-Primer (Invitrogen, Karlsruhe) und 1 yl dNTPs (10 mM)
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mit Hilfe von DEPC-Wasser auf 14 ul Gesamtvolumen aufgeflllt und fur 5 min auf
65 °C erhitzt. Die dadurch denaturierte RNA wurde anschlieRend im PCR-Cycler auf
4 °C abgekuhlt und 1 min auf Eis gestellt. Zu dem Ansatz wurde anschliel3end ein
Mix aus 4 pl 5-fach First-Strand Puffer, 1 pl 0,4 M DTT und 1l Super Script™ IlI (M-
MLV Reverse Transkriptase) dazupippetiert. Die cDNA Synthese erfolgte bei 50 °C
fur 60 min. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70° fir 15 min abgestoppt. Die

cDNA wurde entweder sofort verarbeitet oder bei -20 °C in Aliquots gelagert.

2.6.4 Polymerasekettenreaktion

Zur Vervielfaltigung spezifischer DNA Fragmente wurde eine
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) durchgefuhrt. Hierzu
wurden die Proben in einen vorgeheizten PCR-Cycler (Hot Start, 94 °C) gegeben.
Die Amplifikationsbedingungen fur die unterschiedlichen Versuche sind in Tabelle 12
zusammengefasst und werden in den beiden nachfolgenden Abschnitten naher

beschrieben.

Tabelle 12: PCR-Produkte und ihre Amplifikationsbedingungen

Produkt Denaturierung Annealing Elongation Extension Replikations- Produktgrofe

o ® o o . zyklen b
c] sl rcl [s] €] [s] [C] [min] % [bp]
GAPDH 94 30 573 30 72 30 72 420 40 380
TAFTS g4 30 573 30 72 30 72 420 40 548
Fragment 1

TAFTS g4 30 61 30 72 90 72 900 35 1782
komplett

69



2 Material und Methoden

2.6.4.1 Semiquantitative PCR mit GAPDH

Um die Expression von TAF15 in malignem und normalem Gewebe auf mRNA Level
vergleichen zu konnen, wurde die mRNA in cDNA transkribiert und anschlielRend
mittels PCR amplifiziert. Fur die semiquantitative Polymerasekettenreaktion eines
Ansatzes wurden jeweils 1,25yl GAPDH und 0,75 pl TAF15 Primer (TAF15
Primerpaar 1) mit einer Konzentration von jeweils 10 pmol/uyl verwendet, die
zusammen mit einem PCR-Mix (5 ug cDNA, steriles Millipore®-Wasser, 2,5 pl
10-fach PCR Rxn Puffer (Invitrogen), 1 yl MgCl, (50 mM), 2,5 pl dNTPs (2,5 mM)

und 0,13 pl Taq Polymerase (Invitrogen)) vermischt wurden. Der Ansatz wurde auf
ein Volumen von insgesamt 25 pl eingestellt. Um die amplifizierten TAF15 PCR-
Produkte der Ansatze visuell vergleichen zu kénnen, wurde die Bande des GAPDH
als interner Standard verwendet. Die Detektion der Banden erfolgte nach einer
Agarosegelelektrophorese mit Ethidiumbromid. Dabei wurden die einzelnen Banden
uber eine DNA-Leiter (Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)

zugeordnet.

2.6.4.2 PCR fir die TAF15 Sequenzierung

Fur die Sequenzanalyse des TAF15 Proteins auf DNA-Ebene wurde mRNA in cDNA
transkribiert. Diese cDNA wurde anschlieBend mit einem Primerpaar (TAF15
Primerpaar 3) fur das komplette TAF15 mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurden
jeweils 34 ul autoklaviertes Millipore®-Wasser, 10 yl 5-fach Phusion™ HF Puffer,
2 yl cDNA, 1yl dNTPs (10 mM), jeweils 1ul TAF15 Forward- und Reverse-Primer (10
pmol/ul) sowie 1 pl Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs,
Ipswich, USA) gemischt. Die Proben wurden 3 min bei 94 °C (Hot Start) im PCR-
Cycler inkubiert, bevor die eigentliche Amplifikation erfolgte. Fur den Versuch wurde
eine DNA-Polymerase mit einer 3'—5-Exonukleaseaktivitdt verwendet, um eine
akkurate DNA-Amplifikation flr die nachfolgende Klonierung sicher zu stellen. Da
diese DNA Polymerase aber keinen A-Uberhang am 3’-Ende produziert, muss dieser

nachtraglich, wie unter Abschnitt 2.6.7 beschrieben, synthetisiert werden.
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2.6.5 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA-Fragmente aus PCR oder restriktionsverdauten Plasmiden
wurde in einem 1%igen bzw. 1,5%igen (m/V) Agarosegel durchgefuhrt. Hierzu wurde
die Agarose in TBE-Puffer erhitzt und geldst. Nach kurzem Abkuhlen wurden dann
4yl Ethidiumbromidldsung (10 mg/ml) dazu pippetiert und gut vermischt.
AnschlieBend wurde das flissige Gel in die vorbereiteten Elektrophoreseformen
gegossen und mit einem Kamm fur die spateren Geltaschen versetzt. Nach dem
Ausharten konnte das Gel in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit TBE als
Laufpuffer Uberschichtet werden. Pro Probe wurden 5 pyl DNA mit 1yl des DNA-
Ladepuffers (6-fach Loading Dye Solution) versetzt. Die kompletten 6 ul der fertigen
Probenlésung wurden in eine Tasche des Agarosegels pipettiert. Als DNA-Marker
wurden Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA Ladder so wie Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas) eingesetzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 mA fir etwa
20 min. Das Gel wurde mit Hilfe eines UV-Transilluminators bei einer Wellenlange
von 254 nm detektiert. Das Ergebnis wurde anschlieBend Uber eine
Videoauswerteeinheit der Fa. MWG (Ebersberg) aufgenommen. Die durch das
interkalierende Ethidiumbromid fluoreszierende RNA- und DNA-Banden konnten
somit sichtbar gemacht werden. Bei praparativen Agarosegelen wurde die
entsprechende DNA-Bande mittels Skalpell ausgeschnitten und die DNA

anschlieRend, wie unter Abschnitt 2.6.6 beschrieben, eluiert.

2.6.6 Aufreinigung von PCR-Produkten fiir die Klonierung

Nach der PCR wurde das hierbei erhaltene Reaktionsgemisch auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen und mittels Elektrophorese aufgetrennt. Die gewlinschte
Bande konnte anschlieRend mit Hilfe des UV-Transilluminators detektiert und aus
dem Gel ausgeschnitten werden. Die DNA wurde anschlieffiend mit Hilfe des Jetsorb
Kits (Genomed GmbH, Léhne) wie vom Hersteller beschrieben aus dem Gel eluiert.
Die Puffer, die fir die Aufreinigung bendtigt wurden, waren im Kit enthalten. Die
ausgeschnittenen Gelsticke wurden gewogen und pro 100 mg mit jeweils 300 pl
Puffer A1 (bestehend aus NaClO4, TBE und Na-Azetat) sowie 10 pl Jetsorb-

Suspension versetzt. Der Ansatz wurde bei 50 °C fur 15 min inkubiert, wobei er etwa
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alle 3 min mittels Vortex gemischt wurde. AnschlieRend wurde der Ansatz bei
10.000 x g fiir 30 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Pellet
mit 300 yl Puffer A1 gewaschen und erneut zentrifugiert (10.000 x g, 30 s) wurde.
Der gleiche Waschvorgang wurde zweimal mit Puffer A2, bestehend aus Ethanol,
NaCl, EDTA und Tris/HCI, wiederholt. Anschlie3end wurde das Pellet bei 50 °C fur
10 min im Thermoblock getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 20 pl
autoklaviertem Millipore®-Wasser resuspendiert und fur 5 min auf 50 °C erhitzt.
Hierdurch kam es zur Elution der DNA aus der Suspension. Nach erneuter
Zentrifugation wurde der Uberstand mit der gewiinschten DNA in ein neues
Reaktionsgefald uberfuhrt und entweder sofort verwendet oder bis zum Gebrauch bei
-20 °C gelagert.

2.6.7 Anhangen des Adenosintriphosphatnukleotids am 3’ Ende

Nach dem Aufreinigen der DNA aus dem PCR-Ansatz wurden 10yl autoklaviertes
Millipore®-Wasser, 3,5 yl 10-fach Puffer (pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit,
Invitrogen), 1 ul dNTPs (10 mM) sowie 1ul Taq Polymerase (rekombinant, Invitrogen,
5 U/ul) zur DNA hinzu pipettiert und vermischt. Der Ansatz wurde bei 72 °C im PCR-

Cycler fur 20 min inkubiert und anschliellend 1 min auf Eis gestellt.

2.6.8 Klonierung von PCR-Produkten mittels pEXP5-CT/TOPO Vektor

Fur die Klonierung wurde das pEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Die TOPO® Klonierungsreaktion wurde mit 4 pl gereinigtem
PCR-Produkt, 1 yl Salzlésung (Salt Solution, im Kit enthalten) und 1 yl TOPO®
Vektor (im Kit enthalten) durchgefuhrt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Der Ansatz wurde anschlielend auf Eis gestellt, bis er fur die kurz darauf folgende

Transformation bendtigt wurde.
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2.6.9 Transformation kompetenter Escherichia coli Bakterien

FUr die Transformation wurden One Shot® TOP10 Competent Escherichia coli
(PEXP5-CT/TOPO® TA Expression Kit) verwendet. 2pul der TOPO®
Klonierungsreaktion wurden in ein Aliquot der kompetenten Bakterien pipettiert und
vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurden die Escherichia coli Bakterien fur 30 s auf 42 °C erhitzt und danach sofort auf
Eis gestellt. Nach Zugabe von 250 pl SOC Medium (im Kit enthalten) wurden die
Bakterien bei 37 °C und 200 upm fur 1 h im Bakterienschuttler inkubiert. 50 pl und
200 pl dieser Bakteriensuspension wurden jeweils mit 20 yl SOC Medium versetzt
und auf vorgewarmten LB-Platten kultiviert (siehe Abschnitt 2.2.3). Die Kulturplatten
wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. FUr die weiteren Analysen wurden einzelne
Kolonien gepickt und in 25 ul Millipore®-Wasser resuspendiert. Von der Suspension
wurden anschlieRend 20 pl in 3 ml LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin pipettiert und
uber Nacht bei 37 °C und 200 upm im Bakterienschuittler inkubiert.

2.6.10 Isolierung des Expressionsvektors aus Escherichia coli

Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |
(PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) nach den Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Das Kit basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse kombiniert mit den
selektiven und  reversiblen = DNA-Bindungseigenschaften von  HiBind®-
Silikamembranen. Die verwendeten Lésungen waren alle im Kit enthalten. Fir die
Isolierung wurden 2 ml der Ubernachtkultur bei 13.000 upm fiir 5 min zentrifugiert.
Das Pellet wurde anschlieBend in 250 pl mit RNAse versetzte Losung |
resuspendiert. Durch Zugabe von 250 pl Lésung Il und vorsichtigem Vermischen
wurden die Bakterien lysiert. Wenn sich der Ansatz noch nicht vollstandig aufgeklart
hatte, erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 2 min. Zur Neutralisation
wurde das klare Lysat mit 350 pyl Ldsung lll versetzt und durch mehrmaliges
Invertieren gemischt, bis sich ein weil3er, flockiger Niederschlag bildete. Danach
wurde die Probe bei 10.000 x g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in
eine HiBind® Miniprep Zentrifugensaule gefullt und bei 10.000 x g flr 1 min

zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen. In die Zentrifugensaule wurde zum
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Waschen 500 pl HB-Puffer pipettiert und fur 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Es
folgten zwei weitere Waschschritte mit jeweils 750 uyl ethanolhaltigem DNA-
Waschpuffer. AnschlieRend wurde die Zentrifugensaule bei 16.000 x g fur 1 min
vollstandig getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde danach mit 50 pl autoklaviertem
Millipore®-Wasser eluiert. Dazu wurde die Flussigkeit direkt auf die Zentrifugensaule
gegeben und bei 5.000 x g 1 min zentrifugiert. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde

entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C gelagert.

2.6.11 Restriktionsverdau des Expressionsvektors

Der Erfolg der Klonierung wurde mit Hilfe eines Restriktionsverdaus kontrolliert. Fur
den Verdau wurden 1 ul Tango™ Puffer (Fermentas, St. Leon-Rot), 6,5 pl
autoklaviertes  Millipore®-Wasser, 2yl  Plasmid-DNA und 0,5ul  Xbal
Restriktionsenzym (10 U/pl; Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Der Ansatz wurde
bei 37 °C fur 3 h inkubiert. Die verdaute DNA wurde anschlieBend auf ein 1%iges
Agarosegel aufgetragen. Mittels DNA-Marker (Gene Ruler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
Fermentas) wurde uberprift, welcher Expressionsvektor ein Insert enthielt. Das

Plasmid mit einem Insert wurde anschlieend direkt sequenziert.

2.6.12 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungsamplifikation wurde mit Hilfe des Big Dye Terminator v3.1
Sequencing Kits durchgefuhrt. Fur die PCR wurde hierbei pro Ansatz jeweils ein
einzelner Primer verwendet. Um Ablesefehler zu eliminieren, wurde in getrennten
Ansatzen bidirektional und Uberlappend transkribiert. Hierzu wurden 2 ul Vektor-
DNA, jeweils 1 yl T7 oder TAF15 Primer (Primer 2), 2 yl Sequenzierlosung (im Kit
enthalten) sowie 5 yl autoklaviertes Millipore®-Wasser vermischt. Der Ansatz wurde
anschlieBend im PCR-Cycler mit 50 Zyklen amplifiziert. In Tabelle 13 sind die
Amplifikationsbedingungen dargestellt.

Uberschiissige Oligonukleotide und dNTPs, die nach der Amplifikation noch

vorhanden waren, wurden mittels Sephadex G50 aus dem Reaktionsgemisch
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abgetrennt. Eine mit Watte gestopfte 200 pl Pipettenspitze wurde dazu bis zum
oberen Rand mit einer Suspension des Sephadex G50 (etwa 300 ul) beladen und bei
3.000 upm fur 3 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Probe aufgetragen und
erneut zentrifugiert (3.000 upm, 3 min). Nach der Zentrifugation wurde die Probe mit
Hi-Di™ Formamid (Applied Biosystems) versetzt und bis zur Sequenzierung bei 4 °C
gelagert. Die Sequenzierung erfolgte anschlieRend mit dem Sequenzierapparat der
Fa. Applied Biosystems. Nach der Sequenzierung wurden die ermittelten Sequenzen
der PCR-Fragmente uber die DNAMAN Software fur Windows (Version 5.2) mit der

entsprechenden Sequenz der NCBI-Datenbank verglichen.

Tabelle 13: Bedingungen fiir die Sequenzierungsamplifikation

Dauer [s] Temperatur [°C]
Denaturierung (Hot Start) 30 96
Denaturierung 15 96
Annealing 15 50
Extension 120 60

2.7 Immunfluoreszenz

2.7.1 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie, welche auch unter dem haufig synonym verwendeten
Begriff fluorescence activated cell sorting/scanning (FACS) bekannt ist, wird zum
Charakterisieren von Zellen verwendet. Sie gibt dabei Aufschluss Uber
morphologische Eigenschaften wie GroRe und Granularitat. Mit Hilfe dieses
Analyseverfahrens konnen jedoch auch andere Aspekte wie beispielsweise die
Expression von Oberflachenproteinen untersucht werden [177]. Diese Option wurde
fur die nachfolgend beschriebenen Analysen genutzt. Hierbei wurden spezifische
Primarantikorper eingesetzt, die bestimmte Antigene binden und entweder selbst
fluoreszenzfarbstoffgekoppelt waren oder durch fluoreszenzmarkierte

Sekundarantikoérper detektiert werden konnten.
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2.7.1.1 Messung und Auswertung der Fluoreszenz

Fur die in den Abschnitten 2.7.1.2 und 2.7.1.3 beschriebenen Untersuchungen wurde
das FACScan Durchflusszytometer der Fa. Becton Dickinson (BD) verwendet. Die zu
analysierende Zellsuspension wurde dabei Uber eine Kapillare von dem Zytometer
eingesaugt und mit konstanter Geschwindigkeit tropfenweise durch einen
monochromatischen Laserstrahl (488 nm; Argon-Laser) geleitet. Dabei kommt es
neben der Lichtbeugung wund Lichtstreuung auch zur Anregung von
Fluoreszenzfarbstoffen. Diese resultiert in der Emission von Licht einer bestimmten
Wellenlange. Die Intensitat des emittierten Lichts ist dabei direkt proportional zur
Menge des gebundenen Antikorpers und somit auch zur Menge des entsprechenden
Antigens auf der Zellmembran. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt bei der
FACScan-Apparatur durch zwei Streuungs- sowie drei Fluoreszenzdetektoren mit
jeweils fest eingestellten Filtern.

Fur den Bindungsnachweis des Antikdrpers mittels FACS-Analyse wurden FITC-
markierte Sekundarantikorper eingesetzt. Der dabei verwendete Fluoreszenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) besitzt eine Anregungswellenlange von 488 nm und
eine Emissionswellenlange von 530 nm. Die Antikdrperbindung konnte hierbei Uber
die Intensitat der Emission des gekoppelten Farbstoffes auf dem FL-1 Kanal (grine
Fluoreszenz) ermittelt werden, wobei die Darstellung der Intensitat logarithmisch
erfolgte. Pro Probe wurden zwischen 10.000 und 15.000 Zellen gemessen. Die
Ansatze wurden im FACScan mit Hilfe der CellQuest Pro Software (BD) analysiert.
Die Auswertung der Daten erfolgte anschliel3end, wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben,
mit der Software WinMDI (Windows Multiple Document Interface Flow Cytometry)
Version 2.8. In einem Histogramm wurde dabei die jeweilige Zellzahl gegen die
gemessene Fluoreszenzintensitat dargestellt. Durch den direkten Vergleich der
Proben mit der entsprechenden Negativkontrollen (Isotypkontrolle, nur
Zweitantikorper) wurde der Anteil an positiven Zellen ermittelt. Die Antigendichte ging
aus dem Vergleich der Fluoreszenzintensitat einer Probe und deren Negativkontrolle

hervor.
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2.7.1.2 Nachweis der Antigenexpression auf der Zelloberflache

Fuir die FACS-Analyse wurden adharente Karzinomzellen oder Lymphozyten
verwendet. Die Lymphozyten wurden hierfur mit Hilfe der Ficoll-Methode (siehe
Abschnitt 2.3.2) aus Frischblut isoliert, wahrend die adharenten Zellen mittels
Trypsin-EDTA von der Kulturflasche gelést wurden. Die Trypsinreaktion wurde
anschlieRend mit Zellkulturmedium abgestoppt. Die Tumorzellen wurden bei
1500 upm fur 5 min zentrifugiert, in frischem Kulturmedium resuspendiert und zur
Regeneration der Zellmembranenproteine 30 min auf Eis gestellt. Nach der
jeweiligen Zellpraparation von Lymphozyten und Karzinomzellen wurden die Zellen
gezahlt. Jeweils 2 x 10° Zellen wurden in ein FACS-Rohrchen Uberfihrt und mit
500 pl kaltem FACS-Puffer (FACS®-Flow) gewaschen. Die Zellsuspension wurde bei
4 °C und 1400 upm fur 5 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 100 pl
Erstantikorperlosung resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss
daran wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellpellets
mit 500 pl kaltem FACS-Puffer gewaschen. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation im
Dunklen mit 100 pl fluoreszenzgekoppeltem Zweitantikorper fur 20 min. Nach der
Inkubation mit Zweitantikérper wurden die Zellen erneut mit 500 pl kaltem FACS-
Puffer gewaschen und schlie3lich in 200 ul kaltem FACS-Puffer aufgenommen. Bis
zur Messung der Fluoreszenz wurden die Zellen im Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Die
Messung erfolgte anschlieBend mit dem Durchflusszytometer FACScan der Fa.
Becton Dickinson (San Jose, Californien, USA) und wurde danach mit der Software
WinMDI (Version 2.8) ausgewertet. Entsprechend der Herkunft der Antikorper
wurden zur Kontrolle der Bindungsspezifitat Isotypen mit gleichen Konzentrationen
und Proben mit ausschlieB3lich ZweitantikOrper eingesetzt. Alle Antikdrper wurden fur
die Analyse mit FACS-Puffer verdunnt. Die Sekundarantikorper lagen dabei in einer
Verdinnung von 1:50 vor. Die fur die FACS-Analyse verwendeten Primarantikorper
und Isotypkontrollen sowie deren Konzentration bzw. Verdunnung sind in Tabelle 14

dargestellt.
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Tabelle 14: Primérantikorper und Isotypkontrollen fiir die FACS-Analysen

. . Konzentration/Verdiinnung des
Primarantikorper Herkunft
Primérantikorpers

BARB-4 100-300 pg/ml Mensch
Anti-CD55 (Acris) 1:1000 Maus
Anti-CD45 (Dako) 1:50 Maus

Anti-TAF15 (Santa Cruz) 30 pg/mi Maus
Anti-TAF 15 (Bethyl) 30 ug/mi Kaninchen

Kontrollantikorper

ChromPure IgG 100-300 pg/ml Mensch
Mouse IgG 30 ug/mi Maus
Rabbit 1IgG 30 pg/mi Kaninchen

2.7.1.3 Nachweis von intrazellularem Antigen

Fur die intrazellulare FACS-Analyse wurden adharente Pankreaskarzinomzellen
(BxPC-3) verwendet. Diese wurden hierfir mittels Trypsin-EDTA von der
Kulturflasche  gelost. Die  Trypsinreaktion wurde anschlieend mittels
Zellkulturmedium abgestoppt. Die Tumorzellen wurden dann bei 1500 upm fur 5 min
zentrifugiert und in frischem Kulturmedium resuspendiert. Nach der Zellpraparation
wurden die Zellen gezahlt. Jeweils 2 x 10° Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen
uberfuhrt und mit 500 pl kaltem PBS gewaschen. Die Zellsuspension wurde bei 4 °C
und 1400 upm fur 5 min zentrifugiert und in 200 yl PBS aufgenommen. Anschliel3end
wurde die gleiche Menge einer 4%igen Formaldehyd-Losung (200 pl; Formaldehyd in
PBS) zur Zellsuspension hinzugegeben, bevor der Ansatz fur 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Zellen wurden anschlieRend zweimal mit
kaltem PBS gewaschen und in 100 yl 0,5%igem Saponinpuffer (Saponin in PBS)
resuspendiert. Dieser Ansatz wurde fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellen wurden danach in 100 ul Primarantikérper-Saponinpufferlosung (1 pg/ml Anti-
TAF15, Bethyl Laboratories bzw. Rabbit IgG als Isotypkontrolle) fir 20 min auf Eis
inkubiert und im Anschluss daran einmal mit Saponinpuffer gewaschen. Die
Inkubation mit 100 pl des entsprechenden fluoreszenzgekoppelten

Sekundarantikérpers (ebenfalls in Saponinpuffer) erfolgte fir 20 min unter
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Lichtausschluss und auf Eis. Die Zellen wurden nachfolgend mit 500 ul kaltem PBS
sowie der gleichen Menge an kaltem FACS-Puffer gewaschen und anschliel3end in
200 ul kaltem FACS-Puffer aufgenommen. Bis zur Vermessung der Fluoreszenz
wurden die Zellen im Dunkeln auf Eis aufbewahrt. Die Messung erfolgte mit dem
Durchflusszytometer FACScan (Fa. Becton Dickinson, San Jose, USA) und wurde

danach mit der Software WinMDI (Version 2.8) ausgewertet.

2.7.2 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein Vvielfaltiges und haufig verwendetes
Analyseverfahren. Sie stellt eine spezielle Form der Lichtmikroskopie dar, mit deren
Hilfe Zellen strukturell analysiert werden kénnen.

Fur eine entsprechende Untersuchung wurden Tumorzellen auf einer soliden Matrix
fixiert und mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die Fluoreszenzfarbung erfolgte dabei
sowohl Uber spezifische Antikorper als auch Uber bestimmte DNA-bindende
Farbstoffe flr die Kernmarkierung. Fir die Analyse wurden die spezifisch bindenden
Antikorper direkt gelabelled oder mit einem fluorochromgekoppelten Zweitantikorper
inkubiert. Durch die unterschiedlichen Eigenschaften der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe bestand die Mdoglichkeit, eine Zelle gleichzeitig mit
verschiedenen Farbstoffen zu inkubieren. Die jeweiligen Fluoreszenzen wurden
hierfur durch eine entsprechende Lichtquelle angeregt. Anschliellen konnte ihre
Emission uber spezielle Filter sichtbar gemacht werden. Mit Hilfe dieser Methode ist
es moglich, die Lokalisation von Antigenen auf Tumorzellen, welche von
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gebunden werden, durch das Fluoreszenzsignal
zu bestimmen.

FUr die Analyse kam ein konfokales System aus einem Fluoreszenzmikroskop (Leica
DMRE/UV) und einem Lasersystem (Innova® Coherent Inc.) zum Einsatz. Das
verwendete Lasersystem war dabei sowohl mit einem Argonionen-Laser (488 nm)
wie auch einem Violett-Laser (405 nm, blaues UV-Licht) ausgestattet, um die
entsprechenden Anregungsenergien zu erzeugen.

Fiir die Detektion der Farbstoffe Cy"™3 und Fluorescent orange 548 reactive wurde
eine Anregungswellenlange von 548 nm und ein entsprechender Detektionsfilter von

565 nm verwendet. Fluoresceinisothiocyanat (FITC) hingegen wurde bei einer
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Wellenlange von 460 - 490 nm angeregt und mit Hilfe eines Filters von 510 - 530 nm
detektiert. Fir den Nachweis des DNA-Farbstoffs 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI,
violette Fluoreszenz) wurde eine Anregungswellenlange von 405 nm und ein

Detektionsfilter von 440 nm eingesetzt.

2.7.2.1 Fluoreszenzmarkierung von Antikorpern

Der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescent orange 548 reactive (Fluka, Buchs, Schweiz)
wurde hierbei kovalent an den Antikdrper gebunden. Die Konjugation erfolgte nach
den Angaben des Herstellers. Hierbei handelt es sich um eine
Kondensationsreaktion bei der eine aktivierte Carbonsauregruppe des Antikdrpers
mit einer Aminosauregruppe des Farbstoffs verknlpft wird. Die Deprotonierung
(Aktivierung) des Antikdrpers im alkalischen pH-Bereich ist fur die Kopplung der
beiden Komponenten essentiell.

Mit Hilfe dieser Methode wurde der Farbstoff direkt Gber eine kovalente Bindung an
den monoklonalen Antikorper BARB-4 bzw. an die Isotypkontrolle ChromPure 1gG
koppelt. Um die Carbonsauregruppen der Antikorper zu aktivieren, wurden die
Antikorper zuerst mit Hilfe des FPLC-Systems {ber eine Sephadex™ G25 Saule
(HiPrep™ 26/10 Desalting) in 0,1 M Carbonatpuffer pH 9,2 umgepuffert. Die Saule
wurde hierfur mit Carbonatpuffer (5-faches Saulenvolumen) aquilibriert.
AnschlieRend wurde die Antikdrperlésung Uber einen Superloop mit einer Flussrate
von 1 ml/min aufgetragen. Die Elution erfolgte mit Carbonatpuffer bei einer Flussrate
von 5 ml/min. Die Ausgangskonzentration der Antikorper lag bei je 2 mg/ml. Danach
wurde 1 mg Fluoreszenzfarbstoff in 400 yl Carbonatpuffer gelést. Im Anschluss
daran wurden sofort 50 yl der Farbstofflosung tropfenweise zur Antikdrperlésung
addiert und im Dunkeln fir 1 h bei Raumtemperatur auf dem Ruttler inkubiert. Nach
erfolgter Inkubation wurden die fluoreszenzgekoppelten AntikOrper Uber eine
Sephadex™ G25-Saule von lberschiissigem, frei vorliegendem Farbstoff abgetrennt.
Fur die Gelfiltration wurde die Saule mit PBS aquilibriert, die Probe aufgetragen und
mittels PBS eluiert. Bei der Elution konnten zwei Peaks detektiert werden. Der erste
der beiden Peaks enthielt den konjugierten Antikorper und wurde fraktioniert

aufgefangen. Vor der Reinigung des nachsten Antikdrperkonjugats wurde die
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Sephadex™ G25 Saule gut gespiilt, um noch vorhandenen, freien
Fluoreszenzfarbstoff von der Saule zu entfernen. Der Proteingehalt wurde
anschlieffend, wie unter Abschnitt 2.5.2 beschrieben, mit Hilfe der BCA-Methode

bestimmt.

2.7.2.2 Endozytose fluoreszenzmarkierter Antikorper

Um die Bindung an bzw. die Aufnahme des BARB-4 Antikdrpers in die Tumorzelle zu
untersuchen, wurden direkt fluoreszenzmarkierte Antikdrper verwendet. Hierflr
wurden  Pankreaskarzinomzellen (BXPC-3) mit Trypsin-EDTA von der
Zellkulturflasche gelést und nach dem Abstoppen der Reaktion in frischem
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieRend fur 30 min auf Eis
gestellt. 1 x 10° Zellen wurden pro Ansatz mit gekoppelten Antikdrpern iiber eine
Zeitspanne von 15, 30 oder 60 min bei 37 °C inkubiert. Dabei lag eine
Antikdrperendkonzentration von 40 ug/ml vor. Die Zellen wurden nach der
Antikorperinkubation mit PBS gewaschen und in 1 ml PBS resuspendiert. 100 ul der
Zellsuspension wurden pro Objekttrager ausgestrichen und anschlieBend unter
Lichtausschluss trocknen gelassen. Nach dem Trocknen wurden die Objekttrager mit
einer Mischung aus DAPI und Fluorescent Mounting Medium (Dako-Cytomation,
Carpinteria, USA; Verhaltnis 1:1000) eingedeckt. Die Analyse erfolgte anschliel3end

mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops.

2.7.2.3 Simultaninkubation von BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper

Um zu bekraftigen, dass BARB-4 und der Anti-TAF15 Antikorper an das gleiche
Zielprotein binden, wurden beide Antikorper simultan auf Tumorzellen inkubiert. Flr
die Fluoreszenzanalyse wurden beide Primarantikérper mit den entsprechenden
unterschiedlich  fluorochromgekoppelten  Sekundarantikbérpern detektiert. Zur

Kontrolle der Bindungsspezifitat wurden entsprechende Isotypen verwendet.
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Fiur die Analyse wurden Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) nach dem Abldsen von
der Kulturflasche mit Trypsin-EDTA und dem Abstoppen der Reaktion in frisches
Kulturmedium Uberfihrt. Die Zellen wurden gezahlt und auf eine Konzentration von
2x 102 Zellen/ml eingestellt. Jeweils 400 pl frisches Kulturmedium (RPMI mit
Supplementen) und 100 pl dieser Zellsuspension wurden anschlieRend auf einen
abgeflammten Objekttrager pipettiert. Der Ansatz wurde 30 min ruhen gelassen und
danach uber Nacht bei 37 °C und 7% CO» im Brutschrank inkubiert.

Fur die Farbung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 5%igem
Glutaraldehyd fur 10 min fixiert und mit 0,1% (V/V) Triton X-100 in PBS (PBS-
Triton X-100) fir 2 x 5 min permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Pankreaskarzinomzellen fir 1 h mit den Primarantikdrpern inkubiert. Die
Primarantikorper (BARB-4 10 pyg/ml und Anti-TAF15 3 pg/ml, GeneTex) wurden in
den gleichen Konzentrationen eingesetzt wie die entsprechenden Isotypkontrollen
(ChromPure 1gG, Rabbit 1gG). Die Objekttrager wurden anschlielend finfmal mit
0,1%igem PBS-Triton X-100 gewaschen und fur 30 min mit den entsprechenden
fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Sekundarantikorpern (Cy3-gekoppelter Goat anti
human IgG Antikérper und FITC-gekoppelter Goat anti rabbit IgG Antikdrper)
inkubiert. Die Zweitantikorper lagen dabei in einer Verdunnung von 1:100 vor. Nach
dem Waschen der Zellen mit PBS (funfmal) wurden die Objekttrager getrocknet und
mit einer Mischung aus DAPI und Fluorescent Mounting Medium (Dako-Cytomation,
Carpinteria, USA; Verhaltnis 1:1000) eingedeckt. Die Analyse erfolgte anschlielend

unter dem Fluoreszenzmikroskop.
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3.1 Charakterisierung des BARB-4 Antikorpers

Der monoklonale, humane IgG1 Antikérper BARB-4 wurde aus den Lymphozyten
eines an Magenkarzinom erkrankten Patienten isoliert. Die Antikorpergewinnung
erfolgte  dabei durch die Methode der Triomatechnologie (humane
Hybridomatechnologie) [106]. In der Vergangenheit gelang es mit Hilfe dieser
Methode sowohl IgM als auch IgG und IgA Antikérper zu isolieren. Der Grolteil
(durchschnittlich 61%) der hierbei gewonnenen Antikorper waren jedoch IgM
Immunglobuline. Lediglich 27% aller isolierten Antikdrper konnten dem IgG- und nur
12% dem IgA-Isotypen zugeordnet werden. Uberprift man in ersten Analysen die
Tumorreaktivitat der isolierten Antikorper, ist auffallig, dass fast ausschlieBlich IgM
Antikorper (>99%) eine positive Reaktion auf immunhistochemisch untersuchtem
Tumorgewebe aufweisen [47, 122, 127]. BARB-4 ist einer der wenigen IgG
Antikorper (<1%), bei denen ebenfalls tumorreaktive Eigenschaften detektiert werden
konnten. Sein tumorspezifisches Bindungsverhalten sowie einige interessante, anti-
tumoralen Eigenschaften des Antikérpers BARB-4 werden im Verlauf dieser Arbeit
naher beschrieben.

FUr die durchgefuhrten Versuche wurde aufgereinigter BARB-4 Antikorper
verwendet, da die Kulturiberstande der antikdrperproduzierenden Hybridomzellen
nur sehr geringe Konzentrationen des Immunglobulins aufwiesen. Fur die
immunhistochemische Farbungen wurde der aufgereinigte Antikorper teilweise
biotinyliert verwendet. Dies bewirkt eine Verstarkung des eigentlichen Signals, die
Spezifitat der Farbung bleibt jedoch weiterhin erhalten.

Der Antikérper BARB-4 unterliegt keiner Affinitatsreifung und ist daher Bestandteil
der innaten Immunantwort. Vorangegangene Sequenzanalysen, die dies bestatigten,
zeigten hierbei, dass BARB-4 der VH3- bzw. der VL2-Familie (Keimbahngene IgHV3-
3003 und IgLV2-11*03) zuzuordnen ist. Innerhalb dieser Arbeit konnte der Isotyp
der leichten Kette von BARB-4 auflerdem mit Hilfe von Western Blot-Analysen
bestimmt werden. Um diesen zu ermitteln, wurden zwei identische Ansatzen mit
BARB-4 Antikorper vorbereitet, auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und wie in
Abschnitt 2.5.4 beschrieben elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ansatze wurden
hierfir zuvor reduziert, so dass die schwere und die leichte Kette fir die weitere

Analyse getrennt vorlagen. Das Gel wurde anschlieBend geblottet und
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immunologisch mit Anti-human lambda (A) light chain HRP-gekoppeltem Antikdrper
(Dako) und Anti-human kappa (k) light chain HRP-gekoppeltem Antikorper (Dako)
analysiert (siehe Abschnitte 2.5.6 und 2.5.7). Aus den Western Blots ging eindeutig
hervor, dass es sich bei der leichten Kette des BARB-4 Antikérpers um den Isotypen
lambda handelt. Abbildung 6, welche das Ergebnis der Analyse darstellt, zeigt eine
Bande mit dem Antikorper gegen die lambda-Kette, jedoch nicht mit dem Antikorper

gegen die kappa-Kette.
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Abbildung 6: Western Blot-Analyse des BARB-4 Antikorpers mit Hilfe HRP-gekoppelter
Antikorper gegen die leichte Kette. Es wurden etwa 6 ug Antikdrper pro Ansatz verwendet. Die
leichte und schwere Kette des BARB-4 Antikdrpers wurden mittels 10%igem SDS-Polyacrylamidgel
unter reduktiven Bedingungen (DTT) voneinander getrennt. In einem Western Blot mit Anti-human
lambda und Anti-human kappa Antikorper wurde die leichte Kette des BARB-4 analysiert. Hierbei
konnte mit Hilfe des Anti-lambda Antikdrpers eine Bande (etwa 23 kDa) nachgewiesen werden, mit
dem Antikodrper gegen kappa jedoch nicht.

3.1.1 Tumorspezifitit des BARB-4 Antikorpers

Bereits in der Vergangenheit konnten ersten Untersuchungen innerhalb der
Arbeitsgruppe zeigen, dass der Antikdrper BARB-4 ausschlie3lich mit Tumorzellen,
nicht jedoch mit gesunden Zellen auf Geweben reagiert. Um jedoch ein
tumorspezifisches Bindungsverhalten von BARB-4 umfassend untersuchen zu
konnen, wurden diesbezlglich erganzende, immunhistochemische Analysen
durchgefuhrt. Hierfir wurde die Reaktivitdit des BARB-4 Antikérpers auf weiteren
Tumor- und Normalgeweben analysiert. Die verwendeten Paraffinschnitte wurden fur

die Versuche erst entparaffinisiert und anschliekend mit BARB-4 bzw. den
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entsprechenden Kontrollantikdrpern immunhistochemisch gefarbt. Hierdurch wurde
eine aussagekraftige, reprasentative Anzahl an malignen und normalen Geweben
aus unterschiedlichen Organen erhalten. Die Ergebnisse der einzelnen Farbungen

werden in den nachfolgenden Abschnitten naher beschrieben.

3.1.1.1 Immunhistochemische Farbung auf Tumorgeweben

FUr die immunhistochemische Analyse des BARB-4 Antikorpers auf Tumorgeweben
wurden, wie in Abschnitt 2.4.3.3 beschrieben, insgesamt zehn Tumorgewebe
unterschiedlicher Entitaten analysiert. Je nach Organtyp wurden hierfur zwischen
drei und zehn verschiedene Proben untersucht. Dabei wurden sowohl Primartumoren
als auch Metastasen mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung getestet. Bei
Blasen-, Kolon-, Magen-, Osophagus, Prostata- und Hodentumorgeweben wurden
ausschlieRlich Primartumoren analysiert. Es konnte hierbei eine eindeutig positive
Reaktion des BARB-4 Antikorpers auf den entsprechenden Primartumoren
nachgewiesen werden. Bei Brust-, Kolon-, Lungen- sowie Pankreastumorgeweben
wurden sowohl Farbungen auf Primartumoren als auch auf entsprechenden
Metastasen durchgefihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass BARB-4 auf Brust-,
Lungen- sowie Pankreastumorgeweben sowohl eine Bindung an Primartumoren als
auch an die entsprechenden Metastasen aufweist, wahrend der Antikdrper auf
Kolontumorgeweben nur mit Primartumoren eine Bindung zeigte. Somit konnte bei
den immunhistochemischen Farbungen auf Tumorgeweben mehrheitlich ein
eindeutig positives Bindungsverhalten des Antikorpers BARB-4 beobachtet werden.

Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 15 zusammengefasst.
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Tabelle 15: Reaktivitit des BARB-4 Antikérpers auf humanen malignen Geweben

Tumorgewebe Karzinomtyp B'L:_R/B_'4
Blase Urotheliales Karzinom 3/0
Brust Primartumor: Invasives duktals Karzinom 4/0

Metastase: Lunge, Lymphknoten 2/0
Kolon Primartumor: Adenokarzinom 3/0
Metastase: Leber 0/1

Lunge Primartumor: Neuroendokrines Karzinom,
Plattenepithel, Adenokarzinom 9/0
Metastase: Lymphknoten 1/0
Magen Adenokarzinom (intestinal) 5/0
Melanom Metastase: Malignes Melanom 5/0
Osophagus Adenokarzinom (Barrett Karzinom), 410

Plattenepithel

Pankreas Primary Tumor: Adenokarzinom 5/0
Metastase: Lymphknoten 1/0
Prostata Adenokarzinom 5/0
Hoden Seminom 3/0

Abbildung 7 zeigt exemplarisch Immunperoxidasefarbungen mit dem BARB-4
Antikorper auf unterschiedlichen Tumorgeweben. Eine deutlich positive Farbung
konnte beispielsweise bei dem Adenokarzinom der Brust (A), dem Adenokarzinom
des Magens (B), dem Adenokarzinom des Pankreas (C) sowie dem Adenokarzinom
der Lunge (D) nachgewiesen werden. Die Farbungen mit der jeweiligen
Isotypkontrolle zeigte in keinem Fall eine spezifische Bindung auf den untersuchten
Geweben. Zusatzlich wurde mittels Anti-Keratin Antikdrper eine gewebespezifische
Positivkontrolle (siehe Kapitel 2, Tabelle 11) durchgefiuhrt, bei welcher eine eindeutig

positive Farbung dieser Gewebe zu beobachten war.
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Anti- Isotyp-
Keratin kontrolle

Abbildung 7: Inmunhistochemische Farbung zur Analyse der Tumorspezifitit des Antikorpers
BARB-4 auf verschiedenen Tumoren. Die Paraffinschnitte von Tumorgeweben wurden mit Anti-
Keratin als Positivkontrolle gefarbt. Isotypkontrolle (ChromPure 1gG) und BARB-4 Antikérper waren
beide biotinyliert und wurden fiir die Analyse in der gleichen Konzentration eingesetzt.
A: Adenokarzinom der Brust. B: Adenokarzinom des Magens. C: Adenokarzinom des Pankreas.
D: Adenokarzinom der Lunge.

3.1.1.2 Immunhistochemische Farbung auf Normalgewebe

Im Gegensatz zu den Tumorgeweben zeigten die untersuchten Normalgewebe keine
Reaktion mit dem BARB-4 Antikdrper. Hierfir wurden, wie in Abschnitt 2.4.3.3
beschrieben, zehn Normalgewebe unterschiedlicher Entitaten analysiert. Pro Organ
wurden hierfir zwischen zwei und funf Farbungen durchgefuhrt. Auf keinem der
untersuchten Normalgewebe konnte eine spezifische Bindung des BARB-4
Antikorpers festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Farbungen sind in Tabelle 16

zusammengefasst.
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Tabelle 16: Reaktivitit des BARB-4 Antikérpers auf humanen nicht-malignen Geweben

Normalgewebe Zelltyp B'L:_R/B_'4
Brust glandular 0/3
Kolon glandular 0/5
Lunge glandular, alveolar 0/4

Lymphknoten Lymphozyten 0/2
Magen glandular 0/3
Osophagus epithelial 0/4
Pankreas glandular 0/5
Prostata glandular 0/3
Testis glandular 0/3
Uterus epithelial 0/3

Zur Verdeutlichung zeigt Abbildung 8 jeweils eine negative Farbung des Antikorpers
BARB-4 auf Normalgewebe der Lunge (A) und auf Normalgewebe der Brust (B). Als
Positivkontrolle wurden entsprechende Anti-Keratin Antikorper verwendet (siehe
Kapitel 2, Tabelle 11). Als Isotypkontrolle diente ein unspezifischer, humaner IgG

Antikérper (ChromPure IgG).

Anti- Isotyp- BARB-4
_ Keratin kont_rolle

2\ YV
\2 kg1

Abbildung 8: Immunhistologische Farbung zur Analyse der Tumorspezifitit des Antikorpers
BARB-4 auf Normalgewebe. Die Paraffinschnitte des Normalgewebes wurde mit Anti-Keratin als
Positivkontrolle gefarbt. Isotypkontrolle (ChromPure IgG) und BARB-4 Antikérper waren beide
biotinyliert und wurden fir die Analyse in der gleichen Konzentration eingesetzt. A: Normalgewebe der
Lunge. B: Normalgewebe der Brust.
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3.1.1.3 Resultat der immunhistochemischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analysen auf Tumorgeweben zeigen
deutlich, dass der Antikorper BARB-4 spezifisch an die Tumorzellen der
Gewebeschnitte bindet. Gewebe, welche die tumordsen Areale umgeben, weisen im
Gegensatz dazu keine positive Reaktion mit dem Antikérper BARB-4 und somit auch
keine Immunperoxidasefarbung auf (siehe Abbildung 7). Die Untersuchungen auf
Tumorgewebe deuten somit auf ein tumorspezifisches Bindungsverhalten des
Antikorpers hin. Immunhistochemische Analysen auf Normalgewebe bekraftigen
diese Annahme. Auf keinem der untersuchten Normalgewebe konnte eine
spezifische Bindung des Antikdrpers BARB-4 beobachtet werden (siehe Tabelle 16
sowie Abbildung 8). Zusammenfassend konnte so ein eindeutig tumorspezifisches
Bindungsverhalten des Antikorpers BARB-4 belegt werden.

Um die Lokalisation des BARB-4 Antigens in den Tumorzellen besser bestimmen zu
konnen, wurden zusatzlich Zytospinpraparate aus Tumorzellen mit BARB-4
Antikérper immunhistochemisch gefarbt. Fur die Analyse wurden sowohl
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) als auch Lungenkarzinomzellen (A549)
verwendet. Hierbei konnte beobachtet werden, dass bei den malignen Zellen
ausschlieRBlich Membran und Zytoplasma jedoch keine Kernbestandteile angefarbt
wurden (nicht abgebildet). Eine Lokalisation des BARB-4 Antigens in diesen
Kompartimenten von Tumorzellen ist daher nahe liegend. Um die Lokalisation des
Antigens auf der Oberflache der Tumorzellmembran zu bestatigen, wurden wie unter

Abschnitt 3.1.3 beschrieben, weitere Analysen durchgefihrt.

3.1.2 Funktionelle Analysen des BARB-4 Antikorpers

FUir die Charakterisierung des BARB-4 Antikdrpers wurden verschiedene
Untersuchungen bezlglich potentieller Funktionen durchgefiihrt. Bei den Analysen
wurden insbesondere solche funktionellen Aspekte berucksichtigt, die in direktem
Zusammenhang mit typischen Eigenschaften von Krebszellen stehen. Solche
charakteristischen Merkmale maligner Zellen sind unkontrolliertes Wachstum und
unkontrollierte Teilungsfahigkeit, ebenso wie die Infiltration in gesundes Gewebe und

dessen anschlielende Zerstorung [7]. Innerhalb der Arbeitsgruppe konnte fur viele
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IgM Antikorper eine Hemmung der Zellproliferation sowie das Auslésen der Apoptose
in Tumorzellen nachgewiesen werden [55, 129, 138, 178]. Der Einfluss des BARB-4
Antikoérpers auf die Zellproliferation und Apoptose in Tumorzellen wurde daher
laborintern naher analysiert. Die Ergebnisse der MTT und Cell Death Detektion
ELISAPLUS Analysen sind nachfolgend (Abschnitte 3.1.2.1 und 3.1.2.2) dargestellt.
Zusatzlich wurde in Zusammenarbeit mit Kilian Ruckl die Tumorzelladhasion und
-motilitdt untersucht. Es handelt sich hierbei um zellulare Prozesse, die besonders fur
metastasierende Zellen essentiell sind. Die Ergebnisse werden ebenfalls
nachfolgend (Abschnitte 3.1.2.3 und 3.1.2.4) dargestellt.

3.1.2.1 Hemmung der Zellproliferation

Die Auswirkung des Antikorpers BARB-4 auf die Zellproliferation wurde mit Hilfe des
MTT-Tests Uberpriuft. Wie in Abschnitt 2.3.4 beschrieben, wurden hierfur
verschiedene, adharenten Karzinomzelllinien (23132/87 und BxPC-3) mit dem
Antikorper BARB-4 und der entsprechenden Isotypkontrolle (ChromPure IgG)
inkubiert. Abbildung 9 zeigt die Ergebnisse, die nach 48 h Inkubationszeit gemessen
wurden. Fur die Proliferationsanalyse lag BARB-4 in einer Endkonzentration von
100 pg/ml vor. Nach 48 h war auf den verschiedenen Zelllinien (23132/87 und BxPC-
3) bei allen BARB-4 Ansatzen eine deutlich verminderte Absorption im Vergleich zur
Isotypkontrolle und Negativkontrolle messbar. Im Gegensatz dazu war zwischen
Negativkontrolle und Isotypkontrolle kaum ein Unterschied zu beobachten. Da die
gemessene Absorption direkt mit der Zellproliferation korreliert, konnte auf den
untersuchten Zelllinien ein eindeutiger Ruckgang der Zellproliferation unter dem

Einfluss des Antikdrpers BARB-4 verzeichnet werden.
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Abbildung 9: Analyse der Funktionalitit des BARB-4 Antikorpers beziiglich der
Zellproliferation mittels MTT-Test. Die Magenkarzinomzellen (23132/87) und die
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) wurden 48 h mit dem BARB-4 Antikorper oder der Isotypkontrolle
(ChromPure IgG) inkubiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die in Kulturmedium inkubiert wurden.
Nach Zugabe von MTT wurde die Absorption der Zellen spektrometrisch bestimmt. Je héher dabei die
gemessene Absorption lag, desto mehr lebende Zellen waren in dem Ansatz vorhanden.

3.1.2.2 Induktion von Apoptose

Die Beseitigung von Korperzellen in Form von Apoptose gilt als besonders selektiv
und effizient [179]. Daher wurde die in vitro Proliferationshemmung von Tumorzellen
durch BARB-4 Antikorper anschlieRend mit Hilfe eines spezifischen Apoptosetests
naher untersucht, um eventuell eine Induktion von Apoptose verifizieren zu konnen.

In Abbildung 10 ist das Ergebnis des Cell Death Detection ELISAPLUS Apoptosetests
fur Magenkarzinomzellen (23132/87) dargestellt. Die Magenkarzinomzellen wurden
fur 48 h mit BARB-4 Antikorper und der Isotypkontrolle (ChromPure IgG) inkubiert.
Als Negativkontrolle dienten Zellen, die ohne Zusatz von Antikdrper kultiviert wurden.
Bei dem Test wird mittels quantitativem Sandwich-Enzym-Immunoassay die
Intensitat einer spezifischen Farbung bestimmt. Die fur die Farbung verantwortlichen
Antikorper sind dabei gegen bestimmte, beim Apoptosevorgang entstehende Histon-
bzw. DNA-Komponenten gerichtet. Die Farbintensitat des Reaktionsproduktes ist zur
Menge der vorhandenen Nukleosomen proportional und damit auch zur Anzahl
apoptotischer Zellen. In diesem Versuch konnte im Vergleich zur Isotyp- und

Negativkontrolle eine deutlich erhohte Absorption der Zellen nach der Inkubation mit
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dem BARB-4 Antikorper beobachtet werden. Die Analyse zeigt somit, dass der

BARB-4 Antikorper auf den untersuchten Zellen Apoptose induziert.
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Abbildung 10: Analyse der Funktionalitit der Antikorpers BARB-4 mit Hilfe des Apoptosetests
Cell Death Detection ELISAPLYUS, Die Magenkarzinomzellen 23132/87 wurden 48 h lang mit BARB-4
Antikorper und Isotypkontrolle (ChromPure IgG) inkubiert. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die in
Kulturmedium inkubiert waren. Beide Antikérper wurden in einer Endkonzentration von 10 pg/mi
eingesetzt. Die Farbintensitat wird dabei Gber die Absorption bei der Wellenlange 490 nm bestimmt
und ist zu dem Anteil an apoptotischen Zellen proportional.

3.1.2.3 Hemmung der Tumorzelladhasion

Der Einfluss des tumorspezifischen Antikorpers BARB-4 auf die Zelladhasion von
Tumorzellen wurde lichtmikroskopisch untersucht. Fur die Analyse wurden adharent
wachsende Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) verwendet. Diese wurden sofort nach
der Aussaat mit BARB-4 Antikorper inkubiert und wahrend ihrer Anwachsphase
beobachtet. Als Kontrollen dienten Zellansatze, die ausschliellich mit Kulturmedium
oder mit ChromPure IgG (Isotypkontrolle) versetzt waren. Nach bestimmten
Inkubationszeiten wurden die Zellen gezahlt. Dabei konnte beobachtet werden, dass
in allen BARB-4 Ansatzen (30, 45 und 60 min) weniger Zellen angewachsen waren.
Die Zellzahl war jedoch nach 45 min deutlich am geringsten. Eine laborinterne,
statistische Auswertung belegte die Signifikanz der Messung nach 45 min. Das
Ergebnis ist in Abbildung 11 dargestellt. FUr die Berechnung der Signifikanz wurde
ein t-Test fUr unabhangige Stichproben verwendet. Die Analyse wurde mit der

statistischen Software R durchgefuhrt und graphisch in EXCEL (Microsoft) dargestellt
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[155]. Die Berechnung fur die Mittelwerte der BARB-4 inkubierten Zellen und der
Isotypkontrolle ergab einen p-Wert von p <0,05. Die Adhasion der BARB-4
behandelten Zellen wurde, bezogen auf unbehandelte Zellen, nach 45 min um etwa
20% reduziert. Auch nach 30 und 60 min war, wie oben beschieben, eine
verminderte Adhasion der BARB-4 inkubierten Zellen detektierbar. Diese

unterschieden sich jedoch nicht signifikant von den entsprechenden Kontrollen.
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Abbildung 11: Histogramm der Zelladhdsionsanalyse. Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) wurden
wahrend ihrer Anwachsphase fir 30, 45 oder 60 min mit BARB-4 Antikdrper und Isotypkontrolle
(ChromPure IgG) inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen in Kulturmedium. Beide
Antikdérper wurden in einer Endkonzentration von 200 ug/ml eingesetzt. Der Anteil an adharenten
Zellen wurde mittels Lichtmikroskop bestimmt. Die Zellzahl der Zellen die nur in Kulturmedium
inkubiert waren, wurde dabei auf 100% eingestellt. Nach 45 min war die Zellzahl der adharenten
Zellen des BARB-4 Ansatzes im Verhaltnis zur Negativkontrolle um etwa 20% reduziert. * p < 0,05.

3.1.2.4 Hemmung der Tumorzellmotilitat

Die Wirkung des tumorspezifischen Antikérpers BARB-4 auf die Beweglichkeit von
Tumorzellen wurde lichtmikroskopisch untersucht. Hierfir wurden, wie in Abschnitt
2.3.7 beschrieben, Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) ausgesat. Nachdem die Zellen
in Form eines Monolayers (einschichtig) angewachsen waren, wurde ein Kreuz in
den Zellrasen gekratzt. Dieser wurde danach sofort mit BARB-4 Antikorper inkubiert.
Als Kontrollen dienten Ansatze in Kulturmedium mit und ohne humanem ChromPure
IgG (Isotypkontrolle).

Nach 24 h Inkubationszeit bei 37 °C war in dem Ansatz mit BARB-4 das Kreuz noch

deutlich zu erkennen. Bei den beiden Kontrollen waren zu diesem Zeitpunkt bereits
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wieder Zellen in die freigekratzte Flache eingewachsen. Dieses Ergebnis zeigt, dass

der BARB-4 Antikorpers eine inhibitorische Wirkung auf die Tumorzellmotilitat besitzt.

i
&
:
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Abbildung 12: Analyse der Zellmotilitit von Pankreaskarzinomzellen BxPC-3 unter Einwirkung
von BARB-4 Antikérper. In den zu 80% konfluenten Zellrasen wurde ein Kreuz gekratzt und
anschlieBend fur 24 h mit 400 pg/ml BARB-4 Antikdrper inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein
Ansatz mit ausschlie3lich Kulturmedium, als Isotypkontrolle ein Ansatz mit ChromPure I1gG in der
gleichen Konzentration wie BARB-4. Ausgewertet wurden die Ansatze unter dem Lichtmikroskop.
Betrachtet wurde dabei das Einwachsen der Zellen in den freigekratzten Bereich unter
Antikérperinkubation. Im Gegensatz zu den beiden Kontrollen zeigt der BARB-4 Ansatz keine
Migration der BxPC-3 Zellen in den freien Bereich.

3.1.3 Expression des BARB-4 Antigens

3.1.3.1 FACS-Analysen auf Tumorzellen

Bereits bei den immunhistochemischen Untersuchungen konnte beobachtet werden,
dass sowohl Membran als auch Zytoplasma nicht jedoch der Kern von Tumorzellen
mit dem BARB-4 Antikorper reagierten (siehe Abschnitt 3.1.1.3). Um die Lokalisation
des BARB-4 Antigens auf der Zellmembran von Krebszellen zu bestatigen, wurden
FACS-Analysen durchgefuhrt. Es wurden hierfir verschiedene Zelllinien getestet. Die
Untersuchung von Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3), von Lungenkarzinomzellen
(A549) sowie von Melanomen (CRL-1424 und HTB-69) mittels Durchflusszytometrie
(FACS) zeigte eine eindeutige Verschiebung der Fluoreszenzintensitat mit dem
BARB-4 Antikorper im Vergleich zur Isotypkontrolle (Abbildung 13). Dies bedeutet,
dass der BARB-4 Antikorper an die Zellmembran der verschiedenen Zelllinien binden
kann und sein Antigen somit nachweislich auf der Zelloberflache dieser Krebszellen

lokalisiert ist.
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Abbildung 13: FACS-Analysen mit BARB-4 Antikorper auf unterschiedlichen Krebszelllinien.
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3), Lungenkarzinomzellen (A549) und Melanome (CRL-1424 und
HTB-69) wurden mit BARB-4 Antikorper (100-300 pg/ml) inkubiert. Als Isotypkontrolle wurde der

humane ChromPure IgG in der entsprechenden Konzentration verwendet. Es ist auf allen Zelllinien
eine deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitat zu sehen.

3.1.3.2 Endozytose des BARB-4 Antikorpers

Zusatzlich zu den in Abschnitt 3.1.3.1 beschriebenen FACS-Analysen konnte die
Lokalisation des BARB-4 Antigens auf der Zelloberflache durch einen
Immunfluoreszenzversuch bestatigt werden. Um zu Uberprifen, ob der Antikorper
BARB-4 nach seiner Bindung an der Tumorzelloberflache internalisiert wird, wurde in
Zusammenarbeit mit Kilian Ruckl eine entsprechende Immunfluoreszenzanalyse
durchgefuhrt. Zu diesem Zeck wurde der Antikorper BARB-4 und die Isotypkontrolle

(ChromPure IgG), wie in Abschnitt 2.7.2.1 beschrieben, direkt fluoreszenzmarkiert
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(Fluorescent orange 548 reactive). Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) wurden
anschlie3end fur 15, 30 und 60 min mit den entsprechenden Antikrpern inkubiert.
Nach einer Inkubationszeit von 15 min konnte eine Anlagerung von BARB-4 an die
Tumorzellmembran beobachtet werden. Nach 30 min war die Bindung an die
Membran der malignen Zellen immer noch deutlich zu erkennen, wahrend nach
60 min bereits eine Internalisierung des Antikdrpers detektiert werden konnte. Bei der
Isotypkontrolle wurde im Gegensatz hierzu kaum eine Bindung beobachtet. In

Abbildung 14 ist das Ergebnis dieser Untersuchung zusammenfassend dargestellt.

15 min 30 min 60 min
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Abbildung 14: Immunfluoreszenzanalyse mit dem Antikorper BARB-4 zur Detektion einer
Endozytose. Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) wurden mit Fluorescent orange 548 reactive-
gekoppeltem BARB-4 Antikdrper bzw. der entsprechenden Isotypkontrolle (ChromPure 1gG) fur 15, 30
und 60 min inkubiert und anschliel3end konfokalmikroskopische ausgewertet. Der BARB-4 Antikérper
(obere Reihe) wies nach 15 min und 30 min eine Bindung auf der Tumorzelloberflache auf und wurde
nach 60 min internalisiert. Bei der Isotypkontrolle (untere Reihe) konnte keine nennenswerte Bindung
detektiert werden.

3.2 lIsolierung und Identifizierung des BARB-4 Antigens

3.2.1 Western Blot-Analyse auf Membranextrakten von Tumorzellen

Die positive Bindung des BARB-4 Antikorpers bei FACS-Analysen sowie die
Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen bestatigten die Lokalisation des

Antigens auf der Oberflache von Krebszellen. Aus diesem Grund wurden
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Membranextrakte aus Kebszellen angefertigt und mittels Western Blot-Analyse auf
die Reaktion mit dem BARB-4 Antikdrper getestet (siehe Abschnitte 2.5.6 und 2.5.7).
Fir den Versuch wurde die Pankreaskarzinomzelllinie BxPC-3 verwendet, da sie in
FACS-Analysen eine deutliche Reaktion mit dem Antikorper BARB-4 zeigte. Als
Isotypkontrolle diente ein zweiter Blot, der mit ChromPure 1gG inkubiert wurde.

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Western Blot-Analyse mit BARB-4 auf
Membranextrakten der Zelllinie BXPC-3. Es sind mehrere Banden im BARB-4 Blot zu
erkennen. Einige davon erscheinen auch in der Isotypkontrolle. Hierbei handelt es
sich um Bindungen, die aufgrund einer allgemeinen, unspezifischen Anhaftung der
IgG Antikdrper zustande kommen kénnen. Diese Banden koénnen als potentielles
Antigen des BARB-4 Antikorpers ausgeschlossen werden, da sie unspezifisch flr
den Antikorper sind. Es sind in dem Blot jedoch auch einige Banden erkennbar, die
in der Isotypkontrolle nicht erscheinen. Dies deutet darauf hin, dass der Antikorper
eventuell nicht nur ein einzelnes Antigen erkennen kann. Dies ist nicht ungewdhnlich,
da es sich bei BARB-4 um einen naturlichen Antikorper handelt. Diese interagieren
statt mit einem einzelnen, spezifischen Antigen mit bestimmten, konservierten
Strukturen auf Molekulen [33-35]. Schwachere Banden waren aufgrund des hohen
Hintergrunds nur schlecht erkennbar. Rickschlusse bezlglich des BARB-4 Antigens
konnten mit Hilfe dieses Versuchs nicht gezogen werden. Um das Bindungsverhalten
von BARB-4 im Western Blot genauer untersuchen zu kdnnen, musste das Antigen
des Antikorpers erst aus dem Rohmembranextrakt chromatographisch aufgereinigt
werden. Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe der Affinitatschromatographie. Das

Ergebnis ist nachfolgend in Abschnitt 3.2.2 dargestelit.
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Abbildung 15: Western Blot-Analyse des Membranproteinextrakts aus Pankreaskarzinomzellen
(BxPC-3) mit BARB-4 Antikorper. Pro Ansatz wurden 40 ug Protein eingesetzt. Eine Isotypkontrolle
(ChromPure 1gG) wurde in der gleichen Konzentration (~1 mg/ml) verwendet, um unspezifische
Bindungen auszuschlieen. Aufgrund der hohen Anzahl an Banden war dem unaufgereinigten
Membranproteinextrakt kein Hinweis auf das BARB-4 Antigen zu entnehmen.

Molekulargewicht [kDa]

3.2.2 Chromatographische Aufreinigung des BARB-4 Antigens

Die Aufreinigung des BARB-4 Antigens aus den komplexen Rohextrakten
(Membranproteinextrakten) wurde mit Hilfe einer fast protein liquid chromatography-
(FPLC-) Apparatur (Pharmacia, Freiburg) durchgefuhrt. Sie erfolgte mittels
Affinitatschromatographie Uber eine selbst hergestellte Saule. Bei dieser Methode
wird neben dem Abtrennen stérender Fremdproteine gleichzeitig eine Anreicherung
des Antigens erzielt. Das Prinzip der Affinitatschromatographie basiert hierbei auf der
spezifischen Wechselwirkung zweier Reaktionspartner. Dieses chromatographische
Verfahren ist daher eine effektive Methode zur selektiven Isolierung eines
Zielproteins. Das zu isolierende Target wird bei diesem Verfahren an eine fur das
Zielmolekul spezifische Saule gebunden, wahrend die restlichen Proteine nicht mit
dieser interagieren und so durch Waschprozesse abgetrennt werden konnen.
AnschlieBend kann das Zielprotein bei der Elution wieder freigesetzt und separat
aufgefangen werden [180-181].

Der Versuch wurde wie unter Abschnitt 2.5.8.2 beschrieben durchgefihrt. Der
Antikorper BARB-4 wurde hierfir an eine CNBr-aktivierte Sepharose™ Matrix

gekoppelt. Uber dieses Saulenmaterial wurde anschlieRend BxPC-3
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Membranproteinextrakt aufgetragen. Nach dem Waschen wurde das Eluat mit dem
gesuchten  Antigen  fraktioniert  aufgefangen. Das  Elutionsprofil  der

Affinitatschromatographie ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Elutionsprofil der Affinititschromatographie. @ Membranexirakte von
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) wurden mittels Affinitdtschromatographie bei einer Flussrate von
2 ml/min aufgereinigt. Die Schreibergeschwindigkeit variierte dabei. Die Detektion der Proteine fand

bei 280 nm statt (blaue Linie). Die rote Linie beschreibt den Verlauf der Elutionspufferkonzentration im
Bereich von 0-100%.
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Das BARB-4 Target konnte im Anschluss daran mit Hilfe einer Western Blot-Analyse
im Eluat nachgewiesen werden. Es konnte eine Bande bei etwa 78 kDa detektiert
werden, die nicht in der Isotypkontrolle (ChromPure IgG) erschien. Dies deutet
darauf hin, dass es sich bei der entsprechenden Bande um eine spezifische
Antikorperbindung handelt.

In einem zusatzlichen Ansatz mit nur Sekundarantikérpern konnten weitere im Blot
vorhandene Banden als Antikérperfragmente identifiziert werden, welche durch
Saulenbluten in das Eluat gelangten. Fur die anschlielende Identifizierung der
Proteinbande wurde ein Polyacrylamidgel mit dem Eluat angefertigt. Nach der
Detektion der Bande durch eine Coomassie-Farbung konnte das entsprechende
Protein ausgeschnitten werden. Die Bande war dabei klar abgetrennt von stérenden
Fremdproteinen und somit gut aus dem Gel isolierbar. Das Ergebnis der Western
Blot-Analysen sowie der entsprechenden Coomassie-Farbung ist in

Abbildung 17 dargestellt.

Western Blot Coomassie Gel

Sekundar-  Isotyp- BARB-4
antikérper kontrolle

80 —> BARB-4
70 =—> Antigen

40 —>

Molekulargewicht [kDa]

Abbildung 17: Ergebnis der affinitatschromatischen Aufreinigung des BARB-4 Antigens aus
Pankreaskarzinomzellen BxPC-3. Nach der Affinitdtschromatographie lag das Antigen gut isoliert
von Fremdproteinen vor. Zur besseren Detektion des Zielproteins im Western Blot und im Coomassie
Gel wurde das Eluat nochmals aufkonzentriert (100 pl Eluat wurden auf 10 yl Ladepuffer (1-fach) plus
1 pl DTT (1M) eingeengt), bevor es fur die entsprechenden Analysen verwendet wurde. Neben dem
BARB-4 Ansatz (300 pg/ml) dienten Ansatze mit nur Sekundarantikérper und Isotypkontrolle (humaner
ChromPure IgG) als Negativkontrollen im Western Blot. Hierbei wurden beim Ansatz mit nur
Sekundarantikérper BARB-4 Fragmente detektiert. Der Antikérper BARB-4 gelangte durch das
Saulenbluten der selbst hergestellten Chromatographiesaule in das Eluat. Fir die Sequenzierung
wurde die 78 kDa Antigenbande aus dem Coomassie gefarbten Gel ausgeschnitten.
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3.2.3 Identifizierung des BARB-4 Antigens

Die Identifizierung des isolierten Proteins erfolgte durch die Fa. TopLab (Martinsried).
Hierbei wurde mittels MALDI-Massenspektrometrie eine sogenannte Peptidmassen-
Fingerprint-Analyse durchgeflihrt, bei welcher die Peptidfragmente des verdauten
Proteins im Massenspektrometer bezuglich ihrer Masse und Ladung aufgetrennt
wurden. In dem ermittelten Spektrogramm wurde das Masse/Ladungsverhaltnis (m/z)
gegen die Signalintensitat aufgezeichnet. Dieses Spektrogramm wurde anschlieRend
mit den Spektrogrammen bekannter Proteine aus entsprechenden Datenbanken
verglichen. Mit Hilfe dieser Methode konnen unbekannte Proteine zugeordnet und
identifiziert werden.

Nach dem Trypsinverdau und anschlieRender Analyse lieferte die 78 kDa Bande bei
der Suche in der NCBI-Sequenzdatenbank mehrere Rankingkandidaten, die
berechnet nach Ubereinstimmenden Peptidfragmenten mit einer Wahrscheinlichkeit
von p = 1 zugeordnet werden konnten. Bei zwei dieser Kandidaten handelte es sich
um Isoformen des gleichen Proteins, dem TATA-binding protein-associated factor 15
(TAF15). Die Proteinsequenzen dieser Isoformen aus der NCBI-Datenbank wurden
mit Hilfe des DNAMAN 5.2 miteinander verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass sie
sich lediglich durch 3 Aminosauren unterscheiden. Isoform 1 (Zugangsnummer:
NP_631961.1) enthalt 3 Aminosauren (Aminosaure 60, 61 und 62 der
Peptidsequenz) mehr als Isoform 2 (Zugangsnummer: NP_003478.1). Weitere
Treffer mit der gleichen Wahrscheinlichkeit wurden mit Hilfe des Basic Local Aligment
Search Tool (BLAST) auf Ubereinstimmungen untersucht. Sie wiesen in ihrer
Proteinsequenz eine 100%ige Ubereinstimmung zur Isoform 1 von TAF15 auf. Dies
bedeutet, dass die weiteren Eintrage in der Datenbank (Zugangsnummern: Q92804
AAC50932.1, BAA33811.1) ein identisches Protein dieser TAF15 Isoform
beschreiben.

Bei der Analyse konnten aullerdem 16 der experimentell ermittelten Peptidmassen
dem humanen TAF15 Protein zugeordnet werden. Der Anteil der
Aminosauresequenz, welcher dabei abgedeckt wurde, lag bei mindestens 22%.
Daruber hinaus stimmten die Massen der ermittelten Peptidfragmente mit den
errechneten  Peptidmassen von TAF15 mit einer hohen Genauigkeit
(Fehler < 30 ppm) Uberein. Die isolierte 78 kDa Proteinbande konnte daher mit Hilfe

dieser Daten als humanes TAF15 Protein identifiziert werden. Das ermittelte
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Spektrogramm ist in Abbildung 18 dargestellt. Fragmente, die dem humanen TAF15
zugeordnet werden konnten, sind mit einem Stern markiert.
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Abbildung 18: Identifizierung des BARB-4 Antigens durch Massenspektrometrie. Spektrogramm
nach massenspektroskopischer Analyse des potentiellen BARB-4 Antigens. Die 78 kDa Proteinbande
wurde mittels Trypsin verdaut und die daraus resultierenden Massen der Peptidfragmente mit den
Massen bekannter Proteine auf Ubereinstimmungen untersucht. Die Suche in der NCBI-Datenbank
ergab humanes TAF15 (TATA-binding protein-associated factor 15). Mit einer Wahrscheinlichkeit von
p = 1 und einer Aminosauresequenzibereinstimmung von mindestens 22% konnte TAF15 identifiziert
werden. Die Peptidmassen stimmten dabei mit einer Genauigkeit (Fehler <30 ppm) Uberein. Die
experimentell ermittelten Peptidmassen, welche den theoretischen Massen der Peptidfragmente von
humanem TAF15 entsprachen, sind mit einem Stern gekennzeichnet.

Abbildung 19 zeigt die Peptidsequenz des TAF15 aus der NCBI-Datenbank. Hierbei
wurden die Ubereinstimmungen mit der experimentell gewonnenen Proteinsequenz
rot markiert. Sie entsprechen den mit Sternen markierten Peptidfragmenten im
Spektrogramm (siehe Abbildung 18).
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der experimentell ermittelten Peptidsequenzen gegen
die Aminosauresequenz von humanem TAF15 (TATA-binding protein-associated factor 15). Die
Peptidsequenz des Proteins stammt aus der NCBI-Datenbank. Es handelt sich hierbei um die
Isoform 1 des TAF15 Proteins (NP_631961.1). Die Ubereinstimmenden, experimentell ermittelten
Peptidsequenzen sind rot dargestellt und entsprechen den im Spektrogramm (Abbildung 18) mit
einem Stern gekennzeichneten Peaks.

3.3 Validierung des BARB-4 Targets

Das TAF15 Protein, welches auch unter den Namen TAF(I1)68, TAF2N oder RNA-
binding protein 56 (RBP56) bekannt ist, gehort wie die nahverwandten TLS
(translocated in liposarcoma; auch bekannt als FUS (fusion)) und EWS (Ewing's
sarcoma) zur TET (TLS-EWS-TAF15) Familie. Es kommt ubiquitar in fetalen und
adulten Geweben vor und konnte in humanen Zellen sowohl im Nukleus als auch im
Zytoplasma detektiert werden. TAF15 ist dabei in die Transkription, den mRNA-
Transport sowie in den Spleil3prozess involviert [182-183]. Neben diesen Funktionen
hat TAF15 jedoch auch einen Einfluss auf die Tumorpathogenese in einigen
Tumortypen. Es kommt in Form von Fusionsproteinen bei Erkrankungen wie dem
extraskelettalen myxoidem Chondrosarkom oder der akuten Leukamie vor [184-186].
Das TAF15, welches bei der ldentifizierung des BARB-4 Antikorpers gefunden
wurde, stammte aus Tumorzellmembranextrakten. Um die Lokalisation des TAF15
Proteins auf der Tumorzellmembran zu bestatigen, wurden weitere Analysen
durchgefuhrt.
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3.3.1 Western Blot-Analysen mit Anti-TAF15 und BARB-4 Antikorper

Die Expression des TAF15 Proteins auf der Tumorzellmembran konnte mittels
Western Blot-Analyse nachgewiesen werden. Western Blots aus aufgereinigtem
Tumorzellmembranextrakt (BxPC-3) ergaben sowohl flr den Anti-TAF15 Antikorper
als auch fur den BARB-4 Antikorper eine deutliche Bande auf gleicher Hohe bei etwa
78 kDa. Im Bereich von 40 kDa kommen in beiden Ansatzen zusatzliche Banden auf
gleicher Hohe vor. Dies deutet darauf hin, dass sich in diesem Bereich TAF15
Proteinfragmente befinden, die von beiden Antikérpern erkannt werden kénnen. Eine
auffallig starke Bande bei etwa 52 kDa, weitere Banden unterhalb von 40 kDa sowie
zwei oberhalb von 85 kDa lokalisierte Banden, welche ausschlief3lich im Western
Blot mit dem BARB-4 Antikdrper vorliegen, sind, wie bereits in Abschnitt 3.2.2
beschrieben, Antikorperfragmente (BARB-4). Diese sind durch das Saulenbluten der
Affinitatschromatographiesaule in den aufgereinigten Membranproteinextrakt gelangt.
Sie konnen durch den beim Blot verwendeten Sekundarantikorper erkannt werden. In
Abbildung 20 ist das Ergebnis dieser Analyse dargestellt. Es konnte hierbei jedoch
nicht nur eine Aussage Uber die extrazellulare Expression des TAF15 gemacht
werden, sondern die Analyse deutet ebenfalls darauf hin, dass die beiden Antikorper

BARB-4 und Anti-TAF15 in der Lage sind das gleiche Antigen zu erkennen.

BARB-4 Anti-
TAF15
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Abbildung 20: Western Blot-Analyse mit BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper auf
aufgereinigtem Tumorzellmembranextrakt. Mit beiden Antikérpern (BARB-4 200 ug/ml; TAF15
3 pg/ml, AVIVA Systems Biology) erhalt man beim Blotten auf BxPC-3 Membranproteinextrakten eine
deutliche Bande bei etwa 78 kDa. Die BARB-4 Bande liegt dabei auf der gleichen Hohe wie die Anti-
TAF15 Bande. Des Weiteren existieren bei etwa 40 kDa zusatzliche Banden, die in beiden
Antikorperansatzen vorkommen. Sie kénnten durch TAF15 Fragmente zustande kommen, die bei
dieser Hohe vorliegen. Die auffallig starke Bande bei etwa 52 kDa, sowie die zwei oberhalb von
85 kDa und unterhalb von 40 kDa lokalisierten Banden, welche nur im Western Blot mit dem BARB-4
Antikorper vorliegen, sind wie bereits in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, Antikérperfragmente, die durch
das Saulenbluten der Affinitdtschromatographiesdule in dem aufgereinigten Membranproteinextrakt
gelangten und durch den Sekundarantikérper erkannt werden.
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3.3.2 FACS-Analysen mit Anti-TAF15 und BARB-4 Antikorper

Zusatzlich zu den in Abschnitt 3.3.1 beschriebenen Western Blot-Analysen mit Anti-
TAF15 und BARB-4 Antikorper auf aufgereinigtem Tumorzellmembranextrakt wurden
FACS-Analysen mit den beiden Antikdrpern auf Tumorzellen durchgeflihrt. Diese
sollten die Lokalisation von TAF15 auf der Oberflache von malignen Zellen
bestatigen. Mit Hilfe der durchgefuhrten FACS-Analysen kann jedoch nicht nur die
Oberflachenlokalisation von TAF15 auf Tumorzellen belegt, sondern auch eine
eventuelle Verunreinigung des im Western Blot verwendeten Membranextrakts mit
intrazellularen Proteinen ausgeschlossen werden. Eine solche Kontamination
entsteht gegebenenfalls bei der Praparation der Membranproteine, welche beim
Waschenvorgang nicht komplett von den cytosolischen Proteinen abgetrennt werden
konnten. Fir die FACS-Analysen wurden Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3)
verwendet. Es konnte hierbei sowohl die positive Bindung des BARB-4 Antikorpers
als auch des TAF15 Antikorpers auf Pankreaskarzinomzellen (BXPC-3) im Vergleich
zu den Isotypkontrollen gezeigt werden (Abbildung 21). Um zu Uberprufen, ob die
Zelloberflachenproteine intakt sind, diente ein Antikorper gegen das humane
Oberflachenprotein CD55 (Anti-CD55) als Positivkontrolle.
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o] [e 0] ©
S = N T
_ - —
S N S
J O 4 ¥ — f n
{10 102 10° 10¢ {00 ToT 107 165 10¢ 105 10" 102 10°  10*
Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz
Il BARB4
[0 Anti-TAF15
O Anti-cD55
[ Isotypkontrolle

Abbildung 21: Histogramme der FACS-Analysen auf Pankreaskarzinomzellen BxPC-3 mit
BARB-4, Anti-TAF15 Antikorper und der Positivkontrolle Anti-CD55. Die positive Bindung von
BARB-4 (300 pg/ml) und Anti-TAF15 (30 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology) bestatigten die Expression
des BARB-4 Antigens und des TAF15 Proteins auf der Zelloberflache von Pankreaskarzinomzellen
(BXPC-3). Der Anti-CD55 Antikérper (1:1000) diente dabei als Positivkontrolle.
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3.3.3 Effekt der TAF15 Proteinregression auf die BARB-4 Antikorperbindung

Um zu bekraftigen, dass TAF15 das BARB-4 Antigen ist, wurde eine RNA-Interferenz
(RNAI) durchgefuhrt. Bei dieser Methode kommt es zum induzierten Abbau der Ziel-
RNA und letztendlich zur Hemmung der Proteinexpression des Zielmolekuls TAF15
[161].

Mit spezifischer siRNA (small interfering RNA) wurde in Tumorzellen (BXPC-3) die
Expression des Proteins TAF15 transient blockiert. Die Herabregulierung (Protein-
Knock-Down) von TAF15, dem potentiellen BARB-4 Antigen, wurde mit Anti-TAF15
Antikorper mittels Western Blot-Analyse Uberpruft. Hierfur wurden die transfizierten
Zellen mittels Membranlysepuffer 48 h nach erfolgter Transfektion lysiert. Als
Negativkontrollen wurden unbehandelte Zellen, Mocktransfektanten (Zellen mit
Transfektionsreagenzien aber ohne siRNA) und Zellen, die mit unspezifischer siRNA
(Kontroll-siRNA, Silencer® Negative Control siRNA) transfiziert waren, eingesetzt. Sie
wurden ebenfalls auf die Bindung mit dem Anti-TAF15 Antikérper untersucht. Mit
Hilfe der Kontroll-siRNA konnte eine unspezifische Herabregulierung des TAF15
Proteins durch das blof3e Vorhandensein von siRNA ausgeschlossen werden. Durch
die mocktransfizierten Zellen wurden zytotoxische Effekte Uberpruft, welche durch
Transfektionsreagenzien hervorgerufen werden kénnen. Bei der RNA-Interferenz-
Analyse mittels Western Blot konnte im Zelllysatansatz aus den mit siRNA gegen
humanes TAF15 transfizierten Zellen (A) nur eine 68 kDa groRe Bande detektiert
werden (siehe Abbildung 22). Im Gegensatz dazu konnte in allen Kontrollansatzen
(B-D) sowohl eine Proteinbande bei 78 kDa als auch bei 68 kDa beobachtet werden.
Dies lasst darauf schliel3en, dass ein spezifischer Protein-Knock-Down des 78 kDa
TAF15 Proteins statt gefunden hat. Des Weiteren deutet die untere der beiden
Banden (68 kDa) mdglicherweise auf eine unspezifische Bindung des Anti-TAF15
Antikoérpers bei 68 kDa hin. Trotz der durch die 78 kDa grof3e Bande bewiesene
Herabregulierung des TAF15 Proteins ist die 68 kDa Bande weiterhin im Zelllysat der
mit siRNA gegen humanes TAF15 transfizierten Zellen nachweisbar. Darlber hinaus
scheint bei den mocktransfizierten Zellen (C) eine geringere Proteinkonzentration im
Blot vorzuliegen als bei den beiden anderen Kontrollen (B, D). Dies erklart auch die
deutlich geringere Intensitat beider in diesem Ansatz vorhanden Banden im Vergleich
zu den anderen Kontrollen. Zusammenfassend konnte mit dieser Analyse eine

spezifische Herabregulierung des TAF15 Proteins 48 h nach erfolgter Transfektion
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durch die entsprechende siRNA im Western Blot gezeigt werden. Dieses Ergebnis
bestatigt auch, dass der TAF15 Protein-Knock-Down 48 h nach der Transfektion

weder durch unspezifische noch durch zytotoxische Effekte hervorgerufen wurde.
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Abbildung 22: Western Blot-Analyse des Protein-Knock-Down von TAF15. Fur die Untersuchung
wurden Zelllysate aus transfizierten BxPC-3 Zellen (2 x10%) hergestellt, aufkonzentriert (100 ul auf
10 pl Ladepuffer (1-fach) plus 1yl DTT (1M)) und mit Anti-TAF15 (3 pg/ml, AVIVA Systems Biology)
Antikorper inkubiert. Fur die Analyse wurde nur der I8sliche Teil der Zellen, welcher die Zellproteine
beinhaltet, verwendet. Der nicht I16sliche Anteil wurde abzentrifugiert (13.000 x upm, 10 min).

Eine Regression des TAF15 Proteins konnte in dem Ansatz mit siRNA gegen TAF15 (A)
nachgewiesen werden. Die 78 kDa Bande in den Ansatzen mit Silencer® Negative Control siRNA
transfizierten Zellen (B), Mocktransfektanten (C) und nicht-transfizierten Zellen (D) bestatigten, dass
die Herabregulierung von TAF15 spezifisch durch die entsprechende siRNA erfolgt. Hierbei dienten
die Zellen, die mit Silencer® Negative Control siRNA transfiziert wurden, zur Kontrolle des
unspezifischen Protein-Knock-Downs, wahrend die mocktransfizierten Zellen zur Uberprifung der
Zytotoxizitat dienten.

Im Gegensatz zur 78 kDa Bande ist die etwa 68 schwere kDa Bande in allen vier Ansatzen
vorhanden. Dies deutet auf eine unspezifische Bindung des Antikérper bei dieser Proteinbande hin.
Des Weiteren ist aus dem Blot ersichtlich, dass die aufgetragene Proteinkonzentration des Zelllysats
aus mocktransfizierten Zellen (C) geringer war als bei den anderen Kontrollen. Dies ist deutlich zu
erkennen, da im Vergleich zu den beiden anderen Kontrollen (B und D) der Ansatz mit den
mocktransfizierten Zellen schwachere Banden aufweist.

Um zu bestatigen, dass TAF15 das Antigen des BARB-4 Antikorpers ist, wurde die
Bindung dieses Antikdrpers ebenfalls nach erfolgtem Protein-Knock-Down
untersucht. Da der BARB-4 Antikorper flr die oben beschriebene Western Blot-
Analyse nicht sensitiv genug war, wurde der Einfluss der TAF15 Regression auf das
Bindungsverhalten des BARB-4 Antikorpers mittels FACS-Analyse und

immunhistochemischer Farbung untersucht. Bei der FACS-Analyse wurde zusatzlich
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Anti-CD55 Antikorper zur Kontrolle eingesetzt. Durch diesen Antikdrper, der gegen
den humanen Oberflachenrezeptor CD55 gerichtet ist, wurde die Unversehrtheit der

Zellmembran nach der Transfektion Uberprift. Das Ergebnis ist in Abbildung 23
dargestellt.
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Abbildung 23: Einfluss der Oberflachenexpression von TAF15 auf die Bindung des BARB-4
Antikorpers an Tumorzellen. Pankreaskarzinomzellen (BXPC-3) wurden mit siRNA gegen humanes
TAF15 bzw. Kontroll-siRNA (Silencer® Negative Control siRNA) transfiziert oder blieben unbehandelt
(nicht-transfiziert). Mittels FACS-Analyse wurde 48 h nach der Transfektion die Bindung des BARB-4
und CD55 Antikorpers analysiert. Bei den Negativkontrollen wurden die Zellen nur mit den
entsprechenden Sekundarantikdrpern inkubiert.

A: Histogramme der FACS-Analyse mit BARB-4 Antikorper auf transfizierten Zellen. Unbehandelte
Zellen und Zellen, die mit der Kontroll-siRNA transfiziert wurden, wiesen 48 h nach der Transfektion
eine positive BARB-4 (300 pg/ml) Bindung auf. Hingegen konnte ein deutlicher Bindungsverlust bei
den Zellen, die mit siRNA gegen TAF15 transfiziert waren, nachgewiesen werden.

B: Histogramme der FACS-Analyse mit Anti-CD55 AntikOrper auf transfizierten Zellen. Unbehandelte
Zellen und Zellen, die mit der Kontroll-siRNA oder siRNA gegen TAF15 transfiziert wurden, wiesen
48 h nach der Transfektion alle eine positive Anti-CD55 (1:1000) Bindung auf.
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48 h nach erfolgter Transfektion konnte bei den Kontrollansatzen, die wahrend der
FACS-Analyse mit BARB-4 Antikorper inkubiert wurden, eine deutliche Verschiebung
der Fluoreszenzintensitat nachgewiesen werden. Diese Verschiebung basiert auf der
Bindung des BARB-4 Antikorpers an sein Zielprotein auf der Zelloberflache. Bei den
mit TAF15 siRNA transfizierten Zellen war mit BARB-4 keine deutliche Verschiebung
der Fluoreszenzintensitat erkennbar. Dies deutet auf einen Bindungsverlust des
Antikoérpers hin. Bei den FACS-Analysen mit dem Anti-CD55 Antikérper konnte in
keinem Ansatz eine Abnahme der Bindung ermittelt werden. Daraus lasst sich
folgern, dass weitere Oberflachenstrukturen der behandelten Zellen durch den
Transfektionsprozess nicht beeintrachtigt wurden. Durch die FACS-Ergebnisse
konnte belegt werden, dass es sich bei TAF15 um ein Zielprotein (Antigen) des
BARB-4 Antikorpers handelt. Eine laborinterne, statistische Auswertung bestatigte
dabei die Signifikanz der FACS-Daten. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung
24 dargestellt.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils positiv gebundener Zellen der
FACS-Analyse . Im Gegensatz zu den Kontrollen ist ein Bindungsverlust des BARB-4 Antikorpers auf
den Zellen, die mit TAF15 siRNA transfiziert wurden, deutlich zu erkennen und betragt etwa 40%
(oben). Mit dem CD55 Antikérper konnten keine nennenswerten Unterschiede zwischen den
einzelnen Ansatzen detektiert werden (unten). *p < 0,05
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FUr die Berechnung der Signifikanz wurde ein t-Test fUr unabhangige Stichproben
verwendet. Die Analyse wurde mit der statistischen Software R durchgeflhrt und
graphisch in EXCEL (Microsoft) dargestellt [155]. Die Berechnung flr die Mittelwerte
der Kontroll-siRNA und der siRNA gegen TAF15 ergab einen p-Wert von p < 0,05.
Die BARB-4 Bindung wurde um etwa 40% reduziert.

Versuche mit transfizierten BxPC-3 Zellen, bei denen Zytospinpraparate
immunhistochemisch gefarbt wurden, bestatigten die Ergebnisse der FACS-Analyse.
In allen Kontrollen war 48 h nach der Transfektion eine deutliche Braunfarbung zu
erkennen. Die mit siRNA gegen TAF15 transfizierten Zellen wiesen im Gegensatz
dazu einen Intensitatsverlust dieser Braunfarbung auf. Die blasse Farbung resultiert
aus dem Bindungsverlust des BARB-4 Antikorpers an sein Antigen TAF15. Die

Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse sind in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Immunhistochemische Analyse mit BARB-4 Antikorper auf transfizierten
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3). Unbehandelte Zellen und Zellen, die mit der Kontroll-siRNA
(Silencer® negative control siRNA) transfiziert wurden, sowie Mocktransfektanten wiesen 48 h nach
der Transfektion eine positive BARB-4 (100 pg/ml) Bindung auf. Hingegen konnte ein Bindungsverlust
(schwachere Farbung) bei den Zellen, die mit siRNA gegen TAF15 transfiziert waren, nachgewiesen
werden.
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3.4 Uberexpression von TAF15

3.4.1 Nachweis der Uberexpression in Tumorgewebe auf mMRNA-Ebene

FUr die Analyse der TAF15 Expression auf mRNA Level wurde Gesamt-RNA aus
malignem und nicht-malignem Lungengewebe isoliert, in cDNA translatiert und mit
spezifischen Primern flir TAF15 und GAPDH amplifiziert. Das konstitutiv exprimierte
house keeping-Gen GAPDH wurde hierbei als interner Standard verwendet und
ermoglichte somit einen semiquantitativen Vergleich der Expressionslevel von TAF15
MRNA in malignem und nicht-malignem Gewebe. Im Vergleich zu gesundem
Gewebe konnte auf Tumorgewebe eine erhdhte Expression von TAF15 mRNA

nachgewiesen werden. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 26 dargestellit.

TAF15

Malignes Gewebe] | Nicht-malignes
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Abbildung 26: Semiquantitative PCR. Gesamt-RNA von malignem und nicht-malignem
Lungengewebe wurde isoliert und revers transkribiert. Die Expression von GAPDH mRNA wurde als
interner Mengenstandard verwendet. Als Negativkontrolle wurde eine Probe mitgeflihrt, die keine
cDNA enthielt (nicht abgebildet). Zur Abschatzung der Fragmentgroflien wurde ein 100 bp
Langenstandard verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte durch ein 1,5%iges
Agarosegel mit anschlielender Ethidiumbromid-Detektion. Dargestellt sind die Amplifikate des TAF15
(548 bp) und der internen Kontrolle GAPDH (380 bp). In malignem Gewebe ist dabei eine starkere
TAF15-Bande zu erkennen als in nicht-malignem Gewebe.

3.4.2 Nachweis der Uberexpression in Tumorzellen auf Proteinebene

Die Uberexpression von TAF15 wurde in einem weiteren Versuch auf der
Proteinebene untersucht. Die Proteinexpression von TAF15 in malignen und nicht-
malignen Zellen wurde mittels Western Blot analysiert. Hierfir wurden Zelllysate aus

der jeweils identischen Anzahl an BxPC-3 Zellen und frisch isolierten Lymphozyten
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hergestellt, die anschlieBend mit Anti-TAF15 Antikorper im Blot analysiert wurden.
Fur die Analyse wurde mit Hilfe von Membranlysepuffer ein Gesamtzellextrakt
angefertigt, welcher sowohl intrazellulare als auch membrangebundene Proteine
beinhaltete. Die malignen Zellen (BxPC-3) wiesen dabei im Vergleich zu den nicht-
malignen Zellen (Lymphozyten) eine deutlich starkere 78 kDa Bande auf (siehe
Abbildung 27). Dies ist auf eine hohere Proteinexpression von TAF15 in Tumorzellen

zuruckzufiihren.

©
o
=
5
s 85—
o - TAF15
s 70 —>
2
2
o)
2 t ¢
Maligne Zellen Nicht-maligne Zellen
(BxPC-3) (Lymphozyten)

Abbildung 27: Western Blot-Analyse mit Anti-TAF15 Antikorper auf Zelllysaten. Die
Proteinexpression von TAF15 wurde fir maligne (BxPC-3) und nicht-maligne Zellen (Lymphozyten)
bestimmt. Hierfir wurden Zelllysate mit Hilfe von Membranlysepuffer aus der jeweils identischen
Anzahl (1,2x10%) an Zellen hergestellt. Nicht-l6sliche Bestandteile wurden abzentrifugiert
(13.000 upm, 5 min). Die Lysate wurden so aufkonzentriert, dass sie in eine Geltasche passten.
Anschlielend wurden sie mit Anti-TAF15 Antikorper (3 pg/ml, AVIVA Systems Biology) im Blot
analysiert. Dabei wiesen die malignen Zellen eine starkere Bande als die nicht-malignen Zellen auf.

Eine Uberexpression von TAF15 in malignem Ausgangsmaterial (Zellen bzw.
Gewebe) konnte somit einerseits auf Proteinebenebene als andererseits auch auf
MRNA-Ebene (siehe Abschnitt 3.4.1) nachgewiesen werden. Aufgrund der
exklusiven Expression der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen TAF15 Variante in
Tumorzellen, wurde dieser Versuch auch zur Untersuchung einer eventuellen
tumorspezifischen Modifikation herangezogen. Mit Hilfe von Western Blot-Analysen
konnen prinzipiell bestimmte Modifikationen von Proteinen (z.B. groRere Glykoside)
detektiert werden. Hierfur ist jedoch ein enormer Groflenunterschied zwischen der
modifizierten und nicht-modifizierten Form des Proteins (mindestens im kDa Bereich)
erforderlich, um einen eventuellen Unterschied in der Bandenhdhe detektieren zu

konnen. Da in diesem Versuch jedoch sowohl die Bande des Zellextraktis aus
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malignen Zellen als auch die Bande des Zellextrakts aus nicht-malignen Zellen bei
78 kDa auf exakt der gleichen Hohe liegen, kénnen keine Rulckschlisse bezuglich
einer tumorspezifischen Modifikation gezogen werden. Mit Hilfe dieser Untersuchung
konnen zwar extrem grof3e, tumorspezifische Modifikationen ausgeschlossen
werden, jedoch konnte nicht gezeigt werden, dass eine Modifikation definitiv
vorhanden oder auszuschlie3en ist. In den nachfolgenden Abschnitten werden daher
weitere Analysen beschrieben, welche die BARB-4 bindende TAF15 Variante naher

charakterisieren und auf mogliche Modifikationen untersuchen.

3.5 Vergleich des BARB-4 Antigens mit dem TAF15 Wildtyp

TAF15 ist ein ubiquitar vorkommendes Protein, welches normalerweise aufgrund
seiner Zellfunktion im Zytoplasma und Nukleus lokalisiert ist [183]. Western Blot-
Analysen aus Tumorzell- und Lymphozytenlysat bestatigen, dass auch normale
Zellen TAF15 Protein enthalten. Da der BARB-4 Antikorper jedoch nur das TAF15
Protein von Tumorzellen bindet, muss ein gewisser Unterschied zwischen dem
TAF15 in normalen Zellen und dem auf Tumorzellen existieren. Im Verlauf dieser

Arbeit wurden diesbezlglich mehrere Aspekte Uberpruft.

3.5.1 Vergleich des BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorperepitops

Wie bereits durch FACS- und Western Blot-Analysen gezeigt, bindet neben dem
BARB-4 auch der Anti-TAF15 Antikérper an das auf der Zellmembran von
Tumorzellen exprimierte TAF15. Mit Hilfe eines Kompetitionsversuchs wurde
analysiert, ob es sich bei den Epitopen der Antikdrper um dieselben oder um
verschiedene Bindungsstellen handelt. Hierfur wurde aufgereinigter Membranextrakt
aus BxPC-3 Zellen fur eine Western Blot-Analyse vorbereitet. Vor der Inkubation mit
dem jeweiligen Primarantikorper wurden die einzelnen Ansatze entweder mit
BARB-4 oder mit dem Anti-TAF15 Antikorper abgesattigt. Sofern beide Antikdrper um
die gleiche Bindungsstelle konkurrieren, sollten die Bindungsstellen schon besetzt

sein. Nach dem Entwickeln der Blot-Ansatze war keine Reduktion in der Intensitat
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der 78 kDa Banden erkennbar (Abbildung 28). Daraus lasst sich schlie3en, dass
durch die Vorinkubation mit dem jeweils anderen Antikérper keine Blockade der
Bindungsstellen eintrat und die Antikdrper an unterschiedliche Stellen des Antigens

binden.

'

o

= BARB-4 Anti-TAF15

e

O

'S 85 =—p |

o |

2 70— I

g t 1 t 1

% Nicht Vorinkubiert Nicht Vorinkubiert

s : : mit inkubiert mit
vorinkubiert Anti-TAF15 vorinkubie BARB-4

Abbildung 28: Kompetitions-Analyse. Western Blots mit den Antikérpern BARB-4 (300ug/ml) und
Anti-TAF15 (3ug/ml, AVIVA Systems Biology) auf gereinigten Membranproteinextrakten der Zelllinie
BXPC-3. Durch eine Vorinkubation mit dem jeweilig anderen Antikdrper konnte weder eine Hemmung
der Antikérperbindung von BARB-4 noch von Anti-TAF15 detektiert werden.

3.5.2 Lokalisation des BARB-4 Antigens und des TAF15-Wildtyps

3.5.2.1 Vergleich von FACS-Analysen auf Tumorzellen und gesunden Zellen

FACS-Analysen mit BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper auf Tumorzellen haben
bereits gezeigt, dass das TAF15 Protein auf der Oberflache von malignen Zellen
lokalisiert ist (siehe Abschnitt 3.3.2). Um die Expression des TAF15 Proteins auf der
Zellmembran von nicht-malignen Zellen zu untersuchen, wurden FACS-Analysen mit
BARB-4 und Anti-TAF15 Antikérper auf gesunden Zellen (Lymphozyten)
durchgefuhrt, die fir den Versuch frisch isoliert vorlagen. Zur Kontrolle der
Bindungsspezifitat wurden die jeweiligen Isotypen (ChromPure IgG, Mouse IgG)
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente ein Anti-CD45 Antikorper, der gegen das auf
Lymphozyten vorkommende CD45 Zelloberflachenmolekill gerichtet ist. Er wurde
dabei zum Uberprifen der Unversehrtheit der Zelloberflachenproteine verwendet.
Die Ergebnisse der Analyse waren bei BARB-4 und Anti-TAF15 gleich. Keiner der
beiden Antikdrper hatte im Vergleich mit den Isotypkontrollen auf den nicht-malignen

Zellen gebunden. Dies deutet darauf hin, dass TAF15 nicht auf der Zellmembran der
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gesunden Zellen vorhanden ist. Im Gegensatz dazu war eine deutliche Bindung des
Anti-CD45 Antikoérpers erkennbar. In Abbildung 29 ist das Ergebnis der Analyse
dargestellt.
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Abbildung 29: Histogramme der FACS-Analysen mit den Antikorpern BARB-4 und Anti-TAF15
auf nicht-malignen Zellen (Lymphozyten). Fur die Zellen wurde Anti-CD45 (1:50) als
Positivkontrollen verwendet. Als Negativkontrolle wurden die jeweiligen Isotypen der Primarantikorper
verwendet. Sowohl BARB-4 (300 upg/ml) als auch Anti-TAF15 Antikérper (30 pg/ml, Santa Cruz
Biotechnology) zeigten bezogen auf die Isotypkontrolle keine positive Bindung auf den Lymphozyten.

Das Bindungsverhalten des BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorpers auf Tumorzellen
und nicht-malignen Zellen, welches mittels FACS-Analysen nachgewiesen wurde,
liefert somit einen entscheidenden Unterschied zwischen der TAF15 Lokalisation in
Tumorzellen und gesunden Zellen. Das Fehlen des TAF15 Proteins auf der
Zelloberflache von normalen Zellen verhindert die Bindung durch die entsprechenden
Antikérper. Die Lokalisation ist jedoch hochstwahrscheinlich nicht das
ausschlaggebende Kriterium, fur die Tumorspezifitat. In immunhistochemischen
Analysen ist es den Antikorpern theoretisch auch mdoglich intrazellular zu binden. Es
konnte jedoch keine Bindung des BARB-4 Antikorpers auf den untersuchten
Normalgeweben nachgewiesen werden, obwohl das TAF15 Protein ubiquitar
vorkommt. Dies deutet darauf hin, dass der Antikérper BARB-4 den TAF15 Wildtyp
nicht erkennt und ein Unterschied zwischen dem TAF15 Wildtyp und dem

TAF15BARB-4  existieren muss. Eine tumorspezifische Modifikation des TAF15,
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welches durch BARB-4 erkannt wird, ist deshalb sehr naheliegend. Ob das TAF15
Protein, das auf der Zellmembran von Tumorzellen exprimiert wird, eine
tumorspezifische Modifikation aufweist, wurde daher in weiteren Analysen

untersucht.

3.5.2.2 Koexpression des BARB-4 Antigens mit dem TAF15-Wildtyp

Um die Lokalisation des BARB-4 Antigens (TAF15BARB-4) und des TAF15-Wildtyps
in den einzelnen Zellkompartimenten besser vergleichen zu konnen, wurden
Paraffinschnitte von malignem und nicht-malignem Pankreasgewebe mit den
entsprechenden Antikérpern immunhistochemisch gefarbt (siehe Abbildung 30). Aus
der Farbung ging hervor, dass der BARB-4 Antikorper, wie bereits in Abschnitt 3.1.1
beschrieben, nicht an Normalgewebe bindet, jedoch an die Zellmembranen und im
Zytoplasma des Tumorgewebes. Im Gegensatz dazu bindet der Anti-TAF15
Antikorper bei Normalgewebe in den Zellkernen sowie bei Tumorgewebe in den
Zellkernen, dem Zytoplasma und auf der Membran. Dies zeigt, dass das TAF15
Protein auch im Normalgewebe vorhanden ist, jedoch in einer Form, die der BARB-4
Antikorper nicht erkennt und die, wie vorherige FACS-Analysen bestatigen, nicht auf
der Zellmembran lokalisiert ist, sondern im Nukleus. Dieser TAF15-Wildtyp existiert
auch in den Zellkernen von Krebszellen und belegt somit eine Koexpression des
BARB-4 Antigens mit dem TAF15-Wildtyp in Krebszellen. In dem Versuch wurde
aullerdem gezeigt, dass der Anti-TAF15 Antikorper in der Lage ist beide
Proteinvarianten zu erkennen. Da Proteine in pathologisch veranderten Zellen haufig
modifiziert sind, ist dies auch fur das TAF15 BARB-4 wahrscheinlich.

Das Vorkommen des TAF15 im Zellkern und Zytoplasma von nicht-malignen Zellen
konnte bereits in der Vergangenheit beobachtet werden und ist unter anderem auf
seine Funktion bei der Transkription, dem mRNA Transport und dem Spleil’en
zuruckzufihren. Hierbei ist das Verteilungsmuster zwischen Nukleus und Zytoplasma
des Proteins abhangig von der jeweiligen Zellart [183]. Die Lokalisation von
tumorspezifischem TAF15 auf der Zellmembran wurde bis jetzt noch nicht
beschrieben.

In einer vorherigen Western Blot-Analyse mit Zelllysaten aus malignen und nicht-

malignen Zellen konnte in beiden Ansatzen eine Bande von 78 kDa nachgewiesen
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werden (siehe Abschnitt 3.4.2). Dies legt nahe, dass es sich bei der vorhandenen
Modifikation um eine Veranderung handelt, die mit dieser Analysenmethode nicht

detektiert werden kann.
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Abbildung 30: Immunhistochemische Analyse auf malignem und nicht-malignem
Pankreasgewebe. Fir die Untersuchung wurden die Gewebe sowohl mit BARB-4 (100 ug/ml) als
auch mit Anti-TAF15 (1:25; GeneTex) gefarbt. Es konnte hierbei beobachtet werden, dass Anti-TAF15
sowohl Normalgewebe als auch malignes Gewebe erkennt, wahrend der BARB-4 nur auf malignem
Gewebe bindet.

Um die Koexpression von TAF15BARB-4 ynd dem TAF15 Wildtyp weiter zu
bestatigen, wurde eine Fluoreszenzmikroskopie-Analyse durchgefuhrt. Hierfur
wurden Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) simultan mit Anti-TAF15 und BARB-4
Antikorper inkubiert. Zur Detektion der Antikorperbindung wurden entsprechende,
fluoreszenzgekoppelte Sekundarantikdrper verwendet, welche entweder den
Fluoreszenzfarbstoff Cy3 (Sekundarantikorper fur BARB-4) oder FITC
(Sekundarantikorper flr Anti-TAF15) enthielten. Isotypkontrollen wurden verwendet,
um unspezifische Bindungen auszuschlieBen. Das Ergebnis ist in Abbildung 31
dargestellt. An den fluoreszenzmarkierten Zellen war gut zu erkennen, dass der Anti-
TAF15 Antikdrper sowohl intra- als auch extranuklear bindet, wahrend der BARB-4

nur aullerhalb des Zellkerns binden konnte. Die beiden Antikérper lagen dabei
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extranuklear kolokalisiert vor. Dies ist deutlich an den orangegelben Stellen zu
erkennen, die durch eine Uberlagerung beider Fluoreszenzen zustande kamen. Bei
den Isotypkontrollen ist die Fluoreszenz deutlich schwacher. Daher ist von einer
spezifischen Farbung des BARB-4 und TAF15 Antikorpers auszugehen. Die
Fluoreszenzmikroskopie-Analyse bekraftigt somit das Ergebnis
immunhistochemischer Untersuchungen mit BARB-4 und Anti-TAF15 auf Tumor- und
Normalgewebe. Sowohl die immunhistochemischen Farbungen als auch die
simultane Immunfluoreszenz-Analyse deuten dabei auf eine Koexpression von
TAF15BARB-4 ynd dem TAF15 Wildtyp in Tumorzellen hin.

Isotypkontrollen BARB-4 Anti-TAF15 BARB-4 / Anti-TAF15

Abbildung 31: Simultane Immunfluoreszenzanalyse mit BARB-4 und Anti-TAF15 Antikorper auf
permeabilisierten Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3). Die Zellen wurden auf Objekttragern fixiert
(5% Formaldehyd) und permeabilisiert (0,1% Triton X-100 in PBS), bevor sie mit Primar- und
entsprechenden fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorpern inkubiert wurden. Die Abbildung zeigt
die Farbungen mit BARB-4 (10 ug/ml; Sekundarantikérper Cy3-gekoppelt), AntiTAF15 (3 ug/ml;
Sekundarantikérper FITC-gekoppelt) sowie eine Uberlagerung beider Fluoreszenzen. Als
Isotypkontrollen wurden humaner ChromPure IgG sowie Rabbit IgG in den entsprechenden
Konzentrationen verwendet. Es ist eine deutliche Kolokalisation von BARB-4 und TAF15 auf3erhalb
des Nukleus zu erkennen.

3.5.3 Sequenzvergleich der TAF15 cDNA aus Tumorzellen mit dem Wildtyp

Um zu Uberprifen, ob die Veranderung der tumorspezifischen TAF15 Variante auf
der DNA-Ebene liegt, wurde eine Sequenzierung durchgeflhrt. Fur die Sequenz-
Analyse wurde Gesamt-RNA aus Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) isoliert, in cDNA
translatiert und mit einem spezifischen Primerpaar fur TAF15 komplett amplifiziert.
Da fUr diesen Versuch eine Proofreading Taq Polymerase verwendet wurde, musste
vor dem anschlieRenden TopoCloning ein A-Uberhang am 3 Ende der DNA
angebracht werden. Das TAF15 DNA-Fragment (Volllange) wurde in einen

Expressionsvektor eingeschleust. In diesem wurde es anschlieBend in kompetente
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Escherichia coli Bakterien transformiert und vermehrt. Einzelne Bakterienkolonien
wurden nachfolgend analysiert, um herauszufinden, welche Zellen ein Plasmid mit
dem gewdilnschten Insert enthalten. Hierfir wurde der Expressionsvektor mittels
peqgGold Plasmid Miniprep Kit aus den Bakterienzellen isoliert und wie in Abschnitt
2.6.11 beschrieben mit dem Restriktionsenzym Xbal verdaut. Die Sequenzierung des
positiven Plasmids wurde anschlielend direkt durchgefihrt. Die ermittelte
Nukleotidsequenz fur TAF15 wurde danach mit der theoretischen Sequenz des
TAF15 verglichen. Hierbei wurde festgestellt, dass es sich um die Isoform 1 des
TAF15 handelt. Es konnten aulRerdem Punktmutationen in der DNA-Sequenz
festgestellt werden, die sich beim Ubersetzen in die Aminoséaurensequenz allerdings

als stille Mutationen erwiesen und somit als mdgliche Veranderungen wegfallen.

3.5.4 Analyse von TAF15BARB-4 qyf posttranslationale Glykosilierung

Maligne  Transformationen in Zellen bewirken haufig posttranslationale
Modifikationen in Form einer Veranderung des Oligosaccharidmusters spezifischer
Proteine [187]. Diese sogenannten Proteinglykosylierungen konnen dabei in sehr
vielfaltigen Variationen vorliegen. Man unterscheidet zwischen O-Verknupfungen, die
meist an Threonin- oder Serinresten vorkommen, und den N-Verknipfungen, die an
Argininresten zu finden sind [139]. Innerhalb der Arbeitsgruppe konnten fur die
meisten Zielproteine der tumorspezifischen IgM Antikdrper Zuckermodifikationen
nachgewiesen werden. So bindet beispielsweise der SAM-6 Antikorper an ein O-
Carbohydrat Epitop, wahrend der SC-1 an ein N-verknUpftes Glykosid bindet [122,
138].

Das TAF15 Protein wurde daher mittels ExPASy (Expert Protein Analysis System),
dem proteomic server des Schweizer Instituts fur Bioinformatik (Swiss Institute of
Bioinformatics; www.expasy.org), auf theoretisch mdgliche Glykosilierungsstellen
untersucht. Mit den beiden Tools NetNGlyc und NetOGlyc wurde das Protein anhand
der Proteinsequenz auf theoretisch mdgliche N- und O-Glykane analysiert. Hierbei
ergaben sich vier mogliche Glykosilierungsstellen fur N-Carbohydrate, jedoch keine
fur O-Carbohydrate. An Position 49 (NYSG), 155 (NYSH), 233 (NNTI) und 362
(NPDC) der Primarstruktur des TAF15 Proteins sind N-Gykane somit theoretisch
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maglich. Trotz dieser potentiell glykosylierbaren Sequenzmotive sind Proteine, die
keine  Signalpeptide enthalten, der N-Glykosilierungsmaschinerie ziemlich
unwahrscheinlich ausgesetzt. In der Realitat muss eine theoretisch mogliche
Modifikation daher nicht zwangsweise vorhanden sein.

Daher wurde durch eine gezielte Abspaltung von N- und O-Glykosiden experimentell
untersucht, ob der IgG Antikdrper BARB-4 an ein Carbohydrat-Epitop bindet. Fir die
Analyse wurden, wie in Abschnitt 2.5.10 beschrieben, Western Blot-Analysen mit
aufgereinigten Membranextrakten aus Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) angefertigt,
welche anschlieRend mit den Antikérpern BARB-4 und Anti-TAF15 immunologisch
detektiert wurden (siehe Abbildung 32). Das Antigen liegt bei dieser Analyse in seiner
Primarstruktur vor und ist hierdurch fur die beiden Antikdrper gut zuganglich. Aus der
Untersuchung war ersichtlich, dass weder die Inkubation mit N- noch mit O-
Glykosidase die Bindung des BARB-4 Antikorpers beeinflusst. In beiden,
enzymbehandelten Ansatzen wies die TAF15 Antigenbande (78 kDa) nach BARB-4
Inkubation die gleiche Intensitat auf wie die entsprechende Bande des
unbehandelten Extrakts (siehe Abbildung 32, links). Das gleiche Ergebnis ergab die
Analyse mit dem Anti-TAF15 Antikorper. Auch hier waren keine Unterschiede in der
Bindungsstarke des Antikorpers bei den glykosidasebehandelten Ansatzen und dem
unbehandelten Extrakt zu sehen (siehe Abbildung 32, rechts). Eine weitere wichtige
Entdeckung konnte durch die im BARB-4 Blot vorhandene 52 kDa Bande der
schweren Kette des BARB-4 Antikorpers gemacht werden. Durch das Saulenbluten
bei der affinitdtschromatographischen Aufreinigung gelangte BARB-4 Antikorper in
das Eluat des gereinigten TAF15 Proteins. Die schwere Bande des Antikdrpers
wurde durch den im Blot verwendeten Zweitantikorper sichtbar. Ein weiterer Blot, bei
dem nur Sekundarantikorper zur Detektion verwendet wurde, beweist, dass es sich
bei der 52 kDa Bande eindeutig um ein Antikorperfragment handelt (nicht
abgebildet). Im Ansatz mit N-Glykosidase war deutlich zu erkennen, dass diese
starke Antikorperbande mit dem Enzym reagiert hatte und sich unterhalb dieser
Bande noch eine weitere Bande bildete. Dies ist darauf zurtickzufuhren, dass IgG1
Antikorper wie BARB-4 N-Zucker enthalten [188-189]. Das Ergebnis der Western
Blot-Analyse zeigt somit nicht nur, dass der BARB-4 Antikérper nicht an ein N-
Glykosid oder O-Glykosid bindet, sondern auch, dass BARB-4 ein N-Carbohydrat an
der schweren Kette besitzt. Eine N-glykosidische Verzuckerung des TAF15 kann mit

Hilfe dieser Analyse zwar nicht ganzlich ausgeschlossen werden, jedoch belegte die
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experimentelle Untersuchung, dass das Epitop des BARB-4 Antikdrpers kein N-
Carbohydrat ist.

BARB-4 Anti-TAF15
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Abbildung 32: Western Blots der BARB-4 und TAF15 Antikérper auf gereinigtem
Pankreaskarzinomzellextrakt (BXPC-3) nach Aufschluss mit N-und O-Glykosidase. Als Kontrolle
(Pufferkontrolle) wurde ein Ansatz ohne Enzym, aber mit Reaktionspuffer verwendet. Bei einer
Ausgangskonzentration von 3 mg/ml Protein wurden 3U N- Glykosidase F (Roche Diagnostics) bzw.
1,5 mU O-Glykosidase (Roche Diagnostics) eingesetzt. Beide Antikdrper binden nach der N-und O-
Deglykosylierung weiterhin an das Ziel-Protein. Die lasst darauf schlieRen, dass der Antikorper
BARB-4 weder an ein N- noch an ein O-Carbohydrat bindet. Die etwa 52 und 48 kDa groften Banden
in Western Blot-Analysen mit BARB-4 Antikorper konnten als Antikérperfragmente identifiziert werden.
Dies gelang mit Hilfe eines weiteren Blots, bei dem nur Sekundarantikdrper verwendet wurde (nicht
abgebildet). BARB-4 gelangte durch Saulenbluten bei der affinitdtschromatographischen Aufreinigung
in den Membranextrakt und konnte bei der Detektion so in dem abgebildeten Blot (links) mit erfasst
werden. Die 48 kDa Bande im mit N-Glykosidase behandelten BARB-4 Ansatz belegt aulRerdem, dass
der Antikérper BARB-4 einen N-Zucker an der schweren Kette aufweist, welcher durch den Zusatz der
entsprechenden Glykosidase abgespalten wurde.

3.5.5 Das potentielle BARB-4 Target

Das TAF15 Protein konnte, wie bereits in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, auf der
Zelloberflache von Krebszellen mittels FACS-Analyse nachgewiesen werden. Hierflr
wurde ein Antikérper verwendet, der nahe am N-Terminus bindet (Santa Cruz
Biotechnology).

Bei Membranproteinen existieren unterschiedliche Verankerungsmaoglichkeiten. Sie
konnen entweder als integrales Protein in die Membran eingelagert sein, oder als

peripheres Protein auf der Oberflache aufgelagert vorkommen. Zu den integralen
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Membranproteinen zahlen unter anderem die Transmembranproteine, welche eine
oder mehrere Transmembrandomanen enthalten und die Membranschicht
durchspannen [190]. Meist befindet sich ihr N-Terminus auf der extrazellularen Seite,
wahrend der C-Terminus intrazellular vorliegt. Der extrazellulare Proteinteil ist dabei
haufig modifiziert (z.B. Kohlenhydratrest). Periphere Membranproteine durchlaufen
die Membran nicht. Sie assoziieren mit der Membranoberflache. Hierbei sind die
peripheren Membranproteine entweder indirekt Uber integrale Proteine oder direkt
uber die polaren Kopfgruppen der Membranlipide gebunden. Es befindet sich dabei
sowohl der N- als auch der C-Terminus auf der extrazellularen Seite der Membran
[190].

FACS-Analysen mit dem Anti-TAF15 Antikérper (Santa Cruz Biotechnology)
bestatigen die extrazellulare Lokalisation des TAF15 N-Terminus. Um die
Lokalisation des C-Terminus naher bestimmen zu konnen, wurde ebenfalls eine
FACS-Analyse mit einem Anti-TAF15 Antikorper (Bethyl Laboratories) durchgefihrt,
der gegen eine Peptidsequenz am C-terminalen Ende des Proteins bindet. Dieser
Antikérper zeigte kein positives Bindungsverhalten auf der Zelloberflache der
Tumorzellen. Eine intrazellulare FACS-Analyse mit permeabilisierten Tumorzellen
(siehe Abschnitt 2.7.1.3) belegte jedoch, dass es dem Antikdrper prinzipiell mdglich
ist in FACS-Analysen zu binden. Folglich liegt das negative Bindungsverhalten des
Antikoérpers an die Tumorzellmembran nicht an seiner fehlenden Funktionsfahigkeit
in diesem Analyseverfahren. Es ist daher naheliegend, dass der C-Terminus des
extrazellular lokalisierten TAF15 Proteins fur diesen Antikdrper nicht zuganglich ist.
Dies kann daran liegen, dass sein C-terminales Ende entweder im Zytosol
(intrazellular) liegt oder eine Bindung aus sterischen Grinden nicht zustande
kommen kann. Letzteres ist z.B. dann der Fall, wenn das besagte C-terminale Ende
in der Lipidschicht verankert ist und kein oder nur ein kleines Stlck davon auf der
extrazellularen Seite herausragt. Eine alternative Erklarung ist, dass durch eine
periphere, extrazellulare Anhaftung an die Zellmembran oder ein anderes
Membranprotein der C-Terminus und somit die Antikorperbindestelle blockiert ist
(siehe Abbildung 33).

Daher wurden zusatzlich zur experimentellen Analyse des BARB-4 Antigens auch
theoretische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierfir wurden verschiedene Software-
Programme, welche auf dem Proteomic Server des Schweizer Instituts fur

Bioinformatik (Swiss Institute for Bioinformatics; www.expasy.org) zur theoretischen
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Analyse von transmembranaren Helices zur Verfugung stehen, fir die Ermittlung
eventueller transmembranarer Regionen des TAF15 Proteins verwendet. Das zur
theoretischen Analyse verwendete HMMTOP (Hidden Markov Model Topology
Program) beruht auf dem Hidden Markov Model, welches Vorhersagen uber die
Topologie transmembranarer Proteine trifft. Das Programm konnte hierbei einen
extrazelluldaren N-Terminus und einen intrazellularen C-Terminus ermitteln, was die
Annahme eines transmembranaren TAF15 Proteins bekraftigt. Zusatzlich konnte im
Bereich des RRM (RNA recognition motif) von den Aminosauren 244 bis 260 eine
potentielle transmembranare Helix ermittelt werden.

Es existieren allerdings auch theoretische Analysenprogramme, mit denen bei
TAF15 kein transmembranarer Bereich nachgewiesen werden konnte. Hierzu zahlt
beispielsweise TMHMM2.0 (Tied Mixture Hidden Markov Model) oder TMpred
(Predicition of Transmembrane Regions and Orientation). Das TMHMMZ2.0 basiert
ebenfalls auf dem Hidden Markov Model, wahrend das TMpred Program sowohl
Vorhersagen Uber transmembranare Proteinregionen sowie deren Ausrichtung liefern
kann. Die Berechnungen des TMpred Programms basieren dabei auf statistischen
Analysen der TMbase, einer Datenbank aus natiurlich vorkommenden
Transmembranproteinen. Durch die unterschiedlichen Vorhersagen der einzelnen
Programme liefern die theoretischen Untersuchungen daher keine weiteren
Anhaltspunkte fur die Anordnung des TAF15 auf der Zelloberflache. So koénnte
TAF15 sowohl als transmembranares als auch als peripheres Membranprotein
vorliegen.

Die schematische Darstellung des potentiellen BARB-4 Antigens ist in Abbildung 33
zusammengefasst. Bei dieser extrazellularen Variante des TAF15 Proteins handelt
es sich hochstwahrscheinlich um eine modifizierte Form des Wild-Typ Proteins. Die
Expression dieser Variante ist tumorspezifisch, d. h. sie ist spezifisch auf der
Oberflache von Tumorzellen zu finden, jedoch nicht auf der Zelloberflache von

gesunden Zellen.
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des potentiellen BARB-4 Antigens. Fur
Untersuchungen zur Verankerung des TAF15 auf der Zellmembran wurden FACS-Analysen mit Anti-
TAF15 Antikérpern (30 ug/ml) gegen das C- und N-terminale Ende des Proteins auf
Pankreaskarzinomzellen (BxPC-3) durchgefiihrt (A). Im N-terminalen Bereich des Proteins konnte
eine Bindung nachgewiesen werden. Hingegen konnte am C-terminalen Ende keine Bindung
beobachtet werden (Mitte). Die Funktionsfahigkeit des Antikdrpers gegen den C-Terminus wurde bei
einer intrazelluldaren FACS-Analyse bestatigt (links). Die Ergebnisse bestatigten einen extrazellular
lokalisierten N-Terminus. Wie die Lokalisation des C-terminalen Endes genau aussieht, konnte mit
Hilfe der experimentellen und theoretischen Analysen nicht eindeutig geklart werden.

Das TAF15 Protein (rechts) besteht aus einem SYQG-reichen N-Terminus, einem RNA-
Erkennungsmotiv (RNA recognition motif, RRM), einem Zinkfinger und einer RGG-reichen Region am
C-Terminus. Das TAF15BARB-4 Protein auf der Oberflache von Tumorzellen kénnte sowohl als
transmembranéares (B), als peripheres, direkt mit der Membran assoziiertes (C) oder als indirekt Uber
ein Membranprotein assoziiertes (D) Protein vorliegen.
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4.1 Der Antikorper BARB-4

41.1 Eigenschaften und Funktionen des BARB-4 Antikorpers

Der IgG Antikérper BARB-4 wurde mittels humaner Triomatechnologie aus einem
Patienten mit Magenkarzinom isoliert. Sein Bindungsverhalten wurde anschlie3end
innerhalb dieser Arbeitsgruppe immunhistochemisch analysiert. Hierfir wurden
Farbungen auf mehreren, unterschiedlichen Tumor- und Normalgeweben
durchgefiihrt. Die Untersuchung zeigte hierbei eine tumorspezifische Reaktivitat des
Antikorpers. BARB-4 reagierte spezifisch mit malignem Gewebe, jedoch nicht mit
gesundem Gewebe.

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Identifizierung und Charakterisierung des
BARB-4 Antigens. FACS-Analysen bestatigten dabei die Lokalisation des BARB-4
Antigens auf der Oberflache von Tumorzellen. Das Target wurde daher aus
Tumorzellmembranextrakten mittels Affinitatschromatographie aufgereinigt und
anschliefend durch Western Blot-Analysen als etwa 78 kDa grof3e Bande detektiert.
Die entsprechende Proteinbande wurde anschlieBend aus einem Coomassie Gel
ausgeschnitten und durch die Peptidmassen-Figerprint-Methode mit MALD-MS
eindeutig als humanes TAF15 identifiziert.

TAF15 wurde bisher als Protein beschrieben, welches ubiquitar in fetalen und
adulten Geweben vorkommt und dabei im Nukleus und Zytoplasma lokalisiert ist
[183]. Das Verteilungsmuster von TAF15 innerhalb einer Zelle ist nicht Uberraschend,
da es in Prozesse wie die Transkription, das Spleil3en oder den mRNA-Transport
involviert ist, die ausschlieBlich in diesen Kompartimenten stattfinden [182]. Die in
dieser Arbeit isolierte und identifizierte Variante des TAF15 wird jedoch auf der
Oberflache von Tumorzellen exprimiert und von dem tumorspezifischen Antikérper
BARB-4 erkannt. Immunhistochemische Untersuchungen auf Tumor- und
Normalgewebe mit Anti-TAF15 und BARB-4 Antikorper deuteten dabei auf eine
Koexpression von TAF15BARB-4 ynd dem TAF15 Wildtyp in Tumorzellen hin. Im
Gegensatz zu TAF15BARB-4 konnte der TAF15 Wildtyp auch in normalem Gewebe
nachgewiesen werden.

Aulerdem wurden Analysen durchgefuhrt, die die Oberflachenlokalisation des

TAF15 untersuchten. FACS-Analysen auf gesunden Zellen zeigten dabei keine
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Expression des TAF15 Wildtyps auf der Zellmembran. Die tumorspezifische TAF15
Variante wurde im Verlauf dieser Arbeit auf Carbohydrat-Modifikationen untersucht.
Im Unterschied zu vielen IgM Antikorpern besteht das BARB-4 Epitop jedoch nicht
aus einem N- oder O-Carbohydrat.

Ein weiterer interessanter Aspekt des BARB-4 Antikdrpers stellen seine vielfaltigen
Anti-Tumor-Effekte dar. Wie Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten,
kann BARB-4 in Tumorzellen die Proliferation hemmen und Apoptose induzieren.
Des Weiteren wurden zusatzliche Analysen durchgefihrt, die den Einfluss des
Antikdrpers auf Eigenschaften untersuchen, die fir die Tumorgenese und
Metastasierung wichtig sind. Die dabei untersuchte Zellbeweglichkeit ist wichtig fur
die Immigration der Tumorzellen in den Blutstrom, wahrend die Zelladhasion bendtigt
wird, um in neue Gewebebereiche zu invasieren [191]. In den Analysen konnte
nachgewiesen werden, dass BARB-4 sowohl die Tumorzelladhasion als auch die
Tumorzellbeweglichkeit hemmt. TAF15 wurde in der Literatur bereits im
Zusammenhang mit Zelladhasion und Zellausbreitung beschrieben [183]. Das
Protein wurde kolokalisiert mit den entsprechenden Adhasions-/Ausbreitungs-
Initiations-Zenter-Markern (focal adhesion/spreading initiation center markers)
Vinculin, FAK und RACK1 in groRRen cytoplasmatischen Vesikeln in der Nahe der
Zellmembran detektiert [183]. Unsere Ergebnisse bekraftigen somit die Annahme
einer Involvierung in diese Prozesse.

Alle beschriebenen Einflisse des BARB-4 Antikorpers auf Tumorzellen stellen
direkte Effekte dar. Durch seine Tumorspezifitdt und seine vielseitigen, funktionellen
Eigenschaften kdnnte der Antikdrper BARB-4 daher von besonderem Interesse flr

die Tumortherapie und Tumordiagnostik sein.

4.1.2 Der naturliche IgG Antikorper BARB-4

BARB-4 unterliegt als natirlicher Antikdrper keiner Affinitatsreifung und wird somit
der angeborenen Immunabwehr zugeordnet. Die Analyse des humanen, naturlichen,
monoklonalen 1gG Antikdrpers ermdglicht daher neue Einblicke in die innate,
korpereigene Abwehr gegen Tumorerkrankungen 2zu erlangen. Sein IgG
Immunglobulin-Isotyp stellt mit einem Anteil von weniger als 1% eine Minderheit

unter den tumorreaktiven Antikorpern dar, welche stark von den IgM Isotypen
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(> 99%) dominiert werden [123]. In den letzten Jahren wurde diese grol3e Gruppe der
naturlichen, tumorspezifischen IgM Antikorper bereits genauer analysiert. Es
existieren hierdurch etliche Daten, die unter anderem Aufschluss Uber die Spezifitat,
die Funktionen und die Antigene dieser Antikorper geben [41, 54, 104, 122, 127-128,
138]. Dies fuhrte dazu, dass die Rolle der tumorspezifischen IgM Antikdrper in der
angeborenen Immunabwehr mittlerweile gut charakterisiert und besser verstanden
werden konnte. Im Gegensatz dazu ist Uber die Gruppe der tumorspezifischen,
naturlichen IgG Immunglobuline nur wenig bekannt. Der BARB-4 Antikorper stellt
somit eine Besonderheit dar, die dazu beitragen kann, weiter wichtige Erkenntnisse

bezuglich dieser kleinen Untergruppe zu erlangen.

4.2 Innate Immunitat des Menschen

Das menschliche Immunsystem besteht aus zwei unterschiedlichen Teilen, der
angeborenen (innaten) und der erworbenen (adaptiven) Immunitat. Wahrend die
adaptive Immunitat ausschlie3lich bei komplexeren Lebewesen wie den Wirbeltieren
(Vertebraten) vorkommt, ist die innate Immunitat sowohl bei primitiven wie auch bei
hoch entwickelten Organismen vorhanden. Erganzend zur bereits frih vorhandenen,
angeborenen Form der Immunabwehr hat sich die erworbene Immunitat erst spater
entwickelt [38, 55].

Der in dieser Arbeit untersuchte Antikorper BARB-4 gehort, wie bereits in Abschnitt
4.1.2 erwahnt, zur innaten Immunabwehr. Dieser Teil des Immunsystems wird daher
in den folgenden Abschnitten naher erlautert. Abbildung 34 zeigt das Vorkommen der

beiden unterschiedlichen Immunitaten in den entsprechenden Organismen.
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Abbildung 34: Schematische Darstellung des Immunsystems verschiedener Organismen. Die
Grafik wurde nach Prokaryonten (dunkelgrau) und Eukaryonten (hellgrau) unterteilt, wobei die innate
Immunabwehr rot und die adaptive Immunabwehr violett dargestellt wurden.

4.2.1 Bedeutung und Funktionalitat der innaten Immunabwehr

Friher galt die innate Immunitat als unspezifisches System, welches hauptsachlich
zum Verdau von Pathogenen durch phagozytierende Zellen wund zur
Antigenprasentation fur immunkompetente Zellen dient. Neueren Erkenntnissen nach
ist diese ursprungliche Charakterisierung jedoch unzulanglich. Untersuchungen
zeigten, dass die angeborene Immunitat nicht nur die initiale Immunabwehr (first line
defense) darstellt, sondern auch an der Aktivierung der adaptiven Immunitat beteiligt
ist. Die angeborene Immunabwehr kann dabei spezifisch zwischen eigenen (self)
und fremden (non-self) Strukturen unterscheiden [22, 25, 28, 30, 33, 48, 192-193].
Diese Fahigkeit ist vor allem auf bestimmte Oberflachenrezeptoren zurtickzufihren,

die im Verlauf der Evolution erhalten geblieben sind. Diese sogenannten pattern
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recognition receptors (PRRs) werden meist auf der Oberflache unterschiedlicher
Effektorzellen exprimiert, welche der innaten Immunabwehr angehdéren [30, 34, 194-
196]. Sie sind besonders haufig auf antigenprasentierende Zellen (APC), wie z.B.
Makrophagen oder dendritischen Zellen zu finden [197-199]. |hre Spezifitat ist durch
Keimbahngene genetisch festgelegt und kann somit weitervererbt werden. PRRs
unterliegen dabei keiner Affinitatsreifung. Alle Zellen eines bestimmten Zelltyps (z.B.
Makrophagen) sind in der Lage Rezeptoren zu exprimieren, welche die selben
Strukturen erkennen konnen. Einige dieser Zellen koénnen sogar mehrere,
unterschiedliche Rezeptoren exprimieren, die gegen verschiedene Strukturen
gerichtet sind [196].

PRRs wie die Toll-ahnlichen Rezeptoren (Toll-like receptors, TLRs), die Scavenger
Rezeptoren (scavenger receptors, SRs), die C-Typ Lektin Rezeptoren (C-type lectin
receptors, CLRs), die NOD-ahnlichen Rezeptoren (NOD-like receptors, NLRs) und
die PB2-Integrine erkennen pathogene Strukturen Uber hochkonservierte,
charakteristische, molekulare Merkmale (pathogen associated molekular pattern,
PAMP) [33-34, 38, 53, 199-200]. Diese Muster sind spezifisch flr bestimmte
Pathogene. Sie sind essentiell fiir deren Uberleben und kommen im Wirtsorganismus
selbst nicht vor. Es handelt sich dabei nicht um Einzelstrukturen, sondern um
wiederkehrende Muster, die sich im Laufe der Evolution nicht verandert haben. Zu
ihnen zahlen bestimmte Carbohydrat- und Lipidbestandteile, die in Bakterien (z. B.
Lipopolysaccharide und Peptidoglykane) vorkommen sowie koérperfremde
Nukleinsauren aus Viren [196, 201]. PRRs erkennen aber nicht nur Strukturen
korperfremder Erreger, sondern kodnnen neueren Erkenntnissen zufolge auch
endogene Strukturen erkennen, die von gestressten oder pathogen veranderten
Zellen exprimiert werden [202-203]. Die Erkennung des Pathogens flhrt dabei
entweder zur Induktion der =zellularen Signalkaskade oder zur sofortigen
Phagozytose [196]. Die Aktivitat der innaten Immunabwehr ist aullerdem
Voraussetzung flr die Induktion der adaptiven Immunitat [33, 48]. Eine von
antigenprasentierenden T-Zellen unabhangige Aktivierung ermaoglicht der innaten
Immunitat hierbei die schnelle Beseitigung von Pathogenen. Eingedrungene
Mikroorganismen I6sen bereist nach einigen Minuten die ersten Immunreaktionen
aus. Das angeborene Immunsystem ist dabei so wirksam, dass es viele Infektionen

eigenstandig abwehren kann. Es stellt also weitaus mehr als nur eine initiale
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Schutzreaktion dar und ist somit von grof3er Bedeutung fur den menschlichen Korper
[204-206].

4.2.2 Zellulare und humorale Komponenten der innaten Immunabwehr

Die angeborene Immunitat ermdglicht die Elimination von entarteten Zellen oder
Krankheitserregern im humanen Organismus unmittelbar nach erfolgtem Kontakt.
Korperfremde Strukturen werden als potentielles Pathogen erkannt und mit Hilfe
bestimmter Zellen unschadlich gemacht [25-30]. Zu diesen zellularen Komponenten
zahlen unter anderem phagozytierende Zellen wie Makrophagen, Mastzellen,
Granulozyten (insbesondere Neutrophile) sowie dendritische Zellen. Letztere spielen
auch eine Rolle fur die erworbene Immunitat. Durch die Prasentation von
phagozytierten Bakterienbestandteilen auf ihrer Zelloberflache aktivieren sie die T-
Zellen und induzieren das adaptive Immunsystem. Des Weiteren sind naturliche
Killerzellen (NK-Zellen) ein Bestandteil der angeborenen Immunitat. Sie konnen mit
Hilfe bestimmter Rezeptoren (FcR und MHC1-Rezeptoren) pathogene Zellen
erkennen und eliminieren. Zusatzlich zum zellularen Anteil des angeborenen
Immunsystems existierten humorale Komponenten, die unterstlitzend freigesetzt
werden. Hierzu zahlen unter anderem Mediatoren wie Zytokine (z.B. Interferone und
Interleukine), die von bestimmten Immunzellen ausgeschuttet werden und die
Aktivierung und Bereitstellung weiterer Immunzellen bewirken [31, 207]. Ein weiterer
Bestandteil der humoralen, innaten Immunabwehr stellt das Komplementsystem dar.
Es kann durch ein Pathogen Uber unterschiedliche Mechanismen aktiviert werden.
Hierbei kommt es zur Initierung einer Signalkaskade, die zur Ausbildung
transmembranarer Poren (sogenannten membrane attack complexes) und somit zur
Lyse der entsprechenden Zelle fuhren kann. Aktivierte Komplementfaktoren oder
andere humorale Faktoren, wie beispielsweise naturliche Antikdrper, kbnnen auch an
die Oberflache von Fremdpartikeln binden und so deren Erkennung durch eine
gezielte Markierung erleichtern. Diese sogenannte Opsonierung flhrt anschlieRend
dazu, dass Phagozyten diese erkennen und eliminieren [31].

Aufgrund der Vielzahl an Krankheitserregern ist es sehr wichtig, dass der Ablauf der
innaten Immunabwehr schnell und effizient erfolgt. Dies wird durch die eng

miteinander verflochtenen, zellularen und humoralen Faktoren gewahrleistet, die in
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der Lage sind effektiv zusammenzuarbeiten. So schafft es das angeborene
Immunsystem innerhalb von wenigen Stunden Pathogene zu beseitigen und

Infektionen zuverlassig zu bekampfen [204-205].

4.3 Immunogenitat transformierter Zellen

Bei naherer Betrachtung der taglichen Anzahl an sich teilenden Korperzellen
verwundert es nicht, dass bei diesem Prozess oft spontane Mutationen auftreten.
Transformationen gesunder Korperzellen sind daher haufige, sogar alltagliche
auftretende Ereignisse. Um diesen Mutationen entgegen zu wirken und somit
sicherzustellen, dass der menschliche Organismus nicht innerhalb klrzester Zeit von
entarteten Zellen und den daraus resultierenden Tumoren Ubermannt wird, hat sich
im Laufe der Evolution ein Immunsystem entwickelt, das die Manifestierung von
Tumoren verhindert [16-17]. Dieses sogenannte angeborene Immunsystem des
Menschen sorgt daflir, dass Tumorzellen entweder Uber eine komplementaktivierte
Zelltoxizitat oder Uber verschiedene Apoptosemechanismen vernichtet werden
konnen. Hierbei spielen naturliche Antikorper eine grof3e Rolle. Sie zirkulieren im
Blutkreislauf von Tumorpatienten und gesunden Individuen und kénnen auftretende
Zellveranderungen sofort detektieren und eliminieren [41-42, 135, 208].

Die Fahigkeit eine entartete Korperzelle immunologisch zu erkennen, ist dabei auf
ihre Transformation selbst zurtick zu fuhren. Tumorzellen weisen aufgrund ihrer
genetischen Veranderungen Abweichungen von der urspringlichen Zellregulation
und den Zellfunktionen auf, die ihnnen das Uberleben sichern [209]. Es kénnen hierbei
jedoch nicht nur zellulare Prozesse modifiziert werden, sondern auch das
phanotypische Erscheinungsbild der Zelle. Somit kdnnen beispielsweise Proteine,
die in Tumorzellen vorkommen, Modifikationen aufweisen, die in gesunden Zellen
nicht vorhanden sind. Sind diese tumorspezifisch veranderten Molekule dabei auf der
Oberflache der Tumorzelle lokalisiert, kdbnnen sie von der Immunabwehr als fremd
erkannt und eliminiert werden. Solche Veranderungen haben somit nicht nur Vorteile
fur die betroffene maligne Zelle, sondern machen diese auch angreifbar.
Tumorspezifische Modifikationen die mittels natirlicher Antikdrper erkannt werden,
wurden bereits mehrfach in der Literatur beschrieben [40, 122, 128, 138].
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Bereits 50 Jahre nach Ehrlich’s Seitenketten-Theorie postulierten F.M. Burnet und
L. Thomas, dass das Immunsystem maRgeblich an der Uberwachung von Tumoren
beteiligt ist und veranderte Zellen, die bei der Tumorgenese auftreten als fremd
einstufen [44-46]. Ausldser der innaten Immunabwehr sind demnach also nicht nur in
den Organismus eingedrungene Fremdpartikel, sondern auch pathogen entartete
Korperzellen [35, 52-53, 55, 210].

4.4 Charakteristische Eigenschaften natlirlicher Antikorper

Die natlrlichen Immunglobuline bestehen wie die gereiften Antikdrper aus
verschiedenen Subklassen, wobei die meisten der natlrlichen Antikérper der
Immunglobulinklasse M zugeordnet werden kdonnen [54]. Sie spielen eine wichtige
Rolle bei der Bekampfung von entarteten Zellen im menschlichen Organismus. Der
entscheidende Punkt dabei ist, dass natirliche Antikorper ohne eine exogene
Stimulation durch die entsprechenden Antigene im Korper prasent sind. Sie kénnen
daher also nicht nur aus Krebspatienten, sondern auch aus gesunden Probanden
isoliert werden [55]. Die Antikorper werden dabei von einer kleinen Untereinheit der
B-Zellen produziert, den sogenannten B1-Lymphozyten. Diese Zellen unterscheiden
sich von den konventionellen B2-Lymphozyten sowohl funktionell als auch
phanotypisch [52, 55, 132, 211-212].

Die Immortalisierung naturlicher B-Zellen und die Isolierung ihrer Antikorper gelang
mittels humaner Hybridomatechnologie. Unter den direkt aus Menschen isolierten
Immunglobulinen befinden sich tumorspezifische Antikérper, welche hauptsachlich
der IgM Subklasse angehdren. Viele dieser Antikorper sind in der Lage,
tumorspezifische, posttranslationale Modifikationen in Form von
Carbohydratstrkturen zu erkennen. Tumorzellen kbnnen auf diese Weise spezifisch
erkannt und eliminiert werden [17, 47, 55, 211, 213-214]. Vereinzelt wurden auch
tumorreaktive 1gG und IgA Antikorper isoliert [123]. Hierzu zahlt unter anderem auch
der in dieser Arbeit untersuchte, monoklonale IgG Antikorper BARB-4.

Die B-Lymphozyten der innaten Immunabwehr produzieren Antikérper, welche Uber
Keimbahngene kodiert werden und im Gegensatz zu den Antikérpern des adaptiven

Immunsystems keiner Affinitatsreifung unterliegen. Natlrliche Antikorper weisen
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hierdurch eine geringere Affinitat zu ihren Epitopen auf [133, 215]. Dies ermdglicht
den natlrlichen Antikdrpern eine poly- bzw. oligospezifische Reaktivitat. Sie
erkennen statt eines einzelnen spezifischen Epitops konservative Muster in Form von
Carbohydraten oder Glykolipiden an unterschiedlichen Molekulen. Hierdurch wird
das Spektrum an Antigenen enorm erweitert [125, 133].

Trotz der niedrigeren Affinitdt zu den Epitopen weisen einige tumorreaktive,
naturliche Antikdrper dennoch eine hohe Reaktivitat auf. Bei den IgMs potenziert die
pentamere Struktur die Aviditat der Antikorper [216]. Auch IgGs besitzen trotz
geringerer Aviditat eine hinreichende Reaktivitat bezuglich ihrer Epitope. Dies
bestatigten zumindest Untersuchungen, die innerhalb dieser Arbeit durchgeflihrt
wurden. Die Isolierung und Identifizierung des BARB-4 Antigens gelang mit Hilfe der
Affinitatschromatographie, welche eine hohe Reaktivitat des IgGs BARB-4 mit
seinem Target voraussetzt [123].

4.5 1gG Antikorper

Immunglobuline kdnnen strukturell in 5 Klassen unterteilt werden. Man unterscheidet
zwischen den monomeren IgD, IgE und IgG, den meist dimeren IgA und pentameren
IgM Antikoérpern. Sie werden hierbei nach der konstanten Region ihrer schweren
Kette (o-, 8-, &, y- und u-Kette), die fur jede einzelne Klasse spezifisch ist,
unterschieden. Des Weiteren kann eine nahere Einteilung anhand der leichten Kette
in kappa (x) und lambda (L) erfolgen. Die IgGs stellen hierbei die grofite Gruppe der
im menschlichen Organismus befindlichen Immunglobulin-Isotypen dar und besitzen
zusatzlich die langste Halbwertszeit im Serum. Es ist daher nicht verwunderlich, dass

sie auch die am genauesten untersuchte Immunglobulinklasse darstellen [217].

4.5.1 Struktur und Subklassen der IgG Antikorper

Bereits in den 60er Jahren konnte die generelle Struktur des IgG Molekuls aufgeklart
werden. Seitdem ist bekannt, dass das IgG Immunglobulin aus insgesamt vier

Polypeptidketten besteht, zwei identischen schweren Ketten und zwei identischen
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leichten Ketten, die Uber Disulfidbriicken miteinander verknupft sind. Die leichten und
schweren Ketten kdonnen hierbei in zwei Regionen unterteilt werden, eine variable
Region, welche am N-Terminus der Polypeptidkette lokalisiert ist und dem
konstanten Bereich, der sich am C-terminalen Ende befindet. Die konstante Region
ist wie der Name bereits andeutet, nahezu unverandert in ihrer Peptidstruktur,
wahrend die variable Region zwischen den einzelnen Antikdrpern stark variieren
kann. Aus den variablen Regionen der leichten und schweren Ketten setzen sich die
zwei antigenbindenden Stellen des Antikorpers zusammen. Die Fahigkeit der
Komplementaktivierung sowie das Anhangen an phagozytierende Zellen ist dem C-
Terminus der schweren Ketten zuzuschreiben [218].

Die IgG Antikérper kdnnen weiter in Subklassen untergliedert werden, wobei vier
verschiedene Subtypen von IgG Immunglobulinen unterschieden werden, die eine
hohe Similaritat (etwa 95%) in ihrem Fc-Teil aufweisen. Trotz dieser hohen
Ubereinstimmung unterscheiden sie sich relativ stark in ihren Gelenkregionen. Die
Struktur der Gelenkregion verleiht dabei jeder der vier Subklassen ihre Flexibilitat
und ihr eigenes biologisches Profil. Beim Menschen sieht die Verteilung der IgG
Subklassen wie nachfolgend beschrieben aus [219].

Der 1gG1 stellt mit 67% den groften Anteil an im Serum befindlichem IgG dar. Er
kann die Plazentaschranke Uberqueren und bindet mit hoher Affinitat an den Fc-
Rezeptor auf Phagozyten. Der Antikérper BARB-4, welcher in dieser Arbeit
beschrieben wird, ist ein Immunglobulin des Isotyps G. Er konnte durch eine
Sequenzierung der im Serum dominant vorliegenden Subklasse (IgG1) zugeordnet
werden. Der IgG2-Isotyp stellt mit 22% die zweitgroRte Gruppe der IgG Antikorper
dar. Er kann die Plazentaschranke ebenfalls Gberqueren und besitzt keine Affinitat
zum  Fc-Rezeptor auf Phagozyten. Beide Subtypen sind geringere
Komplementaktivatoren als der IgG3 Subtyp, der etwa 7% der im Serum befindlichen
IgGs ausmacht. 1gG4 Antikorper bilden mit 4% Serumanteil mengenmalig das
Schlusslicht. Sowohl IgG3 wie auch IgG4 Isotypen sind plazentagangig. Im
Gegensatz zum IgG4 weist der IgG3 jedoch die Fahigkeit zur Komplementaktivierung
auf [217].

Im menschlichen Organismus existieren insgesamt drei verschiedene gamma Fc-
Rezeptoren (FcyR) an die die IgG Antikdrper binden kénnen. Der FcyRI (CD64) ist
auf der Oberflache von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen sowie

Granulozyten zu finden. Der FcyRIl (CD32) ist auf den meisten myeloiden und
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lymphoiden Zellen lokalisiert ist. FcyRIl und FcyRIll (CD16) kommen dabei in den
zwei unterschiedlichen Isoformen alpha und beta vor. FcyRIIl kann von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen exprimiert werden. 1gG1 und IgG3
konnen an alle drei FcyR binden, wahrend IgG2 nur an den FcyRIl und IgG4 nur an
FcyRIl und FeyRIIl binden kann. Fir die Bindung des IgGs an die Rezeptoren ist die
Glykosilierung der Antikorper von grol3er Bedeutung [217, 220-221].

Eine solche glykosidische Verknupfung konnte auch fur den in dieser Arbeit
beschriebenen BARB-4 Antikorper nachgewiesen werden. Untersuchungen
bestatigten dabei ein fir IgG1 Immunglobuline typisches N-Carbohydrat an der
schweren Kette des BARB-4 Antikorpers [188-189].

4.5.2 Rolle der IgG Antikorper in der Inmunabwehr

Die einzelnen Immunglobulin-Isotypen unterscheiden sich nicht nur, wie in
Abschnitt 4.5.1 bereits erwahnt, hinsichtlich ihrer Struktur, sondern auch in ihren
Funktionen und ihrer Lokalisation. Der dimere IgA Antikdrper ist beispielsweise in
Gebieten mit Schleimhauten sowie im Speichel, in der Tranenflissigkeit oder der
Muttermilch lokalisiert, wo er die Ansiedlung von Pathogenen verhindert [222]. Das
IgD  Immunglobulin  fungiert hauptsachlich als ein  Antigenrezeptor auf
B-Lymphozyten, kann aber auch frei im Serum zirkulieren. Auf’erdem kann es
Basophile und Mastzellen aktivieren, welche daraufhin antimikrobielle Faktoren
produzieren [217, 223-224]. IgE Antikorper binden hingegen an Allergene und I6sen
dadurch die Histaminausschuttung von Mastzellen und Basophilen aus. Dieser Isotyp
ist jedoch nicht nur in die Allergieentstehung bzw. Hypersensitivitat involviert,
sondern schitzt auch vor Parasiten. IgG Antikdrper sind hauptsachlich gegen
eindringende Fremdkdrper gerichtet. Sie stellen den gréf3ten Immunglobulinanteil
dar, den die humorale Immunabwehr gegen invasierende Pathogene vorzuweisen
hat. Des Weiteren sind sie die einzigen Antikorper, die aufgrund ihrer
Plazentaganigkeit eine passive, fetale Immunitat gewahrleisten. Immunglobuline der
Klasse M kommen sowohl auf der Oberflache von B-Zellen als auch in
ungebundener Form vor. Sie zahlen zu den Antikérpern, die bei einer Immunabwehr

als erstes vor Ort sind [217, 224-225]. Dies zeigt, dass sich die einzelnen

135



4 Diskussion

Antikorperklassen durch ihre unterschiedlichen Aufgabenbereiche und Lokalisationen
erganzen. Durch ihr synergetisches Wirkprinzip komplettieren sie die humorale
Immunantwort zu einer effektiven Waffe gegen Pathogene jeglicher Art und jeglichen
Ortes. Diese gangige Einteilung in unterschiedliche Antikorperklassen gibt jedoch
noch keinen Aufschluss Uber die Affinitat und die genetische Kodierung eines
einzelnen Antikorper-lsotypen, welche die Zugehorigkeit zur innaten oder adaptiven
Immunabwehr bestimmen. Eine Zuordnung zu einem der beiden Systeme ermdglicht
jedoch die entsprechende, antikdrperproduzierende B-Zelle [226-228]. Man
unterscheidet hierbei zwischen den B1- und den B2-Lymphozyten [52, 55, 132, 211-
212]. Die B2-Zellen produzieren Antikorper, die einer Reifung unterliegen, und
hierdurch ihre hohe Affinitdt zu einem spezifischen Antigen erhalten. Diese
Antikorper gehoren zur erworbenen Immunabwehr, da sie vor der
Antikorperproduktion einen Erstkontakt des Organismus mit dem Antigen bendtigen
[136]. Der menschliche Korper produziert sehr viele Immunglobuline der Klasse G,
die zur adaptiven Immunitat gezahlt werden und hoch affin mit ihrem entsprechenden
Antigen reagieren. Nach einer Erstinfektion mit einem Antigen werden im humanen
Organismus Uberwiegend Plasmazellen gebildet, die antigenspezifische IgGs
produzieren. Die gamma Immunglobuline sind daher von groRer Bedeutung fur die
adaptive Immunitat und stellen sehr viele hoch spezifische Vertreter zur Verfligung,
die gegen eine Reihe von Krankheiten schitzen. Zu ihnen zahlen beispielsweise 1gG
Antikorper gegen Pertussis oder das Influenza-Virus [229-231]. Im Gegensatz hierzu
sind die sogenannte B1-Zellen an der naturlichen Immunitat beteiligt. Diese meist
CD5-positiven B-Zellen kénnen polyreaktive bzw. oligoreaktive Antikérper
produzieren, die konservierte Strukturen erkennen konnen. Sie unterliegen im
Gegensatz zu Antikorpern der adaptiven Immunitat keiner weiteren Reifung [133,
215, 232]. Fur ihre Produktion ist auch kein vorangegangener Kontakt mit einem
spezifischen Antigen erforderlich [233]. Sie befinden sich bereits im Blutkreislauf des
Menschen und kénnen so schell mit einer kérperfremden Struktur reagieren. Meist
gehoren die naturlichen Antikorper zur Klasse der IgM. Somit ist es auch nicht
verwunderlich, dass bei einer humoralen Immunabwehrreaktion zuerst hauptsachlich
IgM Antikorper auftreten. Sie scheinen aber nicht, wie lange Zeit angenommen, die
einzigen Antikorper-lIsotypen zu sein, die der innaten Immunabwehr angehoéren. Es
wurden bereits IgG- und IgA-Isotypen gefunden, die den naturlichen Antikorpern

zuzuordnen sind [123, 234]. lhre genaue Bedeutung und die Rolle, die sie hierbei

136



4 Diskussion

spielen, ist jedoch weitestgehend noch nicht untersucht. Es bedarf daher weiterer
Analysen, um diese Minderheit unter den natlrlichen Antikérpern besser
charakterisieren und verstehen zu konnen. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen dazu

beitragen.

4.5.3 Natirliche, tumorspezifische IgG und IgM Antikorper im Vergleich

Diese Arbeit sowie Untersuchungen, die in den letzten Jahren durchgefuhrt wurden,
zeigen, dass die B-Zellen, welche an der Tumorimmunologie beteiligt sind, nicht nur,
wie bisher angenommen, natirliche IgM Antikérper produzieren [41]. Es konnten
zusatzlich zu den vorhandenen tumorspezifischen IgM Antikérpern auch IgG
Antikorper identifiziert werden, die eine Tumorspezifitit aufweisen. Fur beide
Antikorperklassen konnte keine Affinitatsreifung nachgewiesen werden, weshalb es
sich um naturlichen Antikorper handelt [122-123, 127]. Nachfolgend werden die
einzelnen Aspekte dieser beiden, innerhalb der Arbeitsgruppe gefundenen,

naturlichen Immunglobulinklassen besprochen.

4.5.3.1 Genetik naturlicher Antikorper

Bei den laborintern isolierten, tumorspezifischen Antikérper handelt es sich
uberwiegend um IgM Antikoérper, welche nicht oder gering mutiert sind. Die
Sequenzierung dieser natlrlichen IgM Antikorper zeigte aulierdem, dass die
schweren Ketten dieser Antikorper uberwiegend zu den Keimbahnfamilien VH3 und
VH4 gehoren. Das Keimbahngen IgHV3-30 (DP-49) konnte hierbei in Uber 50% der
untersuchten Antikdrper nachgewiesen werden. Ein solch hohes Vorkommen dieser
Keimbahngene existiert im herkdmmlichen B-Lymphozytenrepertoir so nicht. In
externen Analysen, in denen peripher im Blut zirkulierende B-Lymphozyten
untersucht wurden, konnte lediglich eine Verwendung von 56% VH3- und nur 20%
VH4-Keimbahngenen beobachtet werden. Aullerdem besitzen nur 8,5% aller

Antikorper in einer normalen B-Zellpopulation das DP-49 Gen [235].
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Das Muster, welches bei den natlrlichen, tumorspezifischen IgM Antikérpern
gefunden wurde, scheint somit keiner =zufalligen Verteilung zu unterliegen.
Untersuchungen konnten bestatigen, dass einige Keimbahngene generell haufiger
Verwendung finden, als es durch eine zufallige Verteilung der zur Verfigung
stehenden Genen zu erwarten ist [236]. Ein haufiges Vorkommen der VH3 und VH4-
Keimbahngene konnten bereits flr Antikorper gegen pathogene Keime
nachgewiesen werden [237-238]. Beide Keimbahnfamilien scheinen jedoch auch an
Antikorpern gegen Viren beteiligt zu sein [239].

Es verwundert daher nicht, dass auch der in dieser Arbeit beschriebene,
tumorspezifische IgG Antikorper BARB-4 der VH3 Familie angehort. Analog zu vielen
IgM Immunglobulinen konnte auch in der schweren Kette des BARB-4 Antikorpers
das Keimbahngen DP-49 (IgHV3-30*3) nachgewiesen werden.

Auffallig ist dartber hinaus die Verwendung bestimmter Keimbahngene in der
leichten Kette der naturlichen Antikorper. Bei den IgM Immunglobulinen konnte
uberwiegend eine leichte Kette vom Subtyp lambda detektiert werden. Eine leichte
Kette von diesem Subtyp konnte innerhalb dieser Arbeit auch fir den untersuchten
Antikorper BARB-4 bestatigt werden. Eine Verwendung der leichten lambda-Kette
liegt bei einer Betrachtung der Gesamtheit aller B-Zellen um die 40% [240-241].

Die Ergebnisse bestatigen, dass sowohl natirliche IgM als auch natirliche IgG
Antikorper uber ganz bestimmte Keimbahngene kodiert werden, die sowohl die
schwere als auch die leichte Kette umfassen. Eine VH3-Keimbahngencodierung der
schweren Kette sowie ein lambda-Isotyp der leichten Kette scheint fur die natlrlichen

Antikorper beider Immunglobulinklassen gangig zu sein.

4.5.3.2 Funktionalitat natlirlicher Antikorper

Bei dem Vergleich der beiden Antikorperklassen sind vor allen funktionelle
Charakteristika besonders von Interesse, da diese fur einen therapeutischen Einsatz
der Antikdrper von Bedeutung sind. Hierzu gehéren insbesondere
wachstumshemmende Eigenschaften und eine antikérperabhangige Eliminierung der

Zelle.
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Viele der naturlichen IgM Antikorper, die innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht
wurden, sind in der Lage das Tumorzellwachstum zu hemmen bzw. tumorspezifisch
Apoptose zu induzieren [41]. Hierzu zahlt beispielsweise der Antikérper SC-1. Er
bindet an eine Variante des DAF (decay accelerating factor; auch bekannt als CD55),
welche spezifisch auf Magenkarzinomzellen exprimiert wird. Dem Antikorper konnte
mittels funktionellem Assay (MTT) eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum von
Magenkarzinomzellen nachgewiesen werden [138]. Weiterfihrende Untersuchungen
zeigten aufBerdem, dass durch die Bindung von SC-1 an das DAFSC-1
Oberflachenprotein  sowohl in vitro als auch in vivo Apoptose in
Magenkarzinomzellen induziert wird [135]. Hierbei wurden vor allem Analysen
bezluglich der Phosphorylierung bestimmter Proteine so wie der Aktivierung
bestimmter Caspasen durchgefluhrt, die fur den Verlauf der Apoptose wichtig sind. Es
wurden in diesem Zusammenhang die dephosphorylierten Proteine hnRNP A1 und
hnRNP A2 (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A1 and AZ2) identifiziert,
welche flr den apoptotischen Zelltod des Antikdrpers ausschlaggebend sind. Dies
konnte durch eine Inhibierung der Phosphorylierung mittels  Serin-
/Threoninphosphatase Inhibitor bestatigt werden, die zu einer Reduktion
apoptotischer Zellen fuhrte. Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass der
Serinkinaseinhibitor H7 einen dosisabhangige Erhohung der SC-1 abhangigen
Apoptose bewirkt [142]. Untersuchungen zeigten aul3erdem eine Involvierung von
Caspase 8 und 3 in die SC-1 induzierte Apoptose. Die Expression sowie die Aktivitat
beider Caspasen waren wahrend der Apoptose erhoht [138]. Zusatzlich konnte eine
erhdhte Expression von Caspase 2 24 h nach der Induktion der Apoptose festgestellt
werden [142]. Der durch SC-1 induzierte Apoptoseweg in den Magenkarzinomzellen
unterscheidet sich jedoch von dem Ublichen extrinsischen Weg. Es findet keine
Spaltung von Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) und kein Flip-Flop von
Annexin statt [118, 142].

Ein weiterer, interessanter Vertreter der IgM Antikérper, dem ebenfalls eine
Hemmung von Tumorzellen mit Hilfe eines MTT-Tests sowie eine antikdrperabhangig
Apoptose nachgewiesen werden konnte, ist SAM-6. Dieser Antikdrper bindet an eine
modifizierte Variante des GRP78 Proteins, welche nur auf der Zelloberflache von
Tumorzellen lokalisiert ist [122]. Die SAM-6 induzierte Apoptose ist dabei
héchstwahrscheinlich auf einen gestérten Lipidhaushalt der Tumorzelle

zurlckzuflhren, der moglicherweise durch die Endozytose des SAM-6 Antikorpers
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und die damit verbundene intrazellulare Anhaufung von oxLDL zustande kommt. Die
unphysiologisch hohe Konzentration von oxLDL im Zytoplasma koénnte dazu
beitragen, Cytochrom C freizusetzen bzw. Caspasenkaskaden auszulésen, die
letztendlich zum apoptotischen Zelltod fuhren. Bei einer ndheren Untersuchung des
Apoptose-Signalwegs konnten Gemeinsamkeiten mit der klassischen intrinsischen
Signalkaskade detektiert werden. In diesem Zusammenhang konnte sowohl eine
erhohte Aktivitat der Initiatorcaspase 9 wie auch die vermehrte Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise wies
jedoch auch die untersuchte Caspase 8 eine erhdhte Aktivitat auf, welche eine
Initiatorcaspase des extrinsischen Signalwegs darstellt. Es konnte auRerdem eine
erhohte Aktivitdt der Effektorcaspasen 6 und 3 beobachtet werden. Wie diese
Analysen der einzelnen Caspasen und des Cytochrom C zeigten, verlauft die SAM-6
vermittelte Apoptose spezifisch Uber einen Signalweg. Die Besonderheit hierbei ist,
dass, Gemeinsamkeiten mit dem klassischen intrinsischen Signalweg vorliegen, die
Initiation jedoch Uber einen externen Liganden (SAM-6, oxLDL bzw. SAM-6/0xLDL)
angeregt und auch Caspase 8 aktiviert wird [178].

Fur den IgG Antikorper BARB-4 konnte mittels MTT und Cell Death Detection
ELISAPLUS ebenfalls eine wachstumshemmende sowie eine apoptotische Wirkung
auf Tumorzellen nachgewiesen werden. Uber welchen Signalweg die Apoptose
jedoch genau ablauft ist bisher noch nicht bekannt. Diesbezlglich sind weitere
Analysen nétig, die in nachfolgenden Arbeiten durchgefiihrt werden.

Des Weiteren wurde das Antikdrperverhalten der einzelnen naturlichen
Immunglobulin-Isotypen nach der Bindung an die Tumorzelle untersucht. Einigen IgM
Immunglobulinen ist es moglich, nach dem Binden an die Tumorzellmembran
endozytiert zu werden. Eine Internalisierung konnte beispielsweise bei den beiden
bereits erwahnten IgM Antikdrpern SC-1 und SAM-6 beobachtet werden [118, 178].
Auch fur den Antikérper BARB-4 konnte nach der Bindung an die Tumorzelle eine

Endozytose nachgewiesen werden.

4.5.3.3 Epitope natiirlicher Antikorper

Das menschliche Immunsystem kann nicht nur durch die Prasentation und die

Erkennung von hochspezifischen Peptidstrukturen aktiviert werden, sondern auch
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durch bestimmte Lipid- oder Zuckerstrukturen. Die innate Immunabwehr detektiert
beispielsweise korperfremde Partikel vorwiegend Uber diese nicht-proteinogenen
Molekulbestandteile. Untersuchungen konnten in diesem Zusammenhang zeigen,
dass die naturlichen, tumorspezifischen IgM Antikorper haufig Carbohydrat-Epitope
auf Oberflachenmolekulen erkennen. Der Antikorper SC-1 reagiert z.B. mit einem N-
Glykosid der posttranslational modifizierten Version des CD55 Oberflachenproteins,
die nur von Magenkrebszellen exprimiert wird [138]. Ahnliches konnte auch bei dem
Antikorper PAM-1 beobachtet werden. Dieser bindet an eine tumorspezifische
Variante des CFR-1 (cysteine-rich fibroblast growth factor receptor 1), welche in
dieser Form exklusiv auf der Oberflache von Tumorzellen und Prakanzerosen
exprimiert wird [128]. Der Antikérper erkennt bei seinem tumorspezifischen CFR-1
Antigen auch ein N-Carbohydrat [213]. Ein weiterer IgM Antikorper, SAM-6, bindet an
ein modifiziertes GRP78 Protein, welches ebenfalls nur auf der Zelloberflache von
Tumorzellen lokalisiert ist. Er erkennt dabei ein tumorspezifisches O-Glykosid bei
seinem Antigen [122]. Diese drei Beispiele verdeutlichen, dass sowonhl
tumorspezifische N- wie auch O-Carbohydratrest als Epitop fir die IgM Antikorper
vorliegen konnen. Untersuchungen innerhalb der Arbeitsgruppe zeigten jedoch auch,
dass zwar prinzipiell beide Glykosilierungen mdglich sind, jedoch meist eine N-
glykosidische Modifikation als Epitop vorliegt. In externen Untersuchungen wurden
auch fur natirliche IgG Antikérper Carbohydrat-Epitope nachgewiesen [242-244].
Innerhalb dieser Arbeit konnte eine solche N- oder O-verknupfte Zuckerstruktur als
Epitop fur den IgG Antikorper BARB-4 jedoch ausgeschlossen werden. Dies deutet
darauf hin, dass naturliche Immunglobuline bevorzugt an Zuckerreste binden,

prinzipiell aber auch andere tumorspezifische Strukturen erkennen kénnen.

4.5.3.4 Fazit des Vergleichs

Die Heterogenitat der Immunglobulinklassen konnte an die unterschiedlichen
Bedurfnisse der naturlichen Immunitat angepasst sein. IgG Antikdrpern spielen dabei
moglicherweise eine andere Rolle bezuglich ihrer Lokalisation im Korper als IgM
Antikorper. Das angeborene Immunsystem konnte die unterschiedliche Verteilung

von IgG und IgM Antikdrper im Menschen nutzen, um seine Effektivitat zu erhdhen.
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Je Dbesser die Verteilung der natlrlichen Antikérper in den einzelnen
Koérperkompartimenten ist, desto schneller kénnen koérperfremde Strukturen
unschadlich gemacht und eliminiert werden. IgG Antikdrper haben hierbei den
Vorteil, Gewebe gut zu penetrieren und somit Schranken zu passieren, die fur
andere Antikorperklassen unuUberwindbar sind [217]. Der Vergleich konnte auch
zeigen, dass IgG Antikdrper und IgM Immunglobulinen bezuglich ihren kodierenden
Keimbahngenen sowie funktionellen Eigenschaften Ahnlichkeiten aufweisen. Um
jedoch genauere Aussagen machen zu koénnen, sind Untersuchungen weiterer
naturlicher 1IgG Antikorper notwendig. Bezuglich der ermittelten Epitope von IgM und
IgG Antikdrpern kénnen keine konkreten Schlisse gezogen werden. Sowohl IgM wie
auch IgG Antikorper kdnnen generell Carbohydrat-Epitope erkennen [122, 138, 242-
244]. Ob die Gewichtung bei beiden Immunglobulinklassen zwischen Zucker-
Epitopen und anderen Antikorperbindestellen ahnlich ist, konnte hier nicht geklart
werden, da der BARB-4 wie einige wenige IgM Antikorper nicht an ein solches Epitop
bindet. Zuklnftige Untersuchungen von natirlichen IgG Immunglobulinen sind flr
weitere Vergleiche unbedingt erforderlich, und kénnen dazu beitragen, einen

besseren Uberblick tber diese Gruppe von Antikérpern zu gewinnen.

4.6 TAF15

4.6.1 Strukturelle Eigenschaften des TAF15 Wildtyps

TAF15 (TATA-binding protein-associated factor 15) ist auch bekannt unter den
Bezeichnungen TAF(I1)68, TAF2N oder RBP56 (RNA binding protein 56) und gehort
aufgrund seiner Struktur und seiner Funktionalitat zur TET (TLS-EWS-TAF15)
Proteinfamilie. Diese multifunktionale Familie besteht aus den drei humanen
Proteinen EWS (Ewing's sarcoma), TLS (franslocated in liposarcoma; auch bekannt
als FUS (fusion)) und TAF15 sowie dem engverwandten Drosophila Protein Cabeza,
welches auch unter dem Namen sarcoma-associated RNA-binding fly homolog
(SARFH) bekannt ist. Alle vier Mitglieder sind RNA-bindende Proteine (RNA-binding
proteins) zwischen denen eine hohe strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit besteht
[182, 245-247]. Wie die anderen humanen Mitglieder der TET Familie besteht TAF15

aus einem Serin-, Glycin-, Glutamin- und Tyrosin-reichen N-Terminus, einer RNA
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bindendenden Domane, einem Cys2/Cys2-Zinkfinger und einer Arginin-, Glycin-,
Glycin-reichen Region am C-Terminus [248]. Abbildung 35 zeigt die schematische
Darstellung des TAF15 Proteins mit seinen zwei Hauptdomanen, der N-terminalen

Transaktivierungsdomane und der C-terminalen RNA-bindenden Domane [249].

Ser-Tyr-GIn-Gly

(SYQG) RNA- Zink- Arg-Gly-Gly-
degenerierte Erkennungsmotiv Finger reiche_(RGG)
Wiederholungen (RRM) (ZF) Regionen
v }- coor
' v
N-terminale C-terminale RNA-
Transaktivierungs- bindende Domaéne
domaéne

Abbildung 35: Schematische Darstellung des TAF15 Proteins. Modifiziert nach [249]. Das TAF15
Protein besteht aus einer N-terminalen Transaktivierungsdomane und einer C-terminalen RNA-
bindendnen Domane. Das RNA-Erkennungsmotiv (RNA recognition motif, RRM) ist in der Abbildung
violett, der Cys2/Cys2-Zinkfinger ist rot und die Serin-, Glycin-, Gutamin- und Tyrosin-reiche Region
am N-Terminus ist blau dargestellt. Die Arginin-Gycin-Glycin-reichen Regionen, die zwischen den
anderen Regionen sowie am C-Terminus liegen, sind in hellblau dargestellt.

Hierbei kann mit Hilfe der N-terminalen Doméane die Transkription aktiviert werden,
wahrend die C-terminale Domane nicht nur fir die Bindung von RNA, sondern auch
fur die Bindung einzelstrangiger (single stranded; ss) DNA dient [245].

Das TAF15 Protein enthalt dabei mehrere Stellen, an denen posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierung und Methylierung mdglich sind. Diese
Modifikationen kdnnen hierbei sowohl einen Einfluss auf die zellularen Funktionen
ausuben als auch die subzellulare Lokalisation beeinflussen [250-251].

Aufgrund der konservierten Struktur der TET Proteine wird sogar vermutet, dass sie
vom gleichen Ursprungsgen abstammen. Bei den humanen Mitgliedern der TET
Familie duBert sich die genetische Ahnlichkeit besonders hinsichtlich der Anzahl und
der Lokalisation ihrer Exons. Die in den zentralen Abschnitten der drei Gene
befindlichen Exons kodieren eine homologe RNA-bindende Domane und ein
hochgradig konserviertes Zinkfinger-Motiv. Das TAF15 Gen ist auf dem Chromosom
17q11.1- q11.2 lokalisiert und umfasst 37 kb. Es besteht aus 16 Exons (zwischen 33
und 562 bp lang) und 15 Introns (zwischen 83 bp und 10 kb lang). Die langste Exon-
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Sequenz stellt das Exon 15 dar. Es kodiert den C-Terminus, der 19 degenerierte
DR(S) GG(G) YGG Wiederholungen enthalt [248]. Eine schematische Darstellung
des TAF15 auf mMRNA-Ebene (Exon 1-16) zeigt Abbildung 36.

* Chromosom 17
17 17q11.1-g11.2
Spleiken r Intron 1-15

L IT] [ ] I I I O | Exon 1-16

Exon 1-6
N-Terminus

Exon 15
C-Terminus

Exon 10-12 Exon 13-14
RRM ZF

Abbildung 36: Struktur des TAF15 auf mRNA-Ebene. Das TAF15 Gen ist auf dem Chromosom17
lokalisiert. Es befindet sich in dem Abschnitt 17911.1-q11.2 (gelb markiert). Es besteht aus 16 Exons
und 15 Introns. Die langste Exon-Sequenz bildet das Exon 15, welches den C-Terminus kodiert [248].
Nach dem Herausschneiden der 15 Introns beim Spleif3en liegt TAF15 auf der mRNA-Ebene als etwa
2,2 kb grofRes Konstrukt vor (laut NCBI-Datenbank). Die Exons in denen die zu kodierenden Bereiche
des Proteins liegen, sind farbig markiert. Die N-terminale Serin-, Glycin-, Gutamin- und Tyrosin-reiche
Region innerhalb der Exons 1-6 ist dunkelblau dargestellt. Das RNA-Erkennungsmotiv (RNA
recognition motif, RRM, innerhalb der Exons 10-12) ist violett, der Zinkfinger (ZF, innerhalb der Exons
13 und 14) ist rot markiert. Die Arginin-Gycin-Glycin-reiche Region am C-Terminus innerhalb des
Exons 15 in hellblau dargestellt [185].

4.6.2 Funktionelle Eigenschaften des TAF15 Wildtyps

TAF15 ist ein multifunktionales Protein, welches bei mehreren, zellularen Prozessen
eine Rolle wichtige spielt. Neben seiner Funktion beim Spleilen und dem mRNA-
Transport fungiert der TAF15-Wildtyp, wie auch die anderen humanen TET Proteine,
als klassischer Transkriptionsfaktor [183]. Hierfur assoziiert es mit Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie. TAF15 ist ein RNA und ssDNA (single strand DNA,
einzelstrangiger DNA) bindendes Protein, welches sowohl mit der
RNA-Polymerase Il als auch mit dem Transkriptionsfaktor [ID (TFIID), einem
Multiproteinkomplex aus TATA-bindendem Protein (TATA-binding protein (TBP)) und
TBP-assoziierten Faktoren (TAF(ll)s), interagieren kann [245]. TAF15 ist dabei direkt
mit den Untereinheiten Rbp3, Rbp5 und Rpb7 der RNA-Polymerase Il assoziiert

[250]. Die Expression seiner Zielgene kann dabei Uber die Methylierung reguliert
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werden. Die drei TAF15 Zielgene POLR3B, ID1 und CDK6 weisen beispielsweise
durch Inhibierung der Methylierung des TAF15 eine geringere Expression auf. Die
Methylierung sowie das dafir verantwortliche Enzym Protein-Arginin-N-
Methyltransferase 1 (PRMT1) Uben somit einen direkten Einfluss auf die
Genexpression der TAF15 Zielgene aus [252]. Ein weiteres regulatorisches Enzym,
das sich auf die Transkription von TAF15 auswirkt, ist die Thyrosinkinase v-Src. Sie
bewirkt eine Phosphorylierung am N-Terminus von TAF15 und erhoht dessen
Transaktivierungsaktivitdat und somit auch die Transkriptionsaktivitat [253] . Die
Expression der TAF15 Gene ist so durch unterschiedliche posttranslationale
Modifikationen regulierbar.

TAF15 erfllt jedoch nicht nur eine wichtige Aufgabe bei der Transkription, sondern
ist auch, wie oben erwahnt, beim Spleilen und dem mRNA-Transport involviert. Es
ist bekannt, dass TAF15 mit der humanen U1 snRNA (small nuclear RNA) spezifisch
assoziieren kann, welcher eine auflerst wichtige Funktion beim Erkennen und
Entfernen von Pra-mRNA-Introns zugeordnet wird. Diese liegt normalerweise
zusammen mit sieben Sm Proteinen (B, D1, D2, D3, E, F und G ) und drei U1-
spezifischen RNP-Proteinen (U1-70K, U1-A und U1-C) in den spleilosomalen U1-
Sm snRNP (small nuclear ribonucleoprotein particle) vor [254]. Ein Teil dieses
Komplexes ist dabei am mRNA-Transport beteiligt. Die Uberexpression des Proteins
U1-70K bewirkt beispielsweise eine Inhibierung des nukleozytoplasmatischen
MRNA-Transports [255].

4.6.3 Lokalisation des TAF15 Wildtyps

TAF15 kommt in fetalem und adultem, humanem Geweben ubiquitar vor. Es gibt nur
wenige Zellen, in denen TAF15 bisher nicht nachgewiesen werden konnte (z.B.
Melanozyten und Herzmuskelzellen) [183]. Dabei ist es in zahlreichen Zellen sowohl
im Nukleus wie auch im Cytoplasma lokalisiert. Die Lokalisation des TAF15 in den
entsprechenden Kompartimenten ist zelltypspezifisch. Interessanterweise weist es
ein ahnliches Expressionsmuster wie TLS/FUS auf. Im Gegensatz hierzu konnte
EWS, das dritte Mitglied der humanen TET-Proteinfamilie, hauptsachlich im Kern
detektiert werden [183]. Aufgrund der vielfaltigen, zellularen Funktionen der TET-

Familie, wie beispielsweise bei der Transkription, dem SpleiRen oder dem mRNA-
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Transport, ist die Lokalisation der Proteine im Nukleus und Cytoplasma plausibel.
Den Proteinen ist es dabei sogar moglich, zwischen den einzelnen Kompartimenten
zu shutteln [252, 256-257]. Hierbei konnte beobachtet werden, dass die Methylierung
einen Einfluss auf die subzellulare Lokalisation hat [252, 258]. Die Arginin-
Methylierung, die fur das Shutteln des TAF15 verantwortlich gemacht wird, ist eine
posttranslationale Modifikation die durch die Protein-Arginin-N-Methyltransferase 1
(PRMT-1)  katalysiert  wird und  AdoMet (S-Adenosylmethionin)  als
Methylgruppendonor bendtigt [252, 259]. Aktuellere Untersuchungen zeigten, dass
bei TAF15 der RGG-reiche C-Terminus, welcher mehrere Methylierungsstellen
aufweist, fir das Shutteln verantwortlich ist. Durch die Inhibierung der TAF15-
Methylierung konnte eine vermehrte Akkumulation im Zytoplasma detektiert werden.
Es wird daher angenommen, dass die Methylgruppen fur die Wiederaufnahmen des
TAF15 in den Zellkern von Bedeutung sind [252].

4.6.4 Translokation von TAF15 auf die Zelloberflache

Die Lokalisation von TAF15 in Tumorzellen beschrankt sich nicht nur, wie in der
Literatur flr eine Vielzahl von Zellen beschrieben, auf den Zellkern und das
Zytoplasma [183]. Eine tumorspezifische Variante des Proteins, welches von dem
Antikérper BARB-4 erkannt wird, konnte mittels FACS-Analysen auf der
Zelloberflache diverser maligner Zellen nachgewiesen werden. Uber welchen
Mechanismus es auf die Zellmembran gelangt, ist bisher allerdings nicht geklart.

Mdglicherweise ist diese Translokation durch eine Modifikation des Molekils in
Tumorzellen bedingt. Das eng verwandte EWS Protein, welches ebenfalls zur TET-
Familie gehort, konnte auch schon auf der Zelloberflache detektiert werden. Bei einer
naheren Analyse stellte sich dabei heraus, dass es in einer extensiv
argininmethylierten Form auf der Zellmembran vorliegt. Diese Modifikation wirkt sich
dabei auf die physikochemischen Eigenschaften aus. Im EWS Molekiul kommt es zu
einer erhOohten Hydrophobizitdat sowie zur verminderten Ausbildung von
Wasserstoffbricken und ionischen Wechselwirkungen. Diese Eigenschaften kdnnen
fir das Passieren oder das Einbetten in Membranen forderlich sein und liefern somit

eine mdgliche Erklarung fir die Oberflachenlokalisation [257].
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Interessanterweise scheinen die veranderten Eigenschaften von malignen Zellen
Einfluss auf die Lokalisation des EWS auf der Zelloberflache zu haben. Die
Proteinexpression des EWS auf der Zellmembran von Tumorzellen ist um ein
Vielfaches hoher als auf den getesteten, normalen Zellen [260]. Das TAF15 Protein
konnte im Rahmen dieser Arbeit hingegen nur auf malignen Zellen extrazellular
nachgewiesen werden. Analog zu EWS kdénnte jedoch auch hier die Methylierung
eine entscheidende Rolle spielen. Unterschiede in der TAF15 Methylierung bei
malignen und nicht-malignen Zellen konnten hierbei ausschlaggebend sein. In
diesem Zusammenhang zeigen weitere Untersuchungen, dass das Enzym MAT
(Methioninadenosyltransferase) welches AdoMet (S-Adenosylmethionin; Substrat bei
der enzymatischen Methylierung) synthetisiert, in einer abgewandelten Form in
Tumoren existiert [261]. Zusatzlich wurde eine erhdhte Aktivitat des MAT Enzyms in
transformierten Zellen gefunden, was diese Annahme ebenfalls stutzt [258].

Ein ahnliches Verhalten wie EWS, konnte auch bei Nucleolin, einem anderen RNA-
bindenden Protein, festgestellt werden. Nucleolin shuttelt genau wie EWS und
TAF15 zwischen Nukleus und Cytoplasma und konnte auch auf der Zellmembran
nachgewiesen werden. Die C-terminale Domane von Nucleolin ist wie bei den TET-
Proteinen ebenfalls Glycin-reich und kann methyliert werden [260].

Wie das TAF15 Protein auf der Zellmembran vorliegt, ist nicht genau geklart. Die
durch die eventuell vorhandenen Methylgruppen hervorgerufenen hydrophoben
Eigenschaften des Proteins wirden jedoch eine Einbettung in die Membran nahe
legen. Es wurden daher FACS-Analysen mit unterschiedlichen Anti-TAF15
Antikérpern durchgeflhrt, um diese Annahme zu bekraftigen. Ein extrazellular
lokalisiertes N-terminales Ende konnte dabei mittels Anti-TAF15 Antikorper gegen
eine nahe am N-Terminus gelegene Peptidstruktur belegt werden. Ein gegen den C-
Terminus gerichteter TAF15 Antikorper konnte hingegen keine Bindung im FACS
nachweisen. Eine Einlagerung in die Membran als transmembranares Protein ware
fur TAF15 daher denkbar. Die Bindung am C-Terminus kénnte allerdings auch aus
sterischen Grunden verhindert werden. Daher wurden in dieser Arbeit zusatzlich
theoretische Analysen auf mogliche transmembranare Helices durchgefihrt. Eine
dieser Analysen offerierte eine potentielle transmembranaren Verankerung des
TAF15 Proteins mit einem Transmembranbereich innerhalb des RRM (RNA
recognition motif) zwischen Aminosaure 244 und 260, einem extrazellularen N-

Terminus und einem intrazellularen C-Terminus. Bei zwei anderen theoretischen
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Untersuchungen konnte hingegen kein transmembranarer Bereich innerhalb des
TAF15 Protein festgestellt werden. Durch die unterschiedlichen Aussagen der
einzelnen Analysenprogramme liefern die theoretischen Untersuchungen keine
weiteren Anhaltspunkte fur die Anordnung des TAF15 auf der Zelloberflache. TAF15
konnte daher, wie angenommen, als transmembranares Membranprotein
vorkommen. Es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass es auch als peripheres

Membranprotein vorliegen konnte.

4.6.5 Lokalisation von TAF15in Tumorzellen

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe des Antikérpers BARB-4 eine tumorspezifische
TAF15 Variante entdeckt. In immunhistochemischen Farbungen mit BARB-4 konnte
die Lokalisation des Antigens auf der Tumorzellmembran und im Zytoplasma von
Tumorzellen detektiert werden. Die Oberflachenlokalisation auf Tumorzellen wurde
dabei mittels FACS-Analysen bestatigt. Immunfluoreszenzanalysen zeigten, dass
BARB-4 nach dem Binden an sein Antigen auf der Tumorzelle in die Zelle
internalisiert wird. Der Antikdrper inhibiert dabei die Zelladhasion und die Zellmotilitat
in den analysierten Tumorzellen. BARB-4 ist aul3erdem in der Lage Apoptose in den
untersuchten Tumorzellen zu induzieren.

Im Gegensatz dazu wurde der TAF15 Wildtyp nur im Cytoplasma und Nukleus
detektiert [183]. Abbildung 37 =zeigt die Lokalisation des BARB-4 Antigens
(TAF15BARB-4) ynd des TAF15 Wildtyps in einer schematisch, dargestellten

Tumorzelle.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung einer Tumorzelle mit TAF15BARB-4 ynd TAF15
Wildtyp. TAF15BARB-4 st auf der Zelloberflache sowie im Zytoplasma lokalisiert. Nach dem Binden
des Antikdrpers BARB-4 auf der Tumorzellmembran wird dieser durch Endozytose internalisiert und
es kommt im Anschluss daran zur Induktion der Apoptose. Der TAF15 Wildtyp ist hingegen im
Zellkern und im Zytoplasma lokalisiert.

4.6.6 Rolle von TAF15 in Tumorzellen

Neben den bereits beschriebenen, regularen Funktionen in normalen Zellen, ist das
TAF15 Protein zusatzlich in die Tumorentstehung involviert. Chromosomale
Translokationen seines Gens fiihren zu Fusionsproteinen, welche in malignen
Tumoren gefunden wurden [184-185, 262-264]. Das in dieser Arbeit isolierte und
identifizierte BARB-4 Antigen stellt ebenfalls eine TAF15 Variante dar, die exklusiv in
Tumorzellen vorkommt. Des Weiteren besitzt TAF15 einige Eigenschaften und
Funktionen, die besonders fur maligne Zellen von Bedeutung sind. Viele dieser
Funktionen sind interessanterweise auch bei den anderen beiden TET-Proteinen
EWS und TLS zu finden [250]. In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen
Funktionen und ihre mdgliche Rolle in der Tumorenstehung bzw. -progression naher

charakterisiert.
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4.6.6.1 Expression von TAF15 Fusionsproteinen in Tumoren

Chromosomale Abnormalitaten sind sehr gangige molekulare Veranderungen, die
besonders bei der hamatologischen Malignitat eine groRe Rolle spielen. Sie
bestehen dabei haufig aus den oben genannten, chromosomalen Translokationen,
seltener aus chromosomalen Inversionen, und kdnnen Uber zwei unterschiedliche
Mechanismen zu malignen Neoplasien fluhren. Die dadurch auftretenden
Abnormalitaten konnen entweder zur Aktivierung sogenannter Protoonkogene oder
zur Entstehung von Genfusionen flihren [265-266]. In der chronischen myeloiden
Leukamie fusioniert beispielsweise bcr mit c-abl zu dem chimaren Transkript ber-abl,
welches ein 210 kDa grofRes Fusionsprotein mit einer erhdhten Tyrosinkinaseaktivitat
und einer abnormalen Zelllokalisation kodiert [267-268]. Chromosomale
Veranderungen, wie sie bei der hamatologischen Malignitat vorkommen, sind relativ
untypisch fur solide Tumoren. Dennoch gibt es Ausnahmen [253]. Eine dieser
Ausnahmen stellt das zu TAF15 nah verwandte EWS Gen dar, welches in einer
Vielzahl von soliden Tumoren einer Translokation unterliegt [269-279].

Auch TAF15 selbst, welches ursprunglich aufgrund der Homologie zu den beiden
Protoonkogenen EWS und TLS/FUS identifiziert werden konnte, ist in diese
chromosomalen Translokationen involviert [245, 280]. Eine charakteristische
Translokation, 1(9;17)(922;q11.2), welche aus der Fusion des TAF15 Gens und des
nuklearen Rezeptor Gens NOR1 (auch bekannt als TEC oder CHN) resultiert, wurde
in extraskelettalen myxoiden Chondrosarkomen (EMCs) gefunden [184, 262-264].
Eine weitere Genfusion des TAF15 mit dem Transkriptionsfaktor CIZ/NMP4 liegt bei
der akuten Leukamie vor [185]. Fur die Tumorentstehung konnte hierbei die
ProteinuUberexpression von Bedeutung sein, die durch die TAF15 Fusionsgene
ausgelost wird. Die N-Termini der TET Proteine (TAF15, TLS/FUS und EWS) werden
bei der Fusion mit einer DNA-bindenden Doméane eines anderen
Transkriptionsfaktors verknupft. Im Vergleich zum ursprunglichen
Transkriptionsfaktor konnte hierbei eine gesteigerte Transkriptionsaktivitat der
chimaren Proteine festgestellt werden [186, 277-278, 281-282]. Dies ist darauf
zuruckzufihren, dass die N-terminale Transaktivierungsdomanen der TET-Proteine
potenter sind als die Domanen ihrer Fusionspartner. Es wurde daher bereits

mehrfach postuliert, dass TET Proteine in der Lage sind die Onkogenese verstarken
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[182, 186, 245, 249, 282]. Der Einfluss der nachfolgend beschriebenen

Transkriptionsverstarkung spielt hierbei ebenfalls eine Rolle.

4.6.6.2 N-terminale TAF15 Domane als Transkriptionsverstarker

Signalibertragungswege konnen die Aktivitat nuklearer Transkriptionsfaktoren
modellieren und dadurch die Genexpression beeinflussen [283-284]. Der N-Terminus
des TAF15 Proteins kann an den Thyrosinresten in vivo und in vitro durch das
Enzym Thyrosinkinase v-Src phosphoryliert werden. Diese Modifikation férdert die
Transaktivierungsaktivitat des N-Terminus und somit die Transkriptionsaktivitat. Der
N-Terminus des TAF15 dient dabei mdglicherweise als Uberbriickungsfaktor
zwischen der DNA und dem Transkriptionsapparat [253].

Interessanterweise wird die Thyrosinkinase v-Src in Krebszellen Uberexprimiert. Dies
ermdglicht den TAF15 Fusionsproteinen (Abschnitt 4.6.6.1) in den entsprechenden
humanen Krebsarten eine Erhohung der Transkriptionsaktivitat. Hervorgerufen durch
den potenten TAF15 N-Terminus und die Phosphorylierung kann es durch die
chimaren Proteine zu einer mehrfach verstarkten Expression von Proteinen kommen,
welche fur die Tumorentstehung von Bedeutung ist [184-185, 253, 262-264]. Die
Uberexpression der Thyrosinkinase in Tumorzellen ermdglicht jedoch auch eine
verstarkte Phosphorylierung der nicht fusionierten TAF15 Form und somit deren
ebenfalls erhéhte Transkriptionsaktivitat. Die Uberexpression des TAF15 Zielgens
ID1 (inhibitor of DNA-binding 1, dominant negative helix-loop-helix protein) in
Krebsgewebe konnte bereits nachgewiesen werden. Es kann dabei mit der
proteosomalen Untereinheit S5A reagieren und zentrosomale Abnormalitaten
verursachen. Des Weiteren kann ID1 die Lebensspanne von Epithelialzellen
verlangern und die Differenzierung inhibieren [285-286]. Dies sind Funktionen, die flr
Krebszellen essentiell sind. Auch CDKG6 (cyclin-dependent kinase 6), ein weiteres
Protein, dessen Expression durch TAF15 beeinflusst wird, soll einen hemmenden
Einfluss auf die Zelldifferenzierung haben [287]. Es kann bei Krebs ebenfalls
uberexprimiert vorliegen [288]. Die durch eine Phosphorylierung erhohte Aktivitat des
Transkriptionsfaktors TAF15 hat somit einen Einfluss auf wichtige Zellprozesse, die

einen Vorteil fur Tumorzellen mit sich bringen.
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Ebenso wie die Phosphorylierung verstarkt auch die Bindung des glykolytischen
Proteins GAPDH an die N-terminale Doméane (NTD) des TAF15 die
Transkriptionsaktivitat. Dies konnte bereits fur die Transkription des Fusionsproteins
TAF15-TEC nachgewiesen werden [289].

Die beiden, beschriebenen Mechanismen ermdglichen der zuvor bereits effektiven
NTD des TAF15 eine Verstarkung ihrer Potenz. Sie weisen somit eine direkte
Interaktion mit genau dem Part des TAF15 Molekils auf, der mal3geblich an der

Tumorentstehung beteiligt zu sein scheint.

4.6.6.3 Uberexpression von TAF15 in Tumorzellen

In dieser Arbeit konnte eine erhdhte TAF15 Expression in Tumorzellen bzw. -gewebe
auf Protein- und mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Um die Uberexpression des
Proteins in einer malignen Zelle verstehen zu konnen, muss der Nutzen geklart
werden, den die Tumorzelle hieraus ziehen kann.

Ein erstaunlicher, funktioneller Aspekt, der hierbei wichtig erscheint, ist eine mogliche
Involvierung in die zellulare Stressantwort. Das Protein TAF15 konnte, genau wie die
nah verwandten TLS/FUS und EWS Proteine, nach Hitzeeinwirkung oder oxidativem
Stress in Stressgranula (SGs; stress granules) zusammen mit dem Stressmarker
TIA-1 detektiert werden [183]. SGs sind Partikel, die im Zytoplasma von Zellen
vorkommen, welche umgebungsbedingtem Stress ausgesetzt sind. Sie entstehen

durch eine Translationsinitiation unter Abwesenheit von elF2-GTP-tRNAMet und

bestehen aus Prainitiationskomplexen, mRNA und RNA-bindenden Proteinen [26,
290]. Das Ziel der SGs ist es, die RNAs von schadlichen Konditionen, wie sie bei
Stress entstehen, zu schutzen. Die Zusammenlagerung der RNAs in diesen phasen-
dichten Kugelchen halt sie davon ab, mit schadlichen Chemikalien zu reagieren und
rettet so die Information ihrer RNA-Sequenz [291]. Welche Rolle das TAF15 Protein
hierbei besitzt, ist noch unklar und bedarf genaueren Analysen.

Eine Kolokalisation der TET Proteine mit TIA-1 konnte ebenfalls bei der Mehrheit der
Zellen beobachtet werden, die mit TAF15 oder FUS transformiert wurden und diese

Proteine anschliel3end Uberexprimieren [183]. Es ist daher anzunehmen, dass die
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TET Proteine an der zelluldren Stressantwort beteiligt sind und eine Uberexpression
der entsprechenden Proteine die Anordnung in den Stressgranula verursacht.

Aufgrund einer schlechten Vaskularisation und immunologischen Attacken sind
maligne Zellen permanentem Stress ausgesetzt [122, 135, 292]. Es ist in diesem
Zusammenhang nicht verwunderlich, dass Proteine, die an der Stressantwort
beteiligt sind, vermehrt in malignen Zellen vorkommen, da sie dort protektiv wirken

und so fur den Erhalt der Zelle sorgen.

4.6.6.4 Involvierung des TAF15 Proteins in die Apoptose

Als Apoptose bezeichnet man den physiologischen Zelltod, bei dem sich eine
entsprechende Zelle mit Hilfe eines Selbstzerstorungsprozess eliminiert. Apoptose
kann dabei sowohl extrinsisch, z.B. durch Binden des Tumornekrosefaktor oder FAS-
Liganden an der Zelloberflache, wie auch intrinsisch, z.B. durch ein stark
geschadigtes Erbgut, induziert werden. Sie ist Teil des Zellstoffwechsels, der zur
Aufrechterhaltung der Homoostase oder der Elimination geschadigter Zellen dient
und der von der betroffenen Zelle selbst aktiv durchgefihrt wird [293-295]. Dieser
Zelltod gewahrleistet daher eine fur das umliegende Gewebe unschadliche
Beseitigung der entsprechenden Zelle. Es kommt daher auch zu keinen
Entzindungsreaktionen wie bei dem nekrotischen Zelltod [179, 296]. Fur die
Apoptose spielt eine Gruppe von proteolytischen Enzymen, die sogenannten
Caspasen, eine wichtige Rolle [179]. Je nachdem auf welchem Weg die Apoptose
ausgelost wird, kommt es zur Aktivierung der einzelnen Caspasen. Wahrend der
extrinsische Apoptoseweg eine aktive Caspase 8 verlauft, um die Caspasenkaskade
zu aktivieren, ist fir den intrinsischen Weg die aktive Form von Caspase 9
entscheidend. Sogenannte Effektorcaspasen (Caspase 3, 6, 7) fuhren anschlieRend
zum Zelltod [297-298]. Sie sind selbst am Abbau von Proteinen beteiligt oder
aktivieren weitere Zielproteine durch eine limitierte Proteolyse [179]. Dies fuhrt durch
den Verdau des Zytoskeletts, die Zerstérung des Nukleus sowie der Fragmentation
der DNA zu einem Zerfall der Zelle in Form von Vesikeln (apoptotic bodies), welche

anschlie3end mittels Phagozytose entsorgt werden konnen [295].
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Wie bereits in Abschnitt 4.5.3.2 ausfuhrlich beschrieben, kann der IgG BARB-4 wie
viele andere naturliche IgM Antikérper, die innerhalb der Arbeitsgruppe gefunden
wurden, bei Tumorzellen Apoptose induzieren. Einer dieser Antikorper ist der IgM
SC-1. Erist in der Lage Uber sein Target CD55SC-1, welches auf der Oberflache von
Magenkarzinomzellen exprimiert wird, Apoptose zu induzieren [138]. Bei diesem
Vorgang wurde vor allem die Phosphorylierung bestimmter Proteine sowie die
Aktivierung bestimmter Caspasen untersucht, die fur den Verlauf der Apoptose
wichtig sind. Hierbei konnte sowohl eine erhdhte Expression als auch eine Aktivitat
der Caspasen 8 und 3 beobachtet werden [138, 142]. AuRerdem konnte eine erhdhte
Expression von Caspase 2 in einer spaten Phase der Apoptose festgestellt werden
[142]. Trotz der Aktivierung der Apoptose durch einen Liganden (CD55SC-1) an der
Magenkarzinomzelloberflache unterscheidet sich der Apoptoseweg des SC-1 von
dem uUblichen durch FAS induzierten Weg. Im Gegensatz zu diesem klassischen
Weg findet bei der SC-1 induzierten Apoptose keine Spaltung von Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase (PARP) und kein Flip-Flop von Annexin statt [118, 142].

Ein weiterer IgM Antikorper, der Apoptose induziert, ist SAM-6. Er bindet an eine
tumorspezifisch modifizierte Form des GRP78 Molekils, welche auf der
Tumorzellmembran exprimiert wird [122]. Bei Tumorzellen, die mit dem IgM
Antikorper SAM-6 inkubiert wurden, konnte eine erhohte Aktivitat der Caspasen 9, 8,
6, und 3 sowie eine Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien wahrend
des Apoptosevorgangs beobachtet werden [178].

Bei dem IgG Antikdrper BARB-4, welcher in dieser Arbeit beschreiben wird, konnte
zwar gezeigt werden, dass der Antikorper ebenfalls Apoptose in Tumorzellen
induzieren kann, jedoch ist der genau Mechanismus Uber den die Apoptose ablauft
noch nicht bekannt. Interessanterweise konnte jedoch eine tumorspezifische TAF15
Variante als Antigen flir den monoklonalen, humanen Antikorper BARB-4
nachgewiesen werden.

TAF15 wurde schon im Zusammenhang mit Apoptose beschrieben. Das Protein
konnte bereits als Caspasensubstrat identifiziert werden. Die beiden Caspasen 3 und
7 waren dabei in der Lage, sowohl das Protein als auch das Fusionsprotein TAF15-
CIZ/INMP4 (siehe Abschnitt 4.6.6.1) im N-terminalen Bereich zu spalten. Welche
Auswirkung das TAF15 auf die Apoptose hat oder welche Rolle es dabei spielt, ist
noch unklar. Die mit TAF15 eng verwandten EWS und TLS Proteine liefern

diesbezuglich jedoch einen interessanten Anhaltspunkt. Untersuchungen zeigten,
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dass eine Uberexpression von EWS- und TLS-Fusionsproteinen in Tumorzellen
ausreicht, um eine durch zytotoxische Substanzen und Serumentzug ausgeldste
Apoptose vollstandig zu verhindern [282, 299]. Eine Uberexpression von TAF15
Fusionsproteinen kdonnte daher ebenfalls eine Hemmung der Apoptose bewirken.

Bis jetzt konnte in Untersuchungen jedoch kein anti-apoptotischer Effekt bei einer
Uberexpression des Fusionsproteins TAF15-CIZ/NMP4 beobachtet werden. Auch
verandertes, nicht spaltbares TAF15 zeigte keine Auswirkung auf die induzierte
Apoptose der damit transfizierten Zellen [300]. Einen weiteren Aspekt, welcher eine

wichtige Rolle spielen konnte, stellt die bereits erwahnte v-Src Kinase dar. Sie

phosphoryliert den N-Terminus des TAF15 bei der Proteinsequenz 106DQPD/Y 110,
welche auch als Caspaseschnittstelle identifiziert werden konnte [253, 300]. Es ist
bewiesen, dass die Phosphorylierung das Spalten und die Aktivierung von
Caspasevorstufen blockieren kann [301-302]. Daher ist anzunehmen, dass die
modifizierte  (phosphorylierte) Form des TAF15 Proteins eine erhohte
Proteolysestabilitat besitzt und es hierdurch, wie bei den EWS- und TLS-
Fusionsproteinen, zur Inhibierung der Apoptose kommen kann. Die durch TAF15
madglicherweise unterdrickte Apoptose kann auch erklaren, wie es durch das Protein
oder seine Fusionsproteine zur Immortalisierung von Zellen und somit zur
Tumorentstehung kommit.

Unsere Ergebnisse, bei denen eine tumorspezifische TAF15 Variante als Antigen fur
den apoptoseinduzierenden Antikorper BARB-4 identifiziert werden konnte,
unterstutzen die Annahme, dass TAF15 in die Apoptose involviert ist. Eine Bindung
des Antikorpers an sein Target konnte eine moglicherweise vorliegende Hemmung
der Apoptose durch TAF15 aufheben. Uber welchen Signalweg die BARB-4
induzierte Apoptose ablauft und welche Rolle dabei sein TAF15 Antigen hat, ist bis
jetzt jedoch noch ungeklart und muss in nachfolgenden Arbeiten genauer analysiert

werden.

4.6.6.5 Rolle von TAF15 in der Zelladhasion und der Zellbeweglichkeit

Zelladhasion und Zellbeweglichkeit spielen eine grol’e Rolle in der Kanzerogenese.

Besonders bei der Metastasierung sind die beiden zellulare Prozesse von Bedeutung
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[191]. Als Metastasierung bezeichnet man den Vorgang bei dem sich einzelne
Krebszellen aus dem Tumor ablésen und Uber das Blut oder die Lymphe in andere
Korperareale wandern, in denen sie sich neu ansiedeln und vermehren. Die
Fahigkeit eines Tumors Metastasen auszubilden verschlechtert die Heilungschancen
der betroffenen Patienten meist drastisch. Das Potential zur Metastasierung hangt
dabei von mehreren Faktoren, wie beispielsweise seiner Umgebung oder der
Angiogenese ab. Hauptsachlich ist jedoch der molekulare Phanotyp des Tumors
ausschlaggebend. Einzelne Zellen des Primartumors konnen sich genetisch
verandern und so wichtige Eigenschaften wie beispielsweise invasives Wachstum
erlangen, welche fir eine Metastasierung essentiell sind. Diese Veranderung ist
jedoch nicht nur funktionell, sondern wirkt sich auch auf den Phanotyp der
entsprechenden Tumorzelle aus. In zahlreichen Analysen konnte bestatigt werden,
dass phanotypische Unterschiede zwischen primaren und sekundaren Tumorzellen
bestehen. So existieren beispielsweise unterschiedliche Expressionslevel von
Adhasionsproteinen wie CD44, CD54 und CD146 zwischen metastasierenden und
nicht-metastasierenden Tumorzellen [303-306]. Fir die nachfolgende Betrachtung
spielen sowohl das aul3ere Erscheinungsbild (Phanotyp) der metastasierenden Zelle
als auch ihre funktionellen Aspekte eine wichtige Rolle. Bei dem Antikorper BARB-4
konnte eine hemmende Wirkung auf die Tumorzellmotilitdt und Tumorzelladhasion
festgestellt werden. Wie oben beschrieben, sind dies wichtige Vorgange bei der
Entstehung von Metastasen. Die Beweglichkeit bzw. das Ausbreitungsvermogen von
metastasierenden Zellen ist essentiell fur die Migration in den Blutstrom und die
Invasion der Tumorzelle in neue Gewebeareale. Die Adhé&sion unterstitzt die
Anhaftung der intravaskular lokalisierten Tumorzellen im Blut an das Endothelium der
BlutgefalRe [191]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der naturliche,
monoklonale Antikdrper BARB-4 eine tumorspezifische TAF15 Variante als Target
erkennt. TAF15 scheint dabei ebenso wie BARB-4 in beide Prozesse involviert zu
sein.

Das Protein wurde kolokalisiert mit den focal adhesion/spreading initiation center
Markern Vinculin, FAK und RACK1 in zytoplasmatischen Granula in der Nahe der
Zytoplasmamembran detektiert. Genau wie das nah verwandte TLS/FUS Protein
konnte TAF15 auch in den sogenannten Ausbreitungsinitiationszentren (SICs,
Spreading initiation center) nachgewiesen werden [183]. Vorherige Untersuchungen

des TLS/FUS zeigten dabei einen stimulierenden Effekt des Proteins auf die frihe
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Zellausbreitung [307]. Zusatzlich konnte auch ein Zusammenhang zwischen
TLS/FUS und NMDA receptor-adhesion protein signaling Komplexen beobachtet
werden [308]. Ein weiterer Aspekt, der die Involvierung von TAF15 in die
Zelladhasion bekraftigt, stellt die Thyrosinkinase v-Src dar. Alle drei humanen TET-
Proteine interagieren mit v-Src, einem Enzym, welches indirekt die Adhasion
beeinflussen kann [309]. Eine Funktion von TAF15 in den beiden zelluldren
Prozessen ist daher sehr naheliegend. Welche Rolle das Protein in diesem
Zusammenhang spielt und welche Funktionen es genau besitzt, ist jedoch noch
unklar.

Wie bereits erwahnt, ist eine tumorspezifische Variante des TAF Proteins das Target
des BARB-4 Antikorpers, der sowohl die Tumorzelladhasion als auch die
Tumorzellmotilitat inhibieren kann. Unsere Untersuchungen stitzen daher die
Annahme, dass das TAF15 Protein in beide Vorgange involviert ist. Dieses Ergebnis
liefert durch die direkte Attackierung charakteristischer Eigenschaften von
Krebszellen einen wichtigen Aspekt bezuglich der potenten Anti-Tumorwirkung des
Antikorpers. Des Weiteren konnte in immunhistochemischen Untersuchungen
gezeigt werden, dass der Antikorper BARB-4 sowohl Zellen von Primartumoren als
auch Metastasen bindet. Dies ist bemerkenswert, da sich der Phanotyp von
metastasierenden Zellen und Primartumorzellen, wie oben beschrieben,
unterscheidet. Das TAF15BARB-4 muss daher trotz der Unterschiede in den
Zelloberflachen in beiden Zelltypen exprimiert werden. Dies konnte vor allem flr
therapeutische Ansatze von Bedeutung sein. Der Antikorper BARB-4 konnte deshalb
in einer Therapie nicht nur gegen Primartumoren genutzt werden, sonder auch
gegen Metastasen. Einer Metastasierung konnte gegebenenfalls auch schon bei der
Behandlung eines Primartumors mit BARB-4 durch dessen Effekte auf

metastasierende Zellen entgegengewirkt werden.

4.6.7 Modifikationen von TAF15

Proteine kdonnen, wie bereits in Abschnitt 4.3 erwahnt, bei einer Zelltransformation
Veranderungen unterliegen. Diese Anderungen innerhalb des Proteins kénnen dabei

auf unterschiedlichen Ebenen entstehen. Man kann hierbei zwischen der Mutation
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(Veranderung auf DNA-Ebene), der Modifikation auf mRNA-Ebene
(posttranskriptionale Modifikation) und Proteinebenebene (co- bzw.
posttranslationalen Modifikationen) unterscheiden [32, 310-312]. Da das im Rahmen
dieser Arbeit gefundene TAF15BARB-4 nyr in Tumorzellen detektiert werden konnte,
der TAF15-Wildtyp jedoch ubiquitar vorkommt, ist eine solche Veranderung sehr
wahrscheinlich. Immunhistochemische Farbungen mit Anti-TAF15 und BARB-4
Antikorper auf Tumor- und Normalgewebe stutzten diese Annahme. Sie zeigten,
dass der Anti-TAF15 Antikérper sowohl das Tumor- als auch das Normalgewebe
farben kann. Hingegen reagierte BARB-4 nur mit dem Tumorgewebe. Des Weiteren
konnte mit den beiden Antikdrpern ein unterschiedliches Verteilungsmuster ihrer
Antigene beobachtet werden. Der Anti-TAF15 Antikorper farbte auf dem
untersuchten Normalgewebe nur den Nukleus, wahrend er auf dem entsprechenden
Tumorgewebe zusatzlich mit dem Zytoplasma und der Zellmembran reagieren
konnte. Der Antikdrper BARB-4, welcher nur auf dem Tumorgewebe band, reagierte
hingegen nur mit dem Zytoplasma und der Zellmembran. Dieses Ergebnis deutet auf
eine Koexistenz von TAF15BARB-4 ynd dem TAF15-Wildtyp in Tumorgewebe hin,
wobei der Anti-TAF15 Antikdrper mit beiden Proteinformen reagieren kann, wahrend
BARB-4 nur mit TAF15BARB-4 interagiert.

Auch Immunfluoreszenzanalysen bekraftigen eine Koexistenz unterschiedlicher
TAF15 Proteinformen in Tumorzellen. In einer Simultanfarbung mit Anti-TAF15 und
BARB-4 Antikorper lag Anti-TAF15 sowohl intra- als auch extranuklear vor, wahrend
BARB-4 nur extranuklear detektiert werden konnte. Beide Antikdrper lagen dabei
extranuklear kolokalisiert vor.

TAF15 weist normalerweise mehrere unterschiedliche Proteinmodifikationen auf.
Hierzu zahlen die posttranslationalen Modifikationen  Methylierung und
Phosphorylierung. Diese sind fur das Protein von grof3er Bedeutung und kdnnen
seine Lokalisation und Funktionen beeinflussen bzw. regulieren [252-253]. In einigen
Tumoren konnten auflerdem auch genetische Veranderungen in Form von
Fusionsgenen festgestellt werden [184-185, 262-264]. Diese TAF15 Fusionsproteine
stellen Chromosomenmutationen dar. In den chimaren Proteinen ist nach der
Genfusion nur noch der N-Terminus des TAF15 enthalten, nicht jedoch das C-
terminale Ende [184-185, 262-264]. Eine solche Mutation konnte fur das BARB-4
Antigen ausgeschlossen werden. Bei der Peptidmassen-Fingerprint Analyse mittels
MALDI-MS, die zur Identifizierung des BARB-4 Antigens herangezogen wurde,
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konnten einige Peptidfragmente der C-terminalen RNA-bindenden Domane
zugeordnet werden.

In einer Sequenzierung von TAF15 in Tumorzellen konnten aul3erdem keine
relevanten Veranderungen auf cDNA-Ebene detektiert werden, welche fur die
Tumorspezifitit von TAF15BARB-4 ausschlaggebend sein konnten. Zwar traten
einzelne Basenaustauschmutationen auf, diese erwiesen sich jedoch als stille und
somit nicht relevante Mutationen. Es war innerhalb dieser Untersuchung auch kein
Hinweis auf eine madgliche Modifikation von TAF15 auf mRNA-Ebene, wie
beispielsweise einer Spleilvariante, ersichtlich.

Das BARB-4 Antigen wurde innerhalb dieser Arbeit zusatzlich auf tumorspezifische
Carbohydratstrukturen untersucht, welche in Tumorzellen haufig durch Antikorper
erkannt werden. Mit Hilfe natlrlicher IgM Antikérper wurden in der Vergangenheit
bereits mehrere, unterschiedliche Proteine entdeckt, die tumorspezifische N- oder O-
Carbohydratstrukturen aufwiesen [122, 128, 138]. Fur den BARB-4 Antikorper konnte
eine solche Zuckerstruktur als Epitop jedoch ausgeschlossen werden. Glykosidase-
Analysen zeigten hierbei weder nach N- noch nach O-Carbohydratverdau einen
Bindungsverlust des Antikorpers an sein Antigen.

Des Weiteren konnte in Western Blot-Analysen mit Anti-TAF15 Antikorper auf
Zelllysaten aus gesunden Zellen und Tumorzellen gezeigt werden, dass es sich
héchstwahrscheinlich um eine kleinere Modifikation handelt, welche nicht mit dieser
Analysenmethode detektiert werden kann. Sowohl das untersuchte Zelllysat aus
malignen Zellen als auch das Lysat aus nicht-malignen Zellen wiesen eine TAF15
Bande auf exakt der gleichen Hohe auf. Mdglich sind daher Veranderungen von
kleineren Gruppen des TAF15 Molekils sowie Veranderungen in der Faltung. Es
existieren somit zahlreiche Mdéglichkeiten fur eine tumorspezifische Modifikation des
TAF15BARB-4,

4.6.8 Bedeutung des BARB-4 Antikdrpers und des TAF15BARB-4 Antigens

Das Antigen des tumorspezifischen BARB-4 Antikorpers stellt eine neue TAF15
Variante dar, die exklusiv von Tumorzellen exprimiert wird. Das Vorkommen dieses

Antigens in vielen, unterschiedlichen Tumorgeweben sowie die Lokalisation des
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TAF15BARB-4 guf der Tumorzellmembran bieten mdglicherweise sowohl fiir den
Antikorper BARB-4 wie auch fur sein Target neue Einsatzmdglichkeiten in
Tumortherapie und —diagnostik. In der Tumordiagnostik kénnten beide Molekile
dazu beitragen, dass malignes Gewebe leicht identifiziert und dadurch frihzeitig
eliminiert werden kann. Durch die tumorspezifische Expression des BARB-4 Antigens
konnte im therapeutischen Bereich aullerdem gezielt Tumorzellen attackiert werden,
wahrend das umliegende Gewebe nicht in diesen Vorgang integriert ware. Ein
selektiver Angriff auf Tumorzellen ermoglicht eine verringerte Zytotoxizitat und wirde
somit eine schonende Therapieoption darstellen. Des Weiteren handelt es sich bei
BARB-4 um einen voll humanen, naturlichen Antikérper. Er wurde aus dem
menschlichen Organismus isoliert und umgeht somit die Gefahr von der humanen
Immunabwehr als Immunogen identifiziert zu werden. In der Tumortherapie aktuell
verwendete Antikérper wie beispielsweise Trastuzumab oder Cetuximab kommen
zwar wie BARB-4 von der Immunglobulinklasse G, sind aber hauptsachlich
humanisiert oder chimar, da es nur sehr wenige, voll humane Antikorper (z.B.
Panitumumab) gibt, die bereits therapeutisch zum Einsatz kommen [57, 76, 313-
314]. Die chimaren und humanisierten Antikorper weisen jedoch nicht nur
korperfremde  EiweilRbestandteile auf, sondern sind meist auch gegen
Differenzierungsantigene gerichtet, welche zwar auf Tumoren Uberexprimiert werden,
jedoch nicht tumorspezifisch sind. Trotz der Minimierung des Fremdproteinanteils in
diesen chimaren bzw. humanisierten Antikdrpern und der dadurch haufig geringeren
Toxizitat besteht auch weiterhin der Bedarf an neuen Antikorpern, die besser
vertraglich sind und die vor allem eine hohere Tumorspezifitat aufweisen [71, 73].
Dieses Ziel kann jedoch nur mit einem rein humanen Antikorper erreicht werden, der
in der Lage ist tumorspezifische Antigene zu erkennen.

Mit dem voll humanen, naturlichen IgM Antikorper SC-1 konnten in der
Vergangenheit bereits erste Erfolge erzielt werden. Der tumorspezifische Antikorper
wurde in klinischen Studien in der Chirurgischen Klinik der Universitat Wirzburg und
der Missionsarztlichen Klinik Wurzburg getestet. Hierbei konnte sowohl eine gute
Vertraglichkeit als auch Wirksamkeit des Immunglobulins bei den Patienten
verzeichnet werden [143]. Die Untersuchungen zeigten eine Tumorregression von
60% bei SC-1 behandelten Patienten sowie eine erhohte Uberlebensrate nach 3
Jahren im Vergleich zu der 3-Jahresuberlebensrate der deutschen

Magenkarzinomstudie [126, 130, 144-146]. Wie dieses Beispiel zeigt, stellen die
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humane Herkunft sowie die Tumorspezifitdt, welche auch BARB-4 besitzt, grol3e
Vorteile dar. Diese beiden Aspekte heben den Antikérper BARB-4 von den aktuell
tumortherapeutisch eingesetzten Immunglobulinen ab und konnten den Antikorper
somit fur die Tumortherapie bedeutend machen.

Die aufgeflhrten, unterschiedlichen Einsatzmdoglichkeiten in Tumordiagnostik und -
therapie zeigen also, dass sowohl der Antikorper BARB-4 als auch sein Antigen
TAF15BARB-4 yon groRem Interesse sein konnten. Beide Molekiile erdffnen jedoch
vor allem in der zielgerichteten Tumortherapie neue Wege, die zu einer sehr
effektiven, schonenderen und nebenwirkungsarmeren Behandlung von Patienten

beitragen konnen.
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Der humane, monoklonale IgG Antikorper BARB-4 konnte mit Hilfe der
Hybridomatechnologie aus einem an Magenkarzinom erkrankten Patienten isoliert
werden. BARB-4 stellt aufgrund seiner Keimbahnkodierung einen Bestandteil der
innaten Immunitat dar und ist eines der wenigen tumorspezifischen IgG
Immunglobuline, die diesem Teil des Immunsystems zugeordnet werden kdnnen.
Innerhalb dieser Arbeit konnte die Zielstruktur des Antikérpers identifiziert und naher
charakterisiert werden. Das BARB-4 Antigen wurde hierbei Uuber ein
affinitatschromatographisches Verfahren aus Tumorzellmembranextrakten
aufgereinigt und anschlieRend mittels MALDI-MS Uber die Peptidmassen-Fingerprint
Methode analysiert. Das dabei isolierte Protein konnte eindeutig als humanes TAF15
identifiziert werden. Diese auf der Zellmembran von Tumoren exprimierte TAF15
Variante besitzt ein Molekulargewicht von etwa 78 kDa. Sie kommt im Gegensatz
zum Wildtyp exklusiv in Tumorzellen vor und konnte nicht in Normalgewebe
nachgewiesen werden. Immunhistochemische Untersuchungen mit BARB-4 und
Anti-TAF15 Antikorper auf Tumor- und Normalgewebe deuteten dabei auf eine
Koexistenz von Wildtyp und tumorspezifischer TAF15-Variante in malignem Gewebe
hin und legten somit eine tumorspezifische Modifikation des TAF15BARB-4 nahe. Ein
Carbohydrat-Epitop, wie es sehr haufig bei den natlrlichen IgM Antikdrpern
vorkommt, konnte hier jedoch ausgeschlossen werden.

In funktionellen Analysen konnte gezeigt werden, dass die Bindung des BARB-4
Antikorpers auf Tumorzellen einen Einfluss auf diverse zellulare Prozesse ausubt.
Durch die Bindung hemmte der Antikdrper das Zellwachstum von Tumorzellen und
induzierte deren Apoptose. Weitere interessante Eigenschaften des BARB-4, die bei
Tumorzellen beobachtet werden konnten, sind vor allem fiir metastasierende Zellen
von Bedeutung. Nach erfolgter Antikdrperinkubation konnte bei Tumorzellen eine
Inhibierung der Zelladhasion und der Zellbeweglichkeit nachgewiesen werden. Diese
beiden zellularen Prozesse sind wichtig fur sich im Koérper ausbreitende, maligne
Zellen. In allen durchgefuhrten Analysen handelte es sich um vom Antikérper direkt
vermittelte Effekte.

Weitere Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um das Bindungsverhalten des

Antikoérpers genauer charakterisieren zu kdnnen. Immunfluoreszenzanalysen zeigten
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dabei, dass der Antikorper BARB-4 nach der Bindung an die Tumorzellmembran
internalisiert wird.

Die Erforschung des BARB-4 Antikérpers und seiner Zielstruktur TAF15BARB-4 gyf
Krebszellen ermoglicht sowohl neue Einblicke in die Funktionsweise der innaten
Immunitat als auch neue Optionen flir die zielgerichtete Tumortherapie. Die
Identifizierung einer extrazellularen, tumorspezifischen TAF15 Variante bietet eine
neue Moglichkeit fur Diagnostik- und Therapieansatze. Durch die exklusive
Expression auf Tumorzellen ermdglicht diese TAF15-Variante gezielt maligne Zellen
zu attackieren ohne dabei gesunde Zellen zu beeinflussen. Durch das Vorkommen
des TAF15BARB-4 in den verschiedensten Tumorentitdten kdnnte diese Zielstruktur
fur die Therapie vieler unterschiedlicher, maligner Erkrankungen genutzt werden.
Aufgrund  seiner funktionellen Eigenschaften, wie der Hemmung der
Tumorzellmotilitat und Tumorzelladhasion, kdonnte der BARB-4 Antikérper besonders

fur die Pravention einer Metastasierung von Bedeutung sein.
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6 Summary

6 Summary

BARB-4, a human monoclonal IgG antibody originally isolated from a stomach
cancer patient using human hybridoma technology, is a germ-line encoded and
innate immunity-related antibody, as are only few other tumor-specific IgG
immunoglobulins.

In this study, the antigen of the BARB-4 antibody was identified and characterized.
The potential target was isolated from tumor cell membrane extracts using affinity
chromatography and further analyzed by a peptide mass fingerprint method (MALDI-
MS). By this approach, we identified a human TAF15 protein with a molecular weight
of approximately 78 kDa. In contrast to the wild-type TAF15 protein, this TAF15
variant is exclusively present in tumor cells and could not be detected in normal
tissue. Immunohistochemical stainings revealed a coexistence of wild-type TAF15
and tumor-specific TAF15BARB-4 in malignant tissue suggesting a tumor-specific
modification of BARB-4 antigen. Importantly, a carbohydrate as potential epitope,
typical for natural IgM antibodies, could be excluded.

Functional analyses demonstrated that BARB-4 inhibits proliferation of tumor cells
and induces apoptosis. In addition, incubation of tumor cells with BARB-4 diminished
cell adhesion and moaotility, which are crucial steps during formation of metastases.
We applied additional assays to obtain more detailed information about the binding
properties of the antibody. Specifically, immunofluorescence approaches confirmed
binding of BARB-4 to the tumor cell surface and its subsequent internalisation by
endocytosis. All these findings appear to be directly antibody-mediated effects.

The characterization of the BARB-4 antibody and its target TAF15BARB-4 may lead to
deeper insights into the function of the innate immune system. Moreover, the
identification of a tumor-specific antibody offers novel opportunities for the diagnosis
of malignant tumors and may foster the development of novel, antibody-based
therapeutic approaches. Based on the exclusive expression of TAF15BARB-4 gn
tumor cell surface, BARB-4 enables the discrimination of malignant and normal
tissues, and the expression of TAF15BARB-4 in various cancer entities might be the
basis for the development of tumor-specific therapies. By arresting tumor cell
adhesion and tumor cell motility, BARB-4 could be especially useful for the

prevention of metastases in malignant tumors.
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Im Laufe der Arbeit verwendete Abkirzungen:

p
A

K
Mg

pl

uM
um
5-FU
ABTS
ADCC

ADCP

AdoMet
ADP
AE1/3
APC
APS
Arg
BCA
ber
BiP
BLAST
bp
BSA
c-abl
CAM
CD
CDC
CDK
cDNA
CDR
CEA
CFR
Ch
CHN
Clz
CL
CLL

beta

lambda
kappa
Mikrogramm
Mikroliter
mikromolar
Mikrometer
5-Fluorouracil

Diammonium-2,2’azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)

antibody-dependent cellular cytotoxicity, antikdrperabhangige zellulare
Zytotoxizitat

antibody-dependent cellular phagozytosis, antikrperabhangige zellulare
Phagozytose

S-Adenosylmethionin

Adenosindiphosphat

Keratin

antigen-presenting cell, antigenprasentierende Zelle
Ammoniumperoxodisulphat

Arginin, Dreibuchstabencode der Aminosaure

Bicinchoninsaure

breakpoint cluster region

immunglobulin binding protein

Basic Local Alignment Search Tool

Basenpaare

bovine serum albumin (Rinder Serum Albumin)

cellular Abelson murine leukemia viral oncogene homolog

cell adhesion molecule,

cluster of differentiation, Differenzierungsantigen
complement-dependent cytotoxicity, komplementabhangige Zytotoxizitat
cyclin-dependent kinase

complementary DNA, komplementare DNA

complementarity determining region, Antigenbindestelle des Antikdrpers
carcinogenic embryonic antigen, karzinogenembryonales Antigen
cysteine-rich fibroblast growth factor receptor

konstanter Teil der schweren Kette eines Antikorpers

Synonym fur NOR1

CAS-interacting zinc finger protein

konstanter Teil der leichten Kette eines Antikérpers

chronische, lymphatische Leukamie
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CLRs
cm
CNBr
CO,
Cy
Cys

D

DAB
DAF
DAPI
DEPC-Wasser
DMSO
DNA
dNTPs
DTT
EDTA
EGFR

elF2-GTP-tRNAMet

ELISA
EMCs
EpCAM
ErB2
ESL
EWS
ExPASy
Fa.
Fab
FACS
FAK
Fc
FcyR
FcR
FcRn
FCS
FGF
FGFR
FITC
FPLC
FR
FUS

C-type lectin receptors

Zentimeter

Cyanogenbromid

Kohlenstoffdioxid

Cyanin

Cystein

Asparaginsaure, Einbuchstabencode der Aminosaure
Diaminobenzidin

decay-acelerating factor, CD55
4’,6-Diamidin-2-phenylindol

Wasser versetzt mit Diethylpyrocarbonat, RNAsefrei
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Deoxynukleosidtriphosphate

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

epidermal growth factor receptor

Komplex aus dem eukaryotic initiation factor 2, GTP und methioningekoppelter
Initiator-tRNA

enzyme linked immunosorbent assay, enzymgekoppelter Imnmunadsorptionstest
extraskelettale myxoide Chondrosarkome

epithelial cell adhesion molecule

HER2/neu

E-Selektin Ligand

Ewing’s sarcoma

Expert Protein Analysis System

Firma

antigen binding fragment, Antigen bindendes Fragment des Antikérpers
fluorescence activated cell sorting /scanning, Durchflusszytometrie
focal adhesion kinase

crystallizable fragment, kristallisierbares Fragment des Antikdrpers
gamma Fc-Rezeptor

Fc-Rezeptor

neonataler Fc-Rezeptor

fetal calf serum, Fetales Kalberserum

fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor

Fluoresceinisothiocyanat

fast protein liquid chromatography

framework region, Stabilisierungselement des Antikdrpers

fusion
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g
G

GAPDH
GIn

Gly

GPI
GRP

h

HAMA
HAT
HCI

HCI
HEPES
HER2/neu
HF
HLA-DR
HMMTOP
HRP
HSP

ID

g

kb

kDa

I
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M

m/V

m/z

mA

mA
mADb

MALDI
MAT

mg

MHC
Millipore®-Wasser
min

Mio.

ml

mM

mm

Gramm

Glycin, Einbuchstabencode der Aminosaure
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glutamin, Dreibuchstabencode der Aminosaure
Glycin, Dreibuchstabencode der Aminosaure
Glykosylphosphatidylinositol

glucose-regulated protein

Stunde

human anti-mouse antibodies
Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin

Salzsaure

Salzsaure
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsaure
human epidermal growth factor receptor 2, ErbB2
High-Fidelity

humanes Leukozytenantigen DR, MHC Klasse |l Oberflachenrezeptor
Hidden Markov Model Topology Program
horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
heat shock protein, Hitzeschockprotein

inhibitor of DNA-binding, dominant negative helix-loop-helix protein
Immunglobulin

Kilobasen

Kilodalton

Liter

lysogeny broth

Molar

Gewichtsprozent

Masse/Ladungsverhaltnis

Milliampere

Milliampere

monoclonal antibody, monoklonaler Antikbrper

matrix assisted laser desorption ionization, matrix-unterstiitzte Laserdesorption/
lonisation

Methioninadenosyltransferase

Milligramm

major histocompatibility complex

Wasser auf der Milli-Qplus PF Aufbereitungsanlage
Minute

Millionen

Milliliter

millimolar
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M-MLV
M-MLV
mRNA
MS
MTT

NAD
NADP

NCBI

ng
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NLRs
nM

nm
NMDA
NMP
NOD

Nonidet P40
NOR

NTD
Oligo-dT
oxLDL
P
PAMP
PARP
PBS
PCR
PEO
pmol
POD
POLR3B
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PRMT
PRRs
PSA
Q

R
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RBP
RISC
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Moloney Maus Leukamie Virus

Moloney murine leukemia virus

messenger RNA

Massenspektrometrie
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Nicotinamidadenindinukleotid; NADH (reduzierte Form), NAD+ (oxidierte Form)

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat, NADPH (reduzierte Form),NADP*
(oxidierte Form)

National Center for Biotechnology Information
Nanogramm

Naturliche Killerzelle

NOD-ahnliche Rezeptoren

nanomolar

Nanometer

N-Methyl-D-Aspartat

nuclear matrix protein

nucleotid binding and oligomerization domain
Nonylphenylpolyethylenglykol

neuron-derived orphan receptor, nuklearer Rezeptor der Subfamilie 4, Gruppe A,
Mitglied 3 (NR4A3)

N-terminale Doméne

Oligodeoxythymidn

oxidiertes low density lipoprotein,

Prolin, Einbuchstabencode der Aminosaure

pathogen associated molecular pattern, pathogenassoziierte molekulare Muster
Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase

posphate buffered saline (Phosphat gepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Polyethylenoxid

Picomol

Peroxidase

polymerase (RNA) Ill (DNA directed) polypeptide B
parts per milion

Protein-Arginin-N-Methyltransferase

pattern recognition receptors

prostataspezifisches Antigen

Glutamin, Einbuchstabencode der Aminosaure
Arginin, Einbuchstabencode der Aminosaure
receptor for activated C-kinase

RNA-binding protein

RNA induced silencing complex

RIG-1 (retinoic acid inducible gene 1-) like receptors
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RNA Ribonukleinsaure

RNAI RNA-Interferenz

RPMI Roswell Park Memorial Institut

RRM RNA recognition motif, RNA-Erkennungsmotiv

s Sekunde

S Serin, Einbuchstabencode der Aminosaure

SARFH sarcoma-associated RNA-binding fly homolog, Drosophila Protein Cabeza
scFv single chain variable fragment

SDS sodium dodecylsulfate (Natriumdodecylsulfat)

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Ser Serin, Dreibuchstabencode der Aminosaure

SGs stress granules, Partikel im Zytoplasma die an der Stressantwort beteiligt sind
SICs spreading initiation center, Ausbreitungs-Initiationszentren
siRNA small interfering ribonucleic acid

SnRNA small nuclear RNA, kleine nukledre RNA

snRNP small nuclear ribonuleoprotein particle

SOB super optimal broth

SOC SOB Medium mit 20 mM Glucose

SRs Scavenger Rezeptoren

ssDNA single strand DNA, einzelstrangige DNA

TAF TATA-binding protein-associated factor

TBE Tris-Borat-EDTA

TBP TATA-binding protein

TBS Tris bufferd saline

TCEP Tris(2-carboxyethyl) phosphin

TEC Synonym fir NOR1

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TET TLS-EWS-TAF15

TFIID Transkriptionsfaktor 11D

TIA T-cell-restricted intracellular antigen

TLRs toll-like receptors

TLS translocated in liposarcoma

TMbase Datenbank aus natirlich vorkommenden Transmembranproteinen
TMHMM Tied Mixture Hidden Markov Model

TMpred Predicition of Transmembrane Regions and Orientation
TNF Tumornekrosefaktor

TRAIL tumor necrosis factor (TNF)- related, apoptosis-inducing ligand
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA transfer RNA

Tyr Tyrosin, Dreibuchstabencode der Aminosaure

U unit, Einheit
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uicC

upm

Union internationale contre le cancer
Umdrehungen pro Minute

ultraviolett

Volumenprozent

vascular endothelial growth factor

variabler Teil der schweren Kette eines Antikérpers
variabler Teil der leichten Kette eines Antikérpers
viral-sarcoma

Windows Multiple Document Interface Flow Cytometry
x-fache Erdbeschleunigung

Tyrosin, Einbuchstabencode der Aminosaure

Zinkfinger
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