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1.1. Die maligne Neoplasie

Der menschliche Organismus besteht aus einem unvorstellbar komplexen
Zusammenspiel von (ber 10 Zellen mit unterschiedlichsten Aufgaben und
Charakteristiken. Wachstum und Regeneration dieser Zellen unterliegen vielfaltigen
Steuermechanismen, die Proliferation und Apoptose (iberwachen. Strukturelle
Schaden besonders auf Ebene der DNA koénnen Stérungen in den metabolischen
Steuermechanismen  verursachen, die in wenigen Féallen zu unkontrolliertem
Wachstum einzelner Zellen fihren. Diese Zellen erreichen lber weitere Mutationen als
so genannte maligne Neoplasien die Fahigkeit zum gewebsinvasiven Wachstum und

kénnen zum Untergang des ganzen Organismus fihren.

1.1.1. Epidemiologie in Deutschland

Im Laufe des letzten Jahrhunderts ist in Deutschland, nach Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems mit 356.462 Todesfdllen im Jahr 2009, das Tumorleiden zur
haufigsten Todesursache avanciert. So hat nach aktuellen Schatzungen des Robert-
Koch-Instituts die Neuerkrankungsrate in Deutschland zwischen 1980 und 2006 bei
Frauen um 35% und bei Mannern um mehr als 80% zugenommen (RKI 2010 (a); RKI
2010 (b)). Den Zahlen des Statistischen Bundesamts zufolge starben im Jahr 2009
216.128 Menschen an bosartigen Neubildungen oder ihren Folgen, davon 99.417
Frauen und 116.711 Manner (Bundesamt 2010 (a); Bundesamt 2010 (b)). Die
demographische Alterung der Bevolkerung sowie sensitivere Methoden in der
Diagnostik sind Grinde fir die Zunahme der festgestellten Krebserkrankungen. Dies
zeigt sich auch an der Lebenszeitpravalenz fir Krebserkrankungen, die derzeit bei ca.
38% fir Frauen und 47% bei Mannern liegt. Abbildung 1 zeigt die Entwicklung der
Erkrankungs- und Sterberaten durch Krebserkrankungen von 1980 bis 2006.
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten in Deutschland 1980 — 2006, ICD-
10 (International Statistical Classification of Diseases and Related Health Problems) 000 — 97 ohne
C44, Fille pro 100.000. Zunahme der Erkrankungsraten bei gleichzeitiger Abnahme der Sterbehaufigkeit
(RKI 2010 (a)).

Diese Zahlen verdeutlichen die enorme Bedeutung, die der Bekdampfung von malignen
Erkrankungen zuteil wird. Einen Teilerfolg bisheriger Anstrengungen in Forschung und
Klinik erkennt man an dem zum Teil erheblichen Anstieg der Lebenserwartung bei
bestimmten Krebserkrankungen in den letzten 25 Jahren (Sporn 1997). Dem Bericht
des Robert-Koch-Instituts vom Februar 2010 zufolge lag die relative 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit zu Beginn der 1980er Jahre bei 50% fiir Frauen bzw.
35% fiir Manner. Bei Diagnosestellung zwischen 2000 und 2004 konnte dagegen schon
mit einer Uberlebensrate von 60% bzw. 53% gerechnet werden (RKI 2010 (a)). Hierbei
handelt es sich um gemittelte Werte einzelner Tumorentitdten, bei zum Teil groRer

Variabilitat.
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1.1.2. Aktuelle therapeutische Optionen

Fir die kurative wie palliative Krebstherapie steht eine Vielzahl unterschiedlicher
Therapiemoglichkeiten zur Verfligung. Neben dem chirurgischen Eingriff mit dem Ziel
der mikroskopisch vollstdndigen Entfernung des Tumors (RO), kann auch die
Strahlentherapie, die zumeist Elektronen- oder Alphastrahler verwendet, eingesetzt
werden. Beide Verfahren eignen sich vornehmlich zur lokalen Therapie. Als bisher
einziges Werkzeug zur systemischen Bekdampfung von Tumorerkrankungen wird die
systemische Chemotherapie eingesetzt. Dabei besteht die besondere Anforderung an
die Chemotherapeutika, effektiv die veranderten Zellen abzutéten und dabei moglichst
wenig toxische Wirkung auf die gesunden Zellen des Koérpers zu entfalten. Die
Schwierigkeit entsteht durch die anndahernd gleiche biologische Struktur der gesunden
wie der verdnderten Zellen, was eine gezielte Bekdmpfung, wie etwa bei der
antibiotischen oder der antimykotischen Therapie, deutlich erschwert. Nutzt man
wenig spezifische Eigenschaften wie beispielweise die erhdhte Zellteilungsrate als
Angriffspunkt, missen entsprechend starke Nebenwirkungen besonders an Organen
mit physiologisch schnellen Teilungsraten, wie etwa Zellen der Haut oder des
Blutbildungssystems, in Kauf genommen werden. Die Entwicklung suffizienter

Chemotherapeutika zielt demnach besonders auf eine verbesserte Selektivitat ab.

In der heutigen Krebstherapie werden die genannten Moglichkeiten meist im Rahmen
eines erprobten Behandlungskonzepts in definierten Kombinationen eingesetzt. Eine
hdufige Anwendung erfdhrt beispielsweise das Prinzip der neoadjuvanten oder
adjuvanten Chemo- oder Radiochemotherapie (Deutsche Krebsgesellschaft e.V. 2008;

Renz-Polster and Krautzig 2008).

1.1.3. Metastasierung

Neben den Komplikationen des lokalen Wachstums mit Kompression des umliegenden
Gewebes sowie der Entstehung von Thromben mit den Folgen einer Thrombembolie
ist besonders die Metastasierung Grund fiir den letalen Ausgang einer
Krebserkrankung (Sporn 1996). Diese in der Tumorentwicklung meist spat auftretende

Eigenschaft erfordert vielfdltige Mutationen der Krebszellen, die ihnen eine
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Einwanderung in BlutgefiaRe, das Uberleben im Blutstrom und zuletzt die Bildung einer
neuen Zellkolonie in fremdem Gewebe ermoglichen. Wenn die Tumorzellen diese
Hirden Gberwunden haben, entzieht sich der Tumor meist einer suffizienten, lokalen
Therapie mit chirurgischen oder strahlentherapeutischen Mafnahmen und es muss
haufig zu einem palliativen Behandlungsschema lbergewechselt werden. Trotz aller
Fortschritte in Diagnostik, chirurgischen, strahlen-, sowie lokalen und systemischen
chemotherapeutischen  Methoden ist die haufigste Todesursache bei
Krebserkrankungen die Entstehung gegen konventionelle Chemotherapeutika
resistenter Metastasen. Diese Resistenz resultiert unter Anderem aus der biologischen
Heterogenitat der metastasierten Krebszellkolonien zu den urspriinglichen Krebszellen,
die mitunter aus der Auseinandersetzung mit dem neuen Umgebungsmilieu der
Metastase resultiert. Nachdem bisherige Verbesserungen in der Therapie nur
stlickweise zur Prognose-Verbesserung fiihrten, liegen besonders Moglichkeiten zur
Inhibierung der Metastasierung im Fokus des Interesses der kurativen Krebstherapie
(Fidler 2003). Bedeutende Erkenntnisse fiir das Erreichen dieses Ziels konnten durch
eine genaue Beobachtung des menschlichen Korpers und seiner Abwehrmechanismen

gewonnen werden.

1.2. Krebs und Immunsystem

Die Zellen des Korpers sind im Laufe eines Lebens standig exogenen und endogenen
Schadigungen unterworfen, die zu Strangbriichen und Radikalbildungen, und in der
Folge zu Mutationen der DNA fiihren. Viele dieser Mutationen bleiben ohne Wirkung,
da sie sich auf nicht-translozierten Bereichen der DNA befinden. Zudem stehen der
Zelle vielfache Moglichkeiten zur Reparatur schadhafter Stellen zur Verfiigung. Sollten
alle Versuche einer Wiederherstellung scheitern, bleibt der Zelle als letzte Instanz noch
die Einleitung einer kontrollierten Apoptose, die ohne Ausschwemmung von
Zellbestandteilen in den Interzellularraum, und damit ohne inflammatorischer

Reaktion, erfolgt.

Bei rund 10™ Zellen des Kérpers ist es nicht verwunderlich, dass ein wenn auch duRert

seltenes Versagen der oben genannten Reparaturvorgiange immer noch eine
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betrachtliche Zahl an Mutationen hervorruft. Viele dieser Neoplasien erreichen nur
eine mikroskopische Ausbreitung, da eine fiir dass weitere Wachstum notwendige
Mutation ausbleibt. Dennoch wiirde man eine weit hdhere Zahl an malignen
Neoplasien erwarten. Dass dies nicht so ist, verdanken wir unserem Immunsystem

(Greaves 2007).

1.2.1. Erworbene Immunitat

Das Immunsystem des Menschen unterteilt sich in die angeborene und die erworbene
Immunantwort. Beide Systeme greifen auf eine Kombination aus humoralen und

zellularen Komponenten zurtick.

Die tragende Saule der evolutionsgeschichtlich jlingeren, erworbenen Immunantwort
ist die Interaktion zwischen T-Helfer-Zellen und B-Zellen. Die B-Lymphozyten zeigen
sich verantwortlich fiir die Produktion der Antikorper, sowie der Bildung eines
immunologischen Gedachtnisses im Falle eines Antigenkontaktes des Organismus. Die
Genese der B-Lymphozyten beginnt mit der Reifung im Knochenmark. Die Kombination
verschiedener Introns (Rearrangement), sowie Deletionen und Insertionen bei der
Reifung von Lymphozyten im Knochenmark und Thymus férdern eine breite
Variabilitdat der Antigenbindungsstellen (Kim, Park et al. 2000; Schroeder and Cavacini
2010). Im Thymus und in der Milz unterlaufen die B-Lymphozyten anschliefend eine
Selektion nach ,self und ,non-self”, in der Lymphozyten, die gegen kdrpereigene
Strukturen gerichtet sind, Uber eine sofortige Apoptose-Einleitung beseitigt werden
(Brigl and Brenner 2004). Die lbrigen Lymphozyten wandern durch die Blutbahn und
in die verschiedenen Gewebe und warten auf den Kontakt mit lhrem spezifischen
Antigen. Nach erfolgtem Kontakt der CD (Cluster of Differentiation) 4+-T-Zellen mit
einem Antigen werden im Beisein von MHC (Major Histocompatibility Complex) 1 oder
MHC2 Bindungsproteinen die entsprechenden B-Lymphozyten aktiviert. Dabei werden
zundchst vor allem Immunglobuline der Klasse IgM produziert. Bei einem weiteren
Kontakt mit dem auslésenden Antigen oder im Verlauf einer langeren Exposition findet
neben der Affinitatsreifung durch weitere Mutation und Selektion auch ein so

genannter Klassensprung zu IgG statt. Die bedeutenden Unterschiede zur innaten
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Immunitdt bestehen also in einer fortschreitenden Affinitatsreifung bezliglich
spezifischer Antigenstrukturen, sowie in der Ausbildung eines Immungedéachtnisses, in

Form von meist lebenslang in der Blutbahn zirkulierenden B-Gedachtnis-Zellen.

1.2.2. Innate Immunitat

Die in der Evolution schon friih auftauchende angeborene oder innate Immunitat stellt
eine Sofort-Reaktion auf unspezifische korperfremde Strukturen dar. Wichtige Akteure
dieser Immunitdt sind Zellen mit der Fahigkeit zur Endozytose und Lyse der
Fremdsubstanzen mittels Lysosomen. Besonders Makrophagen oder dendritische
Zellen binden Uber so genannte Toll like receptors (TLR's) an sich haufig
wiederholende, korperfremde Kohlenhydrat- und Glykolipid-Verbindungen, so
genannte , pattern”. Diese Strukturen sind im Verlauf der Evolution, anders als zum
Beispiel Proteinverbindungen, weitgehend konstant geblieben und versprechen so ein
gutes Ansprechverhalten des Immunsystems, auch ohne vorherigen Kontakt mit dem
Antigen (Heine and Lien 2003). Zusatzlich folgt einem Kontakt mit den
Fremdstrukturen die Freisetzung von Zytokinen, Interleukinen und anderen

Mediatoren.

1.2.2.a Immunglobuline der innaten Immunitat

Wie bei der erworbenen spielen auch bei der innaten Immunitdt Antikdrper eine
wichtige Rolle. Die natlrlichen Immunglobuline erhalten ihre genetische Variabilitat
ebenfalls aus Rearrangement und Mutationen, erfahren allerdings keine weitere
Affinitatsreifung wie sie bei Antikdrpern der adaptiven Immunitat vorkommt. Sie
werden daher auch als Keimbahn-kodiert (engl.: germ-line) bezeichnet (Murphy,
Travers et al. 2008). Immunglobuline der innaten Immunitat haben nur eine gering
ausgepragte Affinitat, binden daflir aber an relativ viele unterschiedliche Strukturen
gleichzeitig. Dies qualifiziert sie besonders flir eine rasche Abwehr korperfremder
Strukturen oder korpereigener Abfallprodukte wie etwa Zellreste. Die Immunglobuline
der innaten Immunitat werden vorwiegend durch CD5+-B-Lymphozyten gebildet. Eine
vorherige Aktivierung durch CD4+-T-Zellen ist nicht noétig (Brandlein and Vollmers

2004). Die Isolierung und Analyse von tumorspezifischen Antikorper ergab, dass
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natirliche Antikdrper vornehmlich der Klasse der IgM zuzuordnen sind und sowohl bei
Erkrankten als auch bei Gesunden vorkommen (Brandlein, Pohle et al. 2003; Brandlein

and Vollmers 2004).

Fir die natirliche und erworbene Immunitdt spielen Antikérper eine entscheidende
Rolle bei der Opsonierung von Fremdstrukturen, der Aktivierung des
Komplementsystems und der Initiation der Migration weiterer, antiinfektioser Partikel
wie Granulozyten und Makrophagen. Die Aufgaben der natlrlichen Antikérper
schlieBen zudem auch die Erkennung von mutierten Zellen ein (Casali and Schettino
1996; Vollmers and Brandlein 2007). Zuséatzlich haben einige dieser Antikorper, wie
etwa der humane Antikorper SC-1, die Fahigkeit, durch direkte Bindung an
Zelloberflachenrezeptoren deren Eintritt in die Apoptose zu induzieren (Vollmers,
Hensel et al. 1998; Hensel, Hermann et al. 2001). Aus diesen Beobachtungen heraus
erkannte man, welche groRe Bedeutung die innate Immunitdt in der Abwehr von
Tumorzellen inne hat. Diese Erkenntnis revolutionierte das Verstandnis der innaten

Immunitat in den 1990er Jahren grundlegend (Vollmers and Brandlein 2005).

1.2.2.b Immunglobuline der Klasse IgG

Bisher wurden vor allem Immunglobuline der Klasse IgM fiir die Abwehr maligner
Zellen verantwortlich gemacht (Brandlein, Pohle et al. 2003). Besonders interessant ist
daher die Isolierung eines tumorspezifischen IgG, des BARB-4 Antikorpers. Er ist der
erste Antikorper vom Typ IgG, dessen Zielprotein und dessen Auswirkungen auf
Tumorzellen innerhalb unserer Arbeitsgruppe genauer untersucht wurden (Schatz,

Brandlein et al. 2010).

1.3. Hybridomatechnologie

Die gewonnenen Erkenntnisse Uber die Arbeitsweise des innaten Immunsystems
fihrten zu neuen therapeutischen Ansatzen. Durch die immense Verbesserung der
Selektivitat gegenilber klassischen Chemotherapeutika ist eine verbesserte Wirkung

gegen die Krebszellen bei gleichzeitig verminderter Toxizitdt und deren Folgen auf den
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Organismus moglich. Dies qualifiziert den Einsatz von Antikorpern als einen der

erfolgversprechendsten Therapieansatze der modernen Krebstherapie.

Dennoch mussten zunachst einige Rickschlage hingenommen werden, ehe die ersten
erfolgreichen Praparate die Marktreife erlangten. Entscheidende Weiterentwicklungen

gelangen hier insbesondere in der Einfihrung neuer Herstellungsverfahren.

1.3.1. Murine Immunglobuline

Die ersten erfolgreich isolierten Antikdrper stammten von Mausen, die mit
menschlichen Krebszellen immunisiert wurden. Da das murine Immunsystem nahezu
alle Oberflachenstrukturen dieser Zellen als ,fremd” erkannte, konnte man mit dieser
Methode keine selektiv gegen verdanderte Oberflichenstrukturen gerichtete
Antikorper erwarten. Es zeigte sich zudem bald, dass die so gewonnenen Antikérper
nur begrenzt einsetzbar sind, da das menschliche Immunsystem eigene Antikoérper
gegen die therapeutisch eingesetzten so genannten ,murinen” Antikdrper, auch als
,human anti-mouse antibodies” (HAMA) bezeichnet, entwickelte (Tjandra, Ramadi et
al. 1990). Ein Arzneimittel in klinischer Anwendung ist Yttrium-90-markiertes
Ibritumomab-Tiuxetan (Handelsname Zevalin®) das zur Behandlung von Patienten mit
rezidivierenden oder refraktdren, Rituximab insensiblen, CD20-positiven follikuldaren

Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) vom B-Zell-Typ zugelassen wurde.

1.3.2. Chimare Immunglobuline

Die Inaktivierung der eingesetzten murinen Antikdrper durch HAMA’s schrankte den
Erfolg der Immuntherapie zundchst deutlich ein. Eine Losungsmoglichkeit stellte die
Verwendung humanisierter Immunglobuline dar, bei der mit Hilfe von gentechnischen
Methoden Teile der murinen Antikdrperstruktur durch humane Aminosauren ersetzt
werden. Hierdurch konnte die Host-versus-Graft-Reaktion zum Teil abgemildert
werden (Glennie and van de Winkel 2003). Cetuximab (Handelsname Erbitux®) ist ein
Vertreter dieser Gruppe. Der gegen EGFR (epidermal growth factor receptor) bindende
Antikorper wird in der Klinik bei kolorektalen Karzinomen eingesetzt. Durch die

Bindung an EGFR, der bei diesen Tumorzellen haufig tGberexprimiert ist, kann die
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Ausbreitung des Tumors vermindert werden (Holmer 2004; Humblet 2004). Ein
weiterer wichtiger Vertreter der chimaren Immunglobuline ist der TNF (Tumor Nekrose
Faktor) spezifische Antikérper Infliximab (Handelsname Remicade®), der ein wichtiges
Arzneimittel bei fortgeschrittener rheumatoider Arthritis darstellt (Singh, Christensen

et al. 2009).

1.3.3. Humanisierte Immunglobuline

Die Weiterentwicklung dieser Idee fuhrte zur Produktion der humanisierten
Immunglobuline, bei denen nur noch die antigenbindenden CDR (Complementarity
Determining Region)-Regionen von der Maus abstammen. Hierdurch konnte der Anteil
der immunfremden Aminosduresequenzen auf unter 10% reduziert werden, was eine
nochmals verbesserte Toleranz des Organismus gegeniliber den therapeutischen
Antikorpern mit sich brachte (Glennie and van de Winkel 2003). Ein Vertreter dieser
Gruppe ist der Trastuzumab (Handelsname Herceptin®). Dieser, gegen HER2/neu
(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, ErbB2) bindende Antikorper kann zur
Behandlung von Brustkrebs eingesetzt werden, wenn das Zielprotein iberexprimiert
ist. Dies kann in einem Labortest anhand einer Biopsie festgestellt werden und ist bei
etwa einem Viertel aller Frauen mit Brustkrebs zutreffend (Viani, Afonso et al. 2007).
Mit EinfUhrung von Trastuzumab konnten deutliche Fortschritte in der Bekampfung

des Brustkrebs erzielt werden (Nanda 2007).

1.3.4. Humane Immunglobuline

Die endgiiltige Losung der Problematik der Immunreaktion gegen die therapeutisch
verabreichten Antikérper stellte die Herstellung rein humaner Immunglobuline dar.
Abbildung 2 zeigt schematisch den jeweiligen Anteil muriner bzw. humaner

Proteinsequenzen der synthetisierten Immunglobuline.
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Muriner Chimdrer Humanisierter Humaner
Antikérper Antikdrper Antikorper Antikorper

YYX¥Y

G Maus ™ Mensch

Abbildung 2: Schematische Ubersicht {iber die nach unterschiedlichen Methoden generierten
Antikorper. Auf dem Weg vom murinen zum humanen Antikérper nimmt der Anteil der von der Maus
stammenden Proteinsequenzen (blau) zu Gunsten humaner Proteinsequenzen (hellblau) ab. Grafik nach

(Glennie and van de Winkel 2003).

Die Gewinnung rein humaner Antikdrper gestaltet sich zunachst schwierig und es war
lediglich moglich, Antikorper gegen schon bekannte Antigenstrukturen bzw.
tumorunspezifische Antigene zu synthetisieren. Ein gdngiges Verfahren stellt das
Phage-Display dar, mit dem allerdings auch TNF-Faktor-spezifische, nicht explizit
tumorspezifische Antikorper produziert werden. Der humane IgG Antikorper
Adalimumab  (Handelsname Humira®) st ein potentes TNF-spezifisches
Immunsupressivum, das nach dieser Methode entstand (Hoogenboom 2005; Singh,
Christensen et al. 2009). Eine Weiterentwicklung ist die auf cDNA-Bibliotheken des
Phage-Display basierende, 1995 von Sahin vorgestellte SEREX-Methode (Serological
Analysis of Autologous Tumor Antigens by Recombinant cDNA Expression Cloning, dt:
Serologische Identifikation von Antigenen durch rekombinantes Expressionsklonieren),
bei der mit Hilfe einer Impfung von Escherichia coli-Bakterien mittels Phagen und
anschlieRender Selektion antikorperproduzierender Klone tumorspezifische Antikérper
isoliert werden. Der Nachteil dieses Verfahrens liegt unter Anderem in dem relativ

hohen technischen Aufwand (Sahin, Tureci et al. 1995; Jager 2007).

Ein Durchbruch gelang durch die Nutzung der Hybridomatechnologie zur Herstellung
humaner Antikorpern. Mit dieser Technik ist es moglich, immortale Zellen, so genannte

,Triome”, zu generieren, die rein humane Antikorper produzieren. Dazu werden
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zundchst, durch klassische Hybridisierung nach Kéhler und Milstein, B-Lymphozyten
mit murinen Myelomzellen fusioniert und aus den entstandenen Heteromyelomzellen
HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-Tymidin)-sensitive Zellen isoliert (Kéhler and Milstein
1975). Durch erneute Fusion der Heteromyelomzellen mit antikorperproduzierenden
B-Lymphozyten, die entweder von Patienten mit Tumorerkrankungen oder von
gesunden Probanden gewonnen wurden, und erneute Selektion der HAT-sensitiven
Zellreihen  gelingt die  Herstellung immortaler, Antikdrper-produzierender
Hybridomzellen (Vollmers, O'Connor et al. 1989; Faller, Vollmers et al. 1990).
Abbildung 3 zeigt schematisch die wichtigsten Schritte der Antikorpersynthese mittels

Hybridomatechnologie.

YY YY

humane, antikorper- immortalisierte,
produzierende humanisierte
B-Lymphozyten \/ Heteromyelomzellen
HAT-Selektion

G

immortalisierte,
antikorper-produzierende
Hybridomzellen

Selektion

|
e y{ﬂ?‘(

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Hybridomatechnologie zur Gewinnung natiirlicher,
humaner Antikorper. Von Patienten gewonnene, Antikérper-produzierende B-Lymphozyten werden mit
immortalisierten Heteromyelomzellen fusioniert. Durch die sogenannte HAT (Hypoxanthin-Aminopterin-
Tymidin)-Selektion werden immortalisierte Hybridomzellen selektioniert. Ein ELSIA (Enzyme-linked
immunosorbant assay) erlaubt das Auslesen Antikorper-produzierender Hybridomzellen, welche
nachfolgend auf ihre Tumorspezifitdt untersucht werden kdnnen. Grafik nach (Brandlein, Pohle et al.

2003).

12



1. Einleitung

Dieses Verfahren ermdoglicht nicht nur die Isolierung von rein humanen Antikdrpern,
sondern letztendlich auch die Identifizierung bisher unbekannter tumorspezifischer
Oberflachenantigene. Einige dieser Immunglobuline sollen im Folgenden vorgestellt

werden.

1.3.4.a Der humane Antikorper SC-1

Der humane IgM-Antikérper SC-1 stammt von einem Patienten mit Siegelringkarzinom
des Magens und bindet an eine Isoform des CD55/DAF-Rezeptors (decay-accelerating
factor). CD55/DAF stellt einen Schutz vor dem Verdau durch autologes Komplement
dar. Die SC-1 spezifische Isoform kommt exklusiv bei Magenkarzinomen vor (Hensel,
Hermann et al. 1999; Vollmers and Brandlein 2002). Die Bindung des Antikorpers SC-1
an den modifizierten Rezeptor fiihrt zur Einleitung der Apoptose. Nachfolgende
Untersuchungen zeigten einen starken Anstieg von intrazellulirem Ca®** sowie eine
vermehrte Aktivitat von Caspase 6, einem Enzym, dass am Verdau des Zytoskeletts
beteiligt ist. Das Fehlen sonst typischer Apoptose-Mechanismen wie der Annexin Flip-
Flop und die Spaltung von PARP (Poly-Adenosindiphosphat-Ribosepolymerase) weist
auf einen bisher unbekannten Apoptoseweg hin (Hensel, Hermann et al. 2001). In
einem klinischen Heilversuch an der Universitatsklinik Wiirzburg konnten bei Patienten
mit Magenkarzinom bereits Hinweise auf eine mogliche Uberlegenheit der SC-1-
Antikorper-Therapie gegeniiber dem Standardschema festgestellt werden. Bei
einmaliger Applikation, 24 oder 48 Stunden prdoperativ, wurde nicht nur eine
deutliche Zunahme der Apoptoserate im Resektat, sondern auch eine deutlich erhohte
3-Jahresliberlebensrate im Vergleich zu Kontrollgruppe erzielt. (Vollmers,

Zimmermann et al. 1998; lllert, Otto et al. 2005; lllert, Timmermann et al. 2005).

1.3.4.b Der humane Antikdrper PAM-1

Der monoklonale Antikérper PAM-1 kdnnte vor allem fir diagnostische Zwecke eine
Bedeutung haben. Seinem korrespondierenden Antigen, dem CFR (cysteine-rich
receptor for fibroblast growth factors)-1-Rezeptor, werden normalerweise
regulierende Aufgaben in der Zellproliferation zugesprochen (Burrus, Zuber et al.

1992). Die PAM-1 spezifische Isoform findet sich unter anderem auf der Zelloberfldache
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von dysplastischen und malignen Adenomzellen des Magens. Eine deutliche
Akkumulation dieses Rezeptors konnte insbesondere bei Helicobacter pylori-
assoziierter Gastritis und bei der Barett-Dysplasie des unteren Osophagus
nachgewiesen werden (Hensel, Brandlein et al. 2001). Weitere Analysen ergaben, dass
diese Isoform nahezu bei allen Prakanzerosen und manifesten Tumoren epithelialen
Ursprungs zu finden ist, so unter anderem auch bei entarteten Zellen aus Brust und
Prostata, nicht jedoch auf gesunden Zellen (Brandlein, Eck et al. 2004). Nach
Fragmentierung des PAM-1 durch Pepsinspaltung und Herstellung eines
rekombinanten IgG ist zudem eine apoptotische Wirkung zu beobachten, die zusatzlich
therapeutische Einsatzmoglichkeiten verspricht (Brandlein, Beyer et al. 2003;

Brandlein, Pohle et al. 2004).

1.3.4.c Der humane Antikdrper SAM-6

SAM-6 ist ebenfalls ein humaner IgM Antikdrper, welcher aus einem Patienten mit
Magenkarzinom isoliert werden konnte. Der monoklonale Antikorper bindet an eine
tumorspezifische Variante des Hitzeschockprotein GRP78 (Glucose-Regulated-Protein).
Obwohl GRP78 im Korper omniprasent ist, fihren die standigen Stressbedingungen
durch oxidative Minderversorgung oder veranderte pH-Werte, denen Tumorzellen
stets ausgesetzt sind, zu einer Uberexprimierung und zudem zu strukturellen
Aberrationen des Proteins. Diese beiden Verdnderungen qualifizieren das
Oberflachenantigen als ideales Ziel einer Immuntherapie. (Brandlein, Rauschert et al.
2007; Rauschert, Brandlein et al. 2008). Dariiber hinaus fihrt die Bindung von SAM-6
an die tumorspezifische Variante GRP78 zur Auslésung der so genannten Lipoptose
(Pohle, Brandlein et al. 2004), einer fir diesen Antikorper spezifischen Apoptoseform
(Vollmers, Hensel et al. 1998). Der Antikorper bindet neben GRP78 auch an die
Lipoproteine LDL (Low Density Lipoprotein) und VLDL (Very Low Density Lipoprotein).
Durch die Endozytose der entstandenen Komplexe, steigt die intrazelluldre
Lipidkonzentration auf zytotoxische Werte an und induziert eine Caspasenkette, die im

apoptotischen Zelltod miindet (Rauschert, Brandlein et al. 2008).
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1.3.4.d Der humane Antikérper BARB-4

Der humane monoklonale IgG Antikorper BARB-4 stammte, ebenso wie der humane
Antikorper SC-1, von einem Patienten mit einem Siegelringkarzinom des Magens. Das
Zielprotein ist eine tumorspezifische Variante des TAF15 (TATA box binding-protein-
associated factor 15), ein Transskriptions-Regulations-Protein aus der FET (FUS, EWL,
TAF15)-Familie, der auch FUS (Fused in Sarcoma Protein) und EWS (Ewing Sarcoma
Protein) angehoren. Diese Proteine kommen normalerweise im Cytoplasma vor und
sind unter anderem an der Transkription, dem Splicen und Transport von mRNA
(Messenger Ribonukleinsdure) beteiligt. AuBerdem lassen neuere Untersuchungen
eine mogliche Rolle bei Adhasions- und Zellmigrationsvorgdangen vermuten
(Andersson, Stahlberg et al. 2008). In malignen Zellen scheint eine veranderte Variante
des TAF15 auf der Zelloberflaiche zu existieren. So konnte diese Variante auf
Magenkarzinom-, Melanom-, und Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden,
nicht jedoch auf gesundem Gewebe. Zudem scheint diese Isoform des TAF-15 eine
veranderte biologische Funktion zu haben. Die biochemischen Folgen der Bindung des
Antikorpers BARB-4 an TAF-15 auf maligne Zellen kdnnten BARB-4 als potentiellen

Kandidaten einer tumoriziden Therapie qualifizieren.

1.4. Ziel der Arbeit

Als bisher einziger Vertreter der Immunglobuline G unter den bereits beschriebenen,
Keimbahn-kodierten Antikdrpern ist die Wirkungsweise und Struktur von BARB-4 von
besonderem Interesse. Im Rahmen dieser Arbeit wird neben dem Nachweis der
Bindung des Antikdrpers an die Oberflachen mutierter Zellen und der Darstellung des
zeitlichen Verlaufs, die biologische Wirkung in vitro im Mittelpunkt des Interesses
stehen, da sie nicht zuletzt die Mdoglichkeiten eines eventuellen therapeutischen
Einsatzes bestimmt. Als wichtige Schritte auf dem Weg zur Metastasierung wird hier
im Speziellen der Einfluss von BARB-4 auf Adhdsion und Migration maligner Zellen

untersucht.

15



2. Material und Methoden

16



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Tabelle 1: Gerate

Gerate Hersteller

Aqua-bidest.-Anlage Milli-Q Plus PF Millipore, Eschborn

Photometer Gene Quant Pro Amersham Biosience, Freiburg

Brutschrank Heraeus Thermotech, Hanau

FACScan Becton Dickinson Biosience, Franklin
Lakes, USA

Fotoapparat Sony, Kéln

FPLC Fraction Collector FRAC-100 GE Healthcare, Miinchen

FPLC Liquid Chromatography Controller =~ GE Healthcare, Miinchen
LCC-500

FPLC Motor Valve MV-7 GE Healthcare, Minchen
FPLC Pump P-50 GE Healthcare, Miinchen
FPLC Pump P-500 GE Healthcare, Miinchen
FPLC Recorder REC-112 GE Healthcare, Miinchen
FPLC Schreiber LKB REC102 Pharmacia Biosystems, Freiburg

FPLC Single Path Monitor UV-1, Control GE Healthcare, Miinchen
Unit and Optical Unit

FPLC Superloop 30ml GE Healthcare, Miinchen

FPLC UV-MeRstelle LKB Optical Unit UV1 Pharmacia Biosystems, Freiburg

FPLC-Anlage Pharmacia Biosystems, Freiburg

FPLC Fraktionierer LKB FRAC 100 Pharmacia Biosystems, Freiburg
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Konfokales System: Mikroskop Leica
DMRE/ UV

Leica Microssystems AG, Wetzlar

Konfokales System: Innova lon Laser
System

Innova Coherent Inc., Santa Clara, USA

Mikroliter Pipette #710

Hamilton Company, Reno, Nevada

Mikroskop Labovert Leica

Leica Microssystems AG, Wetzlar

Mikroskop Leica DMIL

Leica Microssystems AG, Wetzlar

Mikroskop Olympus BX50

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

Multipipette

Eppendorf, Hamburg

Neubauer-Zahlkammer

Hartenstein, Wiirzburg

Objekttrager

Langenbrinck, Emmendingen

pH-Meter inolab pH Level 1

WTW, Weilheim i.OB

Pipetten (10, 100, 200, 1000 pl)

Gilson, Middleton, USA

Pipettierhelfer accu-jet

Brand, Wertheim am Main

Ruttelplatte/Mischgerat Unimax 1010

Heidolph Instruments, Schwabach

Sterilbank Lamin Air HLB 2448

Heraeus, Hanau

Vortex Mixer NeolLab 7-2020

Bender/Hobein, Ziirich

Waage MC1

Sartorius, Géttingen

Wasserbad WB10

Memmert, Schwabach

Zentrifuge Biofuge fresco

Kendro, Langenselbold

Zentrifuge Minifuge

Heraeus, Hanau

18




2. Material und Methoden

2.1.2. Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel Firma

24 well-plate Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Aceton Roth, Karlsruhe

Agarose Roth, Karlsruhe

Agua dest. Eigene Herstellung

Aqua bidest. Eigene Herstellung

Aquatex Eindeckmedium

Merck, Darmstadt

BCA-LOsung A

Perbio Sience Deutschland GmbH, Bonn

Blotting-Papier (0,37mm, 190g/m?)

Schleicher & Schuell, Dassel

BSA (Albumine bovine, fraction V)

Roth, Karlsruhe

DAB (3,3 -Diaminobenzidin)-Tablette
SigmaFAST™ DAB Tablets

Sigma, Miinchen

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole)
Eindeckmedium

Sigma, Miinchen

Ethanol

Sigma, Miinchen

EZ-Link Maleimide-PEO Solid Phase
Biotinylation Kit

Pierce, Rockford, USA

FACS-Flow-Puffer

Becton Dickinson Biosience, Franklin Lakes,
USA

Fetales Rinderserum (FCS)

PAA, Wien, Osterreich

FITC-Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat

Sigma, Miinchen

Fluoro Taq FITC Conjugation Kit

Sigma, Miinchen

Fluoreszenz Mounting Medium

Dako, Carpinteria, USA

Fluoreszenz Orange 548 reaktive

Fluka Production GmbH, Buchs, Schweiz

Glutaraldehyd-Losung

Sigma, Miinchen
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Hamalaun Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
L-Glutamin PAA, Wien

Magermilchpulver

Drogeriemarkt

NAP™ 10 Sephadex™ G25
HiPrep™ 26/10 Desalting

GE Healthcare, Miinchen

Penicillin/Streptomycin

GIBCO, Karlsruhe

FACS-Probenrohrchen

Becton Dickinson Biosience, Franklin Lakes,
USA

RPMI-1640 Medium

PAA Laboratories, Linz, Osterreich

Trypanblau

Sigma, Steinheim

Trypsin/EDTA

PAA Laboratories, Linz, Osterreich

Wasserstoffperoxidtablette H,0,

Sigma, Miinchen

Xylol

Roth, Karlsruhe

Zellkulturflaschen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Tabelle 3: Hersteller der verwendeten Antikorper

Antikorper Hersteller

Unkonjugiert Anti Cytokeratin CAM 5.2 Becton Dickinson Biosience,
Franklin Lakes, USA

BARB-4 Eigene Herstellung
Isotypen ChromPure-1gG human Dianova, Hamburg
Konjugiert Rabbit anti-human IgG (FITC- Dako, Carpinteria, USA
gekoppelt)

Rabbit anti-mouse (HRP-gekoppelt) in Dako, Carpinteria, USA
Humanserum

Neutravidin 1:100 (HRP-gekoppelt) in  Pierce, Rockford, USA
PBS-Puffer
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2.1.3. Medien und Pufferlosungen

RPMI Vollmedium

Kulturmedium fir die Zelllinien BXPC-3 und A549, im Folgenden als RPMI Vollmedium

bezeichnet.
RPMI 1640
1% (v/v) Glutamin
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
10% (v/v) FCS (Fotales Kalberserum, Fetal Calf Serum)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

0,137M Natriumchlorid (NaCl)

0,027M Kaliumchlorid (KClI)

0,065M Natriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO4*2H,0)
0,015M Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

BCA (Bicinchoninsdure) Protein Assay

Losung zur Proteingehaltquantifizierung
Reagenz A BCA™ Protein Assay Reagent A
Reagenz B 4% (m/v) Kupfersulfat-pentahydrat (Cu,;SO4*5H,0)
Reaktionslésung: 98% (v/v) Reagenz A

2% (v/v) Reagenz B
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Losung fiir die FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)-Anlage

0,1M Bicarbonatpuffer

Puffer A: 0,2M Na,CO3
Puffer B: 0,2M NaHCO3
40ml Puffer A + 460ml Puffer B

Einstellen der Losung mittels Salzsdure (HCI) auf pH 9,2 und Zugabe von 2| Aqua

bidest.
Losung fiir die FACS (Fluorescence Activated Cell Scanning)-Analyse
FACS-Puffer

PBS-Puffer (pH 7,4)

0,05% (m/v) Natriumsaure (NaNs)

Die Losung wurde anschlieBend durch eine Nitrozellulosemembran der

Porengrofle 0,22um filtriert.
Losungen der Immunhistochemie
Tris/NaCl
5mM Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
140mM NacCl
Agua bidest.

Der pH Wert der Losung wurde anschlieBend mit Salzsaure (HCI) auf pH 7,4

eingestellt.
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Blockade-LOsung

Eingesetzt zur Blockade aktiver Bindungsstellen bei der Immunperoxidase-Farbung der

Zytospin-Praparate.

PBS-Puffer (pH 7,4)

3% (m/v) Magermilchpulver

DAB-Substratlosung

1 Tablette DAB (SigmaFAST™ DAB Tablets)
5ml Leitungswasser
Das Ansetzen der Losung erfolgte unmittelbar vor Gebrauch.

Wasserstoffperoxidlosung

1 Tablette H,0, (Wasserstoffperoxid)

5ml Leistungswasser

Das Ansetzen der Losung erfolgte unmittelbar vor Gebrauch.

BSA/PBS-Puffer

5mg BSA (Albumine bovine, fraction V)

1ml PBS-Puffer (pH 7,4)
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2.1.4. Zelllinien

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht tber die fiir die jeweiligen Versuche verwendeten
Zelllinien und deren Verdopplungszeiten. Nach dem Auftauen aus der
Kryokonservierung wurden die Zellkulturen, wie in Abschnitt 2.2.1.a. beschrieben, fir

circa 30 Zyklen kultiviert, bevor sie durch neue Zelllinien ersetzt wurden.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Organ  Histologie Wachstum  Zellzyklus Zellsplitting
BXPC-3 Pankreas Adenokarzinom Adharent 24-48h 1:10 alle 3 Tage
A549 Lunge Karzinom Adhdrent 24-48h 1:10 alle 3-4 Tage

2.1.5. Hard- und Software

Die Verarbeitung der Fotographien erfolgte mit Adobe Photoshop CS (Adobe Systems
Incorporated, San Jose, Kalifornien, USA). Fiir die Auswertung der FACS-Analysen
diente die CellQuest Pro Software mit dem FACScan (Becton Dickinson Biosience,
Franklin Lakes, USA). Die Visualisierung der Dot-Plots erfolgte mit Hilfe von Windows
WinMDI 2.8 (Windows Multiple Document Interface for Flow Cytometry, J. Trotter, The

Scripps Institute, Flow Cytometry Core Facility, La Jolla, USA).
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2.2. Methoden

2.2.1. Zellkulturen

2.2.1.a Kultivierung der Karzinomzellen

Die fur die Versuche verwendeten BXPC-3 Pankreas-Karzinomzellen sowie die A549
Lungen-Karzinomzellen wurden bei 37°C Lufttemperatur und in 7%iger CO,-
Atmosphare in Kulturflaschen geziichtet. Als Medium diente RPMI 1640, welches mit je
1%ig Penicillin und Streptomycin, 20mM L-Glutamin sowie 10%ig fetalem Kalberserum

(FCS) versetzt wurde (im Folgenden als RPMI Vollmedium bezeichnet).

2.2.1.b Zellsplitting

Die verwendeten BXPC-3-Zellen teilen sich im Mittel alle 24 bis 48 Stunden. Um die
Anzahl der Zellen pro Kulturflasche nicht tiber 70% Konfluenz steigen zu lassen und die
Zellen damit in einem moglichst optimalen Milieu zu halten, wurde die Zellzahl alle 3-4
Tage um den Faktor 1:10 reduziert. Dieses so genannte Zellsplitting erfolgte stets in

steriler Atmosphare unter einer Sterilbank.

Zunichst wurde der RPMI Vollmedium-Uberstand abgesaugt. Die adhidrenten Zellen
wurden mit 5ml Trypsin/EDTA versetzt, 3min inkubiert und anschlieBend vorsichtig
durch Schiitteln vom Flaschenboden gel6st. Trypsin ist eine Endopeptidase, die die
extrazelludren Proteine und damit die Adhadsionsmolekile hydrolysiert, dartiber hinaus
aber bei entsprechend kurzer Einwirkzeit die Zellen nicht totet (Larrson 1993). Durch
Zugabe von 10ml RPMI Vollmedium wurden die reaktiven Bindungsstellen des Trypsins
blockiert und die Reaktion so gestoppt. Die Suspension wurde zuletzt in ein 50ml

Probenrdhrchen Gberfiihrt und bei 1500rpm fiir 5min zentrifugiert.

Nach dem abermaligen Absaugen des Uberstands wurde das Zellpellet mit 10ml
Medium resuspendiert und 1ml der Lésung in 30ml RPMI Vollmedium in eine

Kulturflasche gegeben.
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2.2.1.c Zellzahlung

Die jeweilige Zellzahl der verwendeten Suspensionen wurde mit Hilfe einer Neubauer-
Ziahlkammer bestimmt. Dazu wurden 20ul der Probe in 180ul 0,5%iger Trypanblau-
Losung als Farbemittel gegeben. Nach griindlichem Vermischen wurde die Zahlkammer

befillt und die Zellzahl unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der Proteine Uber seine vier
Sulfonatgruppen bindet und zur invitro Diagnostik herangezogen wird. Mit Ausnahme
von Makrophagen und Fibrozyten wird dieser Vitalfarbstoff von lebenden Zellen nicht
aufgenommen, avitale Zellen hingegen werden blau angefarbt. Unter dem Mikroskop
bei 400-facher VergrofRerung wurden jeweils die vitalen Zellen aus den 4
abgezeichneten Quadranten ausgezadhlt und die mittlere Anzahl x bestimmt. Aus dem
Volumenverhaltnis der Volumina pro Quadrant von 0,1ul und der Zellsuspension von
1ml, sowie dem Verdlinnungsfaktor durch die Farbung mit Trypanblau, errechnet sich

fir die Zelldichte der Zellsuspension:

-3

X
= - -1 _— 5
¢ = x Zellen X Tx10=7 X 10 ml x X 10° Zellen/ml

Formel 1: Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zdhlkammer

Fiir die weitere Verwendung der Zellen wurden diese fiir 30 Minuten auf Eis gestellt,
damit sich die durch die Trypsinbehandlung geschadigten Oberflachenproteine

regenerieren konnten.
2.2.2. Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten

2.2.2.a Technik der Immunperoxidasefarbung

Die Immunperoxidase-Farbung stellt ein histochemisches Verfahren zur Darstellung
spezifischer Antigen-Antikorper-Bindungen dar, und eignet sich deshalb ausgezeichnet
fir einen qualitativen Nachweis einer stattgefunden Bindung des zu untersuchenden
Primdrantikorpers mit einem Gewebe oder einzelnen Zellen. Dabei nutzt man die
enzymatische Umsetzung von 3,3-Diaminobenzidin (DAB) durch Peroxidase-

gekoppelte Sekundarantikorper, welche an den FcTeil des zu untersuchenden
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Primarantikorpers binden. Die Peroxidase setzt Wasserstoffperoxid zu Wasser um und
die bei der Reaktion freigewordenen Protonen fiihren zum Farbumschlag das
Chromogens DAB. Eine Braunfarbung des Gewebes beweist damit indirekt gebundene
Primdrantikoper. Zur Gegenfarbung wurden die Zellen mit Hamalaun, einem blauen

Farbemittel, gefarbt (Lang 2006).

2.2.2.b Biotinylierung von BARB-4 und ChromPure IgG

Zur Vorbereitung der Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten wurde der
BARB-4-Antikdrper zunachst biotinyliert. Dieses Verfahren, bei dem ein Biotin-
markierter Stoff beispielsweise mittels eines Avidin-gekoppelten Farbstoffes sichtbar
gemacht wird, ist ein haufig verwendetes Werkzeug der Immunhistochemie (Willey,
Sherwood et al. 2008). Fiir die im Folgenden beschriebenen Schritte wurde das EZ-Link
Maleimide-PEO Solid Phase Biotinylation Kit verwendet. Aus diesem stammen auch die

verwendeten Loésungen und Materialien.

Der zu biotinylierende Antikorper wurde mit Aqua bidest. auf eine Konzentration von
¢ = 1 mg/ml verdiinnt. Je eine SwellGel-Disc aus dem Bestand des oben erwdhnten
Kits wurde mit 500l dieser Antikorperlosung versetzt und fiir 10min auf einem Rittler
vermischt. Nach 30-sekiindigem zentrifugieren bei 500g wurde der Uberstand
abgesaugt und das entstandene Pellet mit 1ml| TBS (Tris-Borat-Natriumchlorid)-Puffer
resuspendiert. Dieser Vorgang wurde zwei Mal wiederholt und das Pellet anschlieBend
in 300l TBS in eine Spin-Column (berflihrt. Nach abermaligem Zentrifugieren bei 500g
wurde der Uberstand abgesaugt und durch eine TCEP (Tris(2-chlorethyl)phosphat)-
TBS-Losung bestehend aus 120ul TCEP und 80pul TBS-Puffer ersetzt. Der 30-mindtigen
Inkubation folgten das erneute Zentrifugieren und das flinfmalige Waschen mit TBS-
Puffer. Der Inhalt eines Biotin-Microtube wurde in 200ul TBS-Puffer gelést und 100pl
dieser Losung, zusammen mit 100ul reinem TBS, zur Resuspension des Pellets
eingesetzt. Die Losung wurde anschlieRend wiederum 30min inkubiert und flinfmalig
mit TBS gewaschen. Zur Elution des Antikorpers wurde das Pellet mit 200ul
Elutionspuffer, einer Losung aus 9,5%igem Stock Solution aus dem Kit in TBS,

resuspendiert. Wahrend der darauffolgenden Zentrifugierung wurde der DurchfluR mit
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dem darin enthaltenden, nun biotinylierten Antikérper abgefangen. Zur dauerhaften
Lagerung war das Einfrieren bei -20°C notwendig. Eine Lagerung im Kuhlschrank

erlaubt eine Verwendung fiir circa 4 Wochen nach Herstellung.

2.2.2.c Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten

Zur Vorbereitung der Paraffinschnitte fiir die Immunperoxidasefarbung mussten die
Praparate vom Paraffin befreit werden. Hierzu wurden die Schnitte zweimal fir finf
Minuten mit Xylol 100% versetzt. Nachfolgend wurde die Schnitte in folgender

Reihenfolge weiterbehandelt:

2 x 5min Ethanol 100%

5min 70ml Methanol versetzt mit 500ul Wasserstoffperoxid
2 x 3min Ethanol 90%

2 x 3min Ethanol 80%

2 x 3min Ethanol 70%

Die Schnitte wurden daraufhin fir 20min mit Zitronensdure bei 99°C im Wasserbad
gekocht und 5min in Tris-NaCl gekihlt. Der 60-minitigen Inkubation mit 0,5% BSA in
PBS-Puffer folgte die Waschung mit Tris-NaCl. Der nach Abschnitt 2.2.2.b. biotinylierte
BARB-4 bzw. ChromPure IgG, sowie die Anti-Keratin-Positivkontrolle wurden mit einer
Konzentration von 50ug/ml zu 100ul je Schnitt pipettiert und fiir 30min in einer
feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Anschliefend erfolgten das dreimalige Waschen
mit Tris-NaCl und die 30-minditige Inkubation bei Raumtemperatur mit dem jeweiligen

Sekundarantikorper nach Tabelle 5.
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Tabelle 5: Antik6per der Imnmunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten

Primarantikorper Sekundarantikorper
1 ChromPure-IgG human (biotinyliert) ~ Neutravidin (HRP-gekoppelt) 1:100
(Isotypkontrolle) in PBS-Puffer
2 Anti-Keratin CAM 5.2 Rabbit anti-mouse in Humanserum
(Lunge/Pankreas) (Positiv-Kontrolle) (HRP-gekoppelt)
3 BARB-4 (biotinyliert) Neutravidin (HRP-gekoppelt) 1:100
in PBS-Puffer

Die Schnitte wurden wiederum dreimal mit Tris-NaCl gewaschen und fir 10min in PBS-
Puffer gestellt. Das Substrat fiir die enzymatische Farbreaktion DAB wurde zu je 100pl
pro Schnitt fiir 8min in Dunkelheit inkubiert und nach Uberfiihrung in PBS-Puffer mit
Aqua dest. gesplilt. Die Gegenfarbung erfolgte mit 5-mindtiger Inkubation in Himalaun
und anschlieBendem 10-minltigem Spilen unter flieBendem Wasser. Die Schnitte

wurden anschliefend in Aquatex eingedeckt.

2.2.3. DurchfluBzytometrie

Die Fluorescence Activated Cell Scanning (FACS)-Methode erlaubt nicht nur die
Auftrennung von Zellgemischen nach morphologischen Eigenschaften. Bei
Zuhilfenahme oberflachenspezifischer, immunologischer Farbungen ermoglicht das
Verfahren zudem eine Differenzierung unterschiedlich ausgepragter Expressionen von
Oberflachenproteinen sowie den Nachweis erfolgreicher Antikérper-Antigen-
Verbindungen. Bei der FACS-Analyse werden Zelloberflaichenantigene durch
spezifische Primarantikérper gebunden und durch Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte
Sekundarantikdrper markiert. Beim Durchlauf durch eine Glaskapillare unter erhéhtem
Druck entsteht aus der Zellsuspension ein so genannter Tropfenstrahl, bei dem jeder
Tropfen maximal eine Zelle enthdlt. Die Detektion der Streuung eines auf den

Tropfenstrahl fokussierten LASER erlaubt die Riickrechnung auf ZellgroRe,
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Zellbinnenstrukur und Farbstoffgehalt. Dabei beeinflusst die ZellgroBe die
Vorwirtsstreuung und die Binnenstruktur die Seitwérts-Streuung. Uber eine
Frequenzverschiebung der Emissionsphotonen des angeregten Fluoreszenzfarbstoffes
lasst sich dessen Konzentration berechnen. Die Intensitat der Emissionsstrahlung
verschobener Wellenlange ist direkt proportional zur Konzentration des Farbstoffes
und damit zur Konzentration des nachzuweisenden Oberflachenantigens (Ormerod
1999). Die Ergebnisse werden in einem so genannten Histogramm, einem statistischen
Diagramm, dessen x-Wert den Variablenwert und dessen y-Wert deren Haufigkeit

wiedergibt, aufgetragen.

Das verwendete FACScan arbeitet mit einem Argon-lonen-Laser der Wellenlange A =
488nm. Die Streustrahlung wird Gber zwei Detektoren erfasst. Drei weitere Detektoren
mit unterschiedlichen Filtern erfassen die fir den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff
spezifische Emissionsstrahlung. Im vorliegenden Versuch wurde mit einem
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Farbstoff gearbeitet (Detektor FL-1). Dieses
Fluorochrom bindet im alkalischen Milieu bei pH9-pH10 kovalent an Lysin-Gruppen
von Proteinen. Bei einer Anregung durch Licht im Bereich von A = 490nm emittiert FITC

grines Licht der Wellenlange A = 530-550nm (Lang 2006). Die nachfolgende

Tabelle 6 gibt einen Uberblick tiber die installierten Detektoren:

Tabelle 6: Ubersicht tiber den verwendeten FACScan-Detektor

Detektor Filter Fluoreszenzfarbstoff
SSC 488nm -

FSC 488nm -

FL-1 530nm FITC

FL-2 575nm Propidiumiodid

FL-3 670nm Propidiumiodid
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2.2.3.a FACS-Analyse mit BXPC-3 und BARB-4

Die BXPC-3 Zellen wurden vorsichtig mit Trypsin/EDTA abgel6st, die Zellzahl der
Zellsuspension wurde bestimmt, durch entsprechende Verdinnung mit RPMI

Vollmedium auf ¢ = 2 x 10° Zellen/ml eingestellt und fiir 30min auf Eis gestellt.

Je 1ml Zellsuspension wurde daraufhin in ein FACS-ROhrchen gegeben, zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das entstandene Zellpellet wurde in 500ul FACS-Puffer
gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand wiederum verworfen. Die mittels
FACS-Flow auf ein Gesamtvolumen von 200ul verdiinnte Zellsuspension wurde mit je

60ug der folgenden Primarantikorper versetzt:

Tabelle 7: Fiir die FACS-Analyse verwendete Antikorper

Antikoérper Sekundarantikorper

1 BARB-4 Rabbit anti-human IgG (FITC-gekoppelt)

2 ChromPure IgG (Isotypkontrolle) Rabbit anti-human IgG (FITC-gekoppelt)

Die Zellen wurden 20min auf Eis gestellt und dann abermals zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und das Zellpellet wie oben beschrieben, mit FACS-Puffer
gewaschen. Das Zellpellet wurde wieder in 200ul FACS-Flow resuspendiert und mit den

FITC-gekoppelten Sekundarantikdrpern versetzt.

Die Suspension wurde fir 20min im Dunkeln auf Eis gestellt, zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde wiederum mit FACS-Puffer gewaschen und

im FACS-Puffer auf Eis gestellt.

Die Auswertung der Proben erfolgte wie in Abschnitt 2.2.3. beschrieben und wurde mit

Hilfe von WinMDI-Software visualisiert.
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2.2.4. Endozytose-Assay

Um das Bindungsverhalten und eine mogliche Endozytose des Antikdrpers BARB-4 zu

untersuchen, wurde ein Endozytose-Assay aufgebaut.

2.2.4.a Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie erlaubt, dhnlich der Peroxidase-Farbung, den Nachweis
spezifischer Antigen-Antikdrper-Bindungen. Dabei ist dieses Verfahren aber deutlich
sensitiver, ermoglicht eine genauere Lokalisation des Antikorpers und lasst
Verlaufsbeobachtungen zu. Grundlage der Fluoreszenzmikroskopie ist die Darstellung
bestimmter Emissionsspektren nach Anregung eines fluoreszierenden Stoffes durch
einen LASER. Der Farbstoff kann direkt an den zu untersuchenden Antikérper
gekoppelt werden. Entsprechende Sperrfilter bei der Detektion lassen die gleichzeitige
Verwendung mehrerer Fluoreszenzstoffe und damit die gleichzeitige Farbung

unterschiedlicher Strukturen zu.

2.2.4.b Konfokales Mikroskop

Zur Analyse wurde ein konfokales Mikroskop verwendet, bestehend aus einem
Fluoreszenzmikroskop und einem LASER. Der LASER verfiigt tiber einen Argon-lonen-
LASER mit der Wellenldnge 488nm und einem Violett-LASER der Wellenlange 405nm.
Zur Darstellung des Antikorpers dienten der Farbstoff Orange 548, zur Darstellung der
Zellstrukturen wurde DNA-farbende DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) verwendet
(Lakowicz 2010). Alternativ kann auch FITC zur Farbung des Antikorpers eingesetzt
werden. Eine Ubersicht (iber die jeweilige Kombination aus anregender Wellenlinge

und verwendetem Detektions-Bandpassfilter gibt die folgende Tabelle:
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Tabelle 8: Fluoreszenzfarbstoffe des konfokalen Mikroskops

Fluoreszenzfarbstoff Anregung Detektion

FITC Argon-lonen-LASER (488nm) Bandpassfilter 510-530nm
Orange 548 Argon-lonen-LASER (548nm) Bandpassfilter 565nm
DAPI UV-LASER (405nm) Bandpassfilter 440nm

Nach Aufnahme der jeweiligen Emissionsgrafiken des Antikdrpers und der DNA-
Strukturen wurden diese mit Hilfe einer nachtraglichen Bildbearbeitung mit Adobe

Photoshop CS in einer Darstellung vereint.

2.2.4.c Proteinbestimmung mit der BCA-Methode

Zur Festlegung der Antikérperkonzentration im Testansatz des Endozytoseversuches
wurde die BCA (Bicinchoninsdure, 2,2°-Bichinolin-4,4 -dicarbonsaure)-Methode
verwendet. Diese Protein-Nachweismethode nutzt die Bildung eines violetten
Farbstoffes aus 2 Molekilen Bicinchoninsdaure und einem Molekil zwei-wertigem
Kupfers. Die dazu notwendige Reduktion des Kupfers erfolgt im alkalischen Milieu in
Gegenwart von Peptiden. Der entstandene Chelatkomplex hat ein
Absorptionsmaximum bei A = 562nm. Vor der jeweiligen Messung steht dabei immer
eine Kalibrierung des Gerates. Durch Messung einer negative Kontrolle sowie einer
ansteigenden Konzentrationsreihe von Rinderserumalbumin (BSA), die als
Proteinstandart diente, errechnet sich eine Kalibriergerade. Diese ermdglicht eine
Zuordnung des gemessenen Absorbtionswertes der Probe zu einem bestimmten

Proteingehalt.

2.2.4.d FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)

Nach der Konjugation wurde der Antikdrpers mit einer FPLC-Anlage in Kombination mit
einer Sephadex G25 Saule (HiPrep™ 26/10 Desalting) isoliert. Die Saule enthélt ein Gel

aus Dextran und Epichlorhydrin mit einer definierten PorengréRe zur Auftrennung von
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Proteinen kleiner 5kD. GroBe Molekiile passieren die Gelkiesel und nutzen als
Verteilungsraum nur die verbleibenden Zwischenrdume, wahrend kleine Molekiile die
Poren passieren kdnnen und damit einen deutlich groReren Raum der Sdule nutzen
konnen. Dies fuhrt zu einer deutlich langeren Passagezeit kleiner Molekiile und einer
zeitlichen Aufteilung des Stoffgemisches nach Molekilgroe. Die Detektion der
jeweiligen  Proteinfraktionen erfolgte {ber eine UV-Melzelle mit einer
Absorptionswellenldnge von A = 280nm. Das Signal wurde mit Hilfe eines Schreibers

auf ein fortlaufendes Papier geschrieben.
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Abbildung 4: Papierauftrag der UV-MeRzelle. Die Peaks entsprechen den antikérpertragenden Anteilen
des SadulendurchfluBes (ChromPure I1gG, bzw. BARB-4) bzw. dem uberschiissigen Farbstoff Orange 548.
Mit Hilfe dieser simultanen Aufzeichnung ist die Identifizierung antikdrpertragender Proben des

Fraktionierers moglich.

2.2.4.e Markierung des BARB-4 mit Orange 548-Farbstoff

Um die Antikorper im Konfokal-Mikroskop darstellen zu kénnen, mussten diese mit

dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff konjugiert werden. Die Konjugation erfolge
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Uber eine Aktivierung einer Carbonsdauregruppe des Antikérpers mit nachfolgender
Bindung an die Aminosduregruppe des jeweiligen Farbstoffs. Zur Aktivierung der
Carbonsduregruppe des BARB-4, wurde dieser zundchst mittels FPLC-Anlage durch
Gelfiltration Uber eine Sephadex G25 Siule (HiPrep™ 26/10 Desalting) in 0,1M
Bicarbonatpuffer (pH 9,2) umgepuffert. Dazu wurde die Sdule mit Bicarbonatpuffer bei
einer Flussrate von 5ml/min mit dem 5-fachen Sdulenvolumen, entsprechende 265ml,
dquilibriert. Nach Zugabe des BARB-4 unter einem Fluss von 1ml/min wurde mit
Bicarbonatpuffer bei 5ml/min eluiert. Der mittels des Schreibers festgehaltene erste
Peak zeigt den enthaltenen Antikdrper an. Durch die Umpufferung in ein alkalisches
Milieu wurde die Carbonsauregruppe des BARB-4 deprotoniert und somit aktiviert. Die
so vorbereitete Antikorperlosung wurde nun mit dem Orange 548-Farbstoff versetzt.
1mg des Farbstoffs Orange 548 wurde in 400ul Bicarbonatpuffer gelost und 50ul der
entstandenen Suspension pro 1ml Antikorperlosung zugegeben. Die Inkubation
erfolgte fir eine Stunde unter leichtem Durchmischen auf einer Rittelplatte bei
Raumtemperatur und Dunkelheit. AnschlieBend wurde der BARB-4-Antikérper von
Uberschiissigem Farbstoff mit der FPLC Maschine und der oben beschriebenen Saule
getrennt. Dazu wurde die Sdule mit 265ml und mit 5ml/min PBS-Puffer dquilibriert und
nach Zugabe der Farbstoff-markierten BARB-4-L6sung mit 5ml/min PBS-Puffer eluiert.
Der 1. Peak zeigte den nun konjugierten BARB-4 an, der mittels Fraktionierer in 500pul-
Fraktionen aufgefangen wurde. Der 2. Peak entstand durch den Uberfliissigen
Farbstoff, der verworfen wird. Mittels BCA-Methode wurde der Proteingehalt der
aufgenommenen Fraktionen bestimmt, die héchstkonzentrierten Fraktionen zu einem
Gesamtvolumen von 2ml gemischt und mit RPMI Vollmedium auf ein Volumen von 4ml

verdinnt. Die resultierende Gesamtkonzentration errechnet sich aus:

C1Xmq+cy Xmy+ 3 Xmg

Coes =
ges
Mges + 2ml

Formel 2: Formel zur Berechnung der Gesamtproteinkonzentration der Probe

Dabei entspricht ¢, , 3 der jeweiligen Proteinkonzentration der Proben und m, , ;3 der

jeweiligen Menge. Die Gesamtmenge entspricht: mg.; = m; + m, + ms = 2ml.
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In gleicher Weise wurde die Isotypkontrolle ChromPure 1gG mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Orange 548 verknipft.

2.2.4.f Endozytose

Die Zellen wurden nach Ablésen durch Trypsin/EDTA in beschriebener Weise
abzentrifugiert, in RPMI Vollmedium resuspendiert, und auf eine Konzentration von
c = 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die durch Abflammen sterilisierten Objekttrager
wurden in sterile Petrischalen gelegt und mit je 400ul RPMI Vollmedium beimpft.
AnschlieBend wurden pro Objekttrager 100ul Zellsuspension dazugegeben. Nach
eintagiger Inkubationszeit wurde das RPMI Vollmedium vorsichtig abgesaugt. Auf die
angewachsenen Zellen wurden je 500ul der Antikorper-Losung bzw. der
Isotypkontrolle pipettiert und die Objekttrager steril im Brutschrank fir 30min, 60min,
90min, 2h und 4h inkubiert. AnschlieBend wurden der Uberstand abgekippt, die Zellen
einmal mit PBS-Puffer gewaschen und bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
getrocknet. Nach dem Eindeckeln mit DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol) in einer
Verdiinnung von 1:10.000 mit Fluoreszenz Mounting Medium wurden die Zellen unter

dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert.

2.2.5. Adhasions-Assay

Ziel des Experiments war die Untersuchung des Einflusses des BARB-4 Antikorpers auf

die Adhésionsfahigkeit der BXPC-3- und A549-Zellen.

Hierzu wurde zunachst, wie oben beschrieben, die Zellzahl der Zellsuspension
bestimmt, durch entsprechende Verdiinnung mit RPMI Vollmedium auf ¢ =1 X
105 Zellen/ml eingestellt und fiir 30min auf Eis gestellt. Die BARB-4-Antikdrper-
Losung wurde ebenfalls mit RPMI Vollmedium auf eine Konzentration von 200ug/ml
eingestellt. In drei Zellschalen wurden je zwei 50ul Tropfen RPMI Vollmedium und
RPMI Vollmedium-Antikorper-Losung aufgetragen. In diese Tropfen wurden dann mit

Hilfe einer Mirkoliter-Pipette je 2ul Zellsuspension gegeben, entsprechend
z =1 % 10° Zellen/ml X 2 x 1073ml = 200 Zellen.

Formel 3: Zellzahl je 2pl Zellsuspension
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Die Zellschalen wurden fir 30min, 45min, und 60min im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurde der Tropfen vorsichtig abgesaugt und die adhdrenten Zellen fiir
6min mit 60%igem Isopropanol fixiert. Die Gegenfarbung erfolgte durch Hamalaun mit
6 minltiger Einwirkzeit und 15 minitigem Waschen mit Leitungswasser. Nach dem
Waschen mit Aqua bidest. und PBS-Losung erfolgte die Zellzahlbestimmung im

Lichtmikroskop.

2.2.6. Motilitats-Assay

Zur Vorbereitung wurde, wie oben beschrieben, eine Zellsuspension mit c= 1,5 X

105 Zellen/ml hergestellt und fiir 30min auf Eis gestellt.

Je 1,5 X 10° Zellen BXPC-3 in RPMI Vollmedium wurden in insgesamt 6 Zellen einer
24-well-plate gegeben und fir 5 Stunden im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurde ein Kreuz mit einer Strichstdarke von 1mm in jede Platte geritzt, die bis dahin
circa 70% konfluent bewachsen war. Nun wurde der Medium-Uberstand abgesaugt,
und nicht-festhaftende Zellen mit weiterem RPMI Vollmedium abgewaschen.
AnschlieBend wurden BARB-4-Antikorper in ansteigender Dosierung von je 10ug, 50ug,
100ug sowie 400ug den Kulturplatten beigefiigt. Reines RPMI Vollmedium und 400ug
ChromPure 1gG dienten als Negativkontrollen. Die Proben wurden fir 12 Stunden im

Brutschrank inkubiert.

Nach vorsichtigem Abpipettieren des Zelliberstandes, wurden die Zellen mit 5-
prozentiger Glutaraldehyd-Lésung fixiert. Die Farbung erfolgte, wie bereits
beschrieben, mit Hamalaun. Nach Waschung mit Leitungswasser wurden die Proben

mit PBS-Puffer versetzt und unter dem Lichtmikroskop fotografiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Bindungsverhalten

Zunachst stand besonders das Bindungsverhalten des Antikdrpers BARB-4 im Fokus
des Interesses. So sollte der Nachweis geflihrt werden, dass dieser Antikorper
tatsachlich und ausschlieRlich an Oberflachenstrukturen von Tumorzellen, in dieser
Arbeit exemplarisch der malignen BXPC-3 bzw. A549 Zellen, bindet, nicht jedoch an
Normalgewebe. Fiir diesen Nachweis wurden mit einer Immunperoxidasefarbung von
Paraffinschnitten sowie der FACS-Analyse zwei unterschiedliche Methoden
herangezogen. Die Ergebnisse dieser Versuchsansiatze werden im Folgenden

dargestellt.

3.1.1. Immunperoxidasefarbung von Paraffinschnitten

Die Farbung von Gewebeschnitten stellte den ersten Versuch dar, das
Bindungsverhalten und die Lokalisationen des BARB-4 zu untersuchen. Der Einsatz
Peroxidase-gekoppelter Sekundarantikorper, die gegen den F.-Teil der zu
untersuchenden Antikorper binden, ermoglicht den indirekten Nachweis
oberflaichengebundener Primarantikérper. Das Enzym Peroxidase fiihrt durch
Hydrolysierung von Wasserstoffperoxid zur Freisetzung von Protonen. Diese binden an
den Farbstoff DAB (Diaminobenzidin) und bewirken einen Farbumschlag nach braun.
Stellvertretend fiir andere Gewebe zeigt Abbildung 5 die unterschiedliche Farbreaktion
von Tumor- (A) bzw. Normalgewebe (B) der Lunge unter Anwesenheit von Anti-

Keratin-, ChromPure IgG-, und BARB-4-Antikorper.
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Anti-Keratin Chrompure IgG BARB-4

Abbildung 5: Immunperoxidasefiarbungen von Adenokarzinomgewebe (A) und Normalgewebe (B) der
Lunge mit BARB-4. Nach Vorbereitung und Entparaffinisierung der Gewebeschnitte wurden diese fir
30min mit je 5pg biotinyliertem BARB-4 als Primdrantikdrper bzw. mit Anti-Keratin-Antikérper als
Positiv- und biotinyliertem ChromPure IgG als Isotypkontrolle inkubiert. AnschlieRend folgte die
Markierung mit Peroxidase-gekoppeltem Sekundarantikorper nach Tabelle 5, Abschnitt 2.2.2.c und

Farbung mit DAB (Diaminobenzidin). Die Gegenfarbung erfolgte mit dem Farbstoff Himalaun.

Die Braunfarbung der vorliegenden Aufnahme (A) beweist die Anwesenheit des am
Sekundarantikérper gebundenen Enzyms Peroxidase und damit die Bindung des BARB-
4-Antikorpers an das Tumorgewebe. In den Aufnahmen des Normalgewebes (B) ist
diese Braunfarbung nicht zu beobachten. Die Positivkontrolle mit Anti-Keratin zeigt die
Peroxidase-Tatigkeit in beiden Geweben, die Negativkontrolle mit ChromPure IgG zeigt
keine Braunfarbung. Auf dieser Grundlage entstand mit Tabelle 9 bzw Tabelle 10 eine
Ubersicht (ber die Expression des BARB-4-Antigens TAF15 auf unterschiedlichen

Geweben maligner bzw. normaler Entitat.
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Tabelle 9: Expressionsmuster des BARB-4 Antigens auf malignen Geweben: Die histologischen
Gewebeschnitte unterschiedlicher Organe zeigen mit Ausnahme der Lebermetastase eines

Kolonkarzinoms einen positiven Farbumschlag nach braun. An alle diese neoplastischen Zellen bindet

der Antikdrper BARB-4.

Gewebe Histologische Einteilung
Blase Urotheliales Karzinom 3/0
Brust Invasiv-duktales Karzinom (Primartumor) 4/0
Lunge, Lymphknoten (Metastase) 2/0
Kolon Adenokarzinom (Primartumor) 3/0
Leber (Metastase) 0/1
Lunge Neuroendokrines Karzinom, 9/0
Plattenepithel, Adenokarzinom (Primartumoren) 1/0
Lymphknoten (Metastase)
Magen Adenokarzinom 5/0
Melanom Malignes Melanom (Metastase) 5/0
Osophagus Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom 4/0
Pankreas Adenokarzinom (Primartumor) 5/0
Lymphknoten (Metastase) 1/0
Prostata Adenokarzinom 5/0
Testis Seminom 3/0
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Tabelle 10: Expressionsmuster des BARB-4 auf Normalgewebe: Die aufgefiihrten Gewebeschnitte
zeigen ausnahmslos ein negatives Farbeergebnis. Der Peroxidase-gekoppelte Antikérper BARB-4 konnte

nicht an den exemplarisch ausgewahlten physioloschen Zellen unterschiedlichster Entitdten binden und

wurde ausgewaschen.

Gewebe Histologische Einteilung

Brust Glandular 0/3
Kolon Glandular 0/5
Lunge Glandular, alveolar 0/4
Lymphknoten Lymphozytar 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

Mit Ausnahme der Lebermetastase eines Kolonkarzinoms zeigen hier alle
Gewebeschnitte neoplastischer Zellen ein positives Farbeergebnis. Die Farbung
beispielhaft ausgewahlter physiologischer Gewebeschnitte bleibt hingegen
ausnahmslos negativ. Diese Daten belegen die Spezifitdt des BARB-4 fir die Bindung
auf Tumorgewebe. BARB-4 bindet hingegen nicht auf Normalgeweben, ist also

tumorspezifisch.
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3.1.2. DurchfluBzytometrie

Die DurchfluRzytometrie stellt ein weiteres Verfahren zum Nachweis einer
bestehenden Antigen-Antikdrper-Verbindung dar. Dartiber hinaus erlaubt die FACS-
Analyse auch eine Aussage Uber die Lokalisation des Zielantigens von BARB-4, da der
gewadhlte Versuchsaufbau nur bei Bindung an Zelloberflaichen zu einem positiven
Ergebnis flihrt. Der BARB-4-Antikérper wird hierbei mit einem Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Sekundarantikérper inkubiert und die Antikérper-Zellsuspension in das
FACScan Uberfiihrt. Nach Anregung des Farbstoffes durch einen LASER registriert das

FACScan die emittierte Strahlung und zeichnet ein Histogramm.

BXPC-3 A549
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Abbildung 6: Histogramm der FACS-Analyse mit BARB-4 auf malignen Zellen des Pankreas (BXPC-3)
bzw. der Lunge (A549). 2x10° Zellen wurden 20min mit je 60ug Primarantikorper BARB-4 bzw.
ChromPure IgG als Isotypkontrolle inkubiert. Anschliefend wurden die Proben wiederum 20min mit
dem entsprechenden Sekundarantikoper versetzt und im FACScan gemessen. Die Daten wurden mit

WinMDI 2.8 ausgewertet. Die Fluoreszenzverschiebung bestatigt die Bindung von BARB-4.

Eine erfolgreiche Bindung des Primarantikdrpers fihrt zur Markierung der Zellen mit
Fluoreszenzfarbstoff und nach Anregung durch einen LASER zu einer Zunahme der
Fluoreszenzintensitat (farbloser Peak), wie sie bei beiden verwendeten Zelllinien zu
beobachten ist. Somit liefert auch das FACScan den positiven Nachweis einer Bindung
des BARB-4. Zusatzlich erlaubt dieses Ergebnis den Riickschluss, dass der Antikérper

gegen Oberflachenstrukturen bindet.
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3.1.3. Endozytose-Assay

Die Ergebnisse in Abschnitt 3.1.1. und 3.1.2. belegen die Bindung des BARB-4 an
Tumorzellen. Um zu eruieren, ob der Antikorper im Anschluss endozytiert wird, wurde
ein Endozytose-Assay durchgefiihrt. Hierbei wird der Farbstoff-markierte Antikérper
durch Anregung mittels eines LASER in einem konfokalen Mikroskop sichtbar gemacht.
Um den zeitlichen Verlauf der Endozytose erfassen zu konnen, wurde der

Versuchsansatz nach 30min, 1h, 2h und 4h gestoppt und fotografiert.

30min 1h 2h 4h

Abbildung 7: Aufnahmen des konfokalen Mikroskops zur Untersuchung der Endozytose von BARB-4.
Fiir den Versuch wurden je Objekttrager 85ug des an Orange 548-Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten
BARB-4 pipettiert. Nach Inkubation von 1x10* BXPC-3-Zellen fiir 30min, 1h, 2h und 4h wurde jeweils der
Versuch gestoppt und eine Aufnahme mit dem konfokalen Mikroskop angefertigt (A). Rot gefarbt zeigt
sich der Antikorper, blau sind DNA Strukturen die mit dem Farbstoff DAPI (4°,6-Diamidino-2-phenylindol)
angefarbt wurden. ChromPure IgG diente, in gleicher Konzentration und Inkubationszeit, als
Isotypkontrolle (B). 30 Minuten nach Versuchsansatz sind keine wesentlichen Unterschiede zu sehen.
Nach einer Stunde zeigt sich dann eine Ansammlung des BARB-4 an der Zelloberflache, der bei der
Isotypkontrolle nicht zu beobachten ist. BARB-4 akkumuliert anschlieRend im Zellinneren (Aufnahme 2h
und 4h). Die Isotypkontrolle zeigt lediglich in der 4h Aufnahme eine geringe Anreicherung im

Interzellularraum.

Die erste Aufnahme 30 Minuten nach Inkubation zeigt keine wesentlichen lokalen
Konzentrationen des Farbstoff-tragenden BARB-4 oder der Isotypkontrolle ChromPure

IgG. Eine Stunde nach Inkubation ist bei den Zellen in Reihe (A), die mit BARB-4

45



3. Ergebnisse

versetzt wurden, deutlich eine Signalanhebung an der Zellmembranoberflache
erkennbar. Diese ist bei der Isotypkontrolle (B) nicht zu beobachten. Die Aufnahmen
der zwei bzw. vierstiindigen Inkubation zeigen eine fortschreitende Ansammlung des
fluoreszierenden Antikorpers BARB-4 im Intrazellularraum. Diese Beobachtungen
lassen den Schluss zu, dass der Antikdrper nach dem Antigenkontakt von der Zelle
endozytiert wird. Die Negativkontrollen (B) weisen hingegen keine Akkumulation an
der Zelloberflache auf. Lediglich auf der 4 Stunden Aufnahme sind geringere Mengen

des ChromPure IgG in der Zelle zu verzeichnen.

3.2. Funktions-Assays

Nach dem erfolgreichen Nachweis, dass BARB-4 tatsdchlich an Oberflachen von
Tumorzellen bindet und anschlieBend endozytiert wird, soll im zweiten Teil der Arbeit
nun die biologische Wirkung des BARB-4 auf Tumorzellen untersucht werden. Wie
bereits erortert, bestimmt besonders die Fahigkeit zur Metastasierung Uber die
Malignitat eines Tumors. Vor diesem Hintergrund wird in dieser Arbeit besonders die
Adhasionsfahigkeit von Tumorzellen und deren Motilitdt in Gegenwart von BARB-4

betrachtet.

3.2.1. Adhasions-Assay

Eine Zelle verfiigt Gber eine Vielzahl von Mdéglichkeiten, feste Verbindungen zu den sie
umgebenden Strukturen aufzubauen. Diese Adhdsionen sind unter Anderem wichtig
fir die Anheftung an GefaRwande und die nachfolgende Penetration und Migration ins
Gewebe, wichtige Schritte auf dem Weg zur Ansiedlung neuer Kolonien (Gassmann,
Enns et al. 2004). Im Rahmen des Adhé&sions-Versuchs soll untersucht werden,
inwieweit die Anheftung der Zellkolonien BXPC-3 und A549 an den Boden einer
Zellkulturschale durch die Anwesenheit von BARB-4 verhindert wird. Dazu wurden
Tropfen mit je circa 200 Zellen in eine Kulturschale gegeben und fir jeweils 30min,
45min und 60min mit dem Antikorper inkubiert. Als Negativkontrolle diente RPMI
Vollmedium, als Isotypkontrolle ChromPure IgG. Nach dem Abspiilen der nicht-

adharenten Zellen wurde die jeweilige Zellzahl bestimmt.
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A: BXPC-3 Zellen
110

100

m RPMI

H Chrompure IgG

Adharente Zellen [%]
[
o

BARB-4

60 - —

50 -

30min 45min 60min
B: A549 Zellen

110

100

90 - —

W RPMI

H Chrompure IgG
BARB-4

Adharente Zellen [%]
[
o

50 -

30min 45min 60min

Abbildung 8: Einfluss des BARB-4 auf die Adhéasionsfahigkeit von Tumorzellen. Je 200 Zellen A: BXPC-3-
Zellen, bzw. B: A549-Zellen wurden fir 30min, 45min und 60min mit je 10ug BARB-4, sowie RPMI
Vollmedium als Negativkontrolle und 10pug ChromPure IgG als Isotypkontrolle inkubiert. Nach Entfernen
des Uberstandes erfolgte die Zahlung der adhidrenten Zellen. Auftrag der Werte als Prozent des
Referenzwertes von RPMI. Unter Zugabe von BARB-4 nimmt die Zahl adh&renter Zellen zu allen Zeiten

deutlich ab. Dies gilt sowohl fiir Tumorzellen des Pankreas (A) als auch der Lunge (B).

Abbildung 8 quantifiziert die adhdrenten Zellen unter Zugabe der Negativkontrolle
RPMI, der Isotypkontrolle ChromPure 1gG und dem Antikdrper BARB-4. Alle Werte sind
in Relation zur Zahl der adhdrenten Zellen unter RPMI, jeweils als 100% gesetzt,

angegeben. Die Grafik zeigt bei allen Ansatzen naherungsweise gleiche Werte fir die
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Negativ- und die Isotypkontrollen. Unter Zugabe des Antikérpers BARB-4 findet sich im
Gegensatz dazu zu allen Zeiten eine deutlich geringere Anzahl adhédrenter Zellen.
Besonderes nach 45min Inkubationszeit sind hier etwa 20% weniger Zellen anhaftend.
Bei einer langeren Inkubationszeit von 60min wurde der Tiefpunkt bereits
unterschritten der Anteil haftender Zellen nimmt im Vergleich zur Negativkontrolle
wieder zu. Dieser Effekt lasst sich sowohl bei Tumorzellen des Pankreas (A) als auch bei
Lungenkarzinomzellen (B) beobachten. Offensichtlich ist die Adh&dsionsfahigkeit der

Tumorzellen unter der Prasenz von BARB-4 vermindert.

3.2.2. Motilitats-Assay

Neben der Adhdasion ist die Zellmotilitdit entscheidend fur die Fahigkeit zur
Metastasierung. In dem hier prasentierten Versuch wurde in eine 70% konfluente
Flache ein Kreuz mit definierter Strichstiarke von circa 1mm gezogen und die
Uberwucherung dieser priparierten Fliche mit und ohne BARB-4 untersucht. Als

zusatzliche Negativkontrolle diente wiederum ChromPure IgG.

In den Ansadtzen mit der Negativkontrolle RPMI Vollmedium und der Isotypkontrolle
ChromPure 1gG, ist nach 12 stiindiger Inkubation eine deutliche Uberwucherung des
zuvor zellfreien Areals zu beobachten. Unter Zugabe des Antikorpers BARB-4 zeigt sich
hingegen eine deutlich geringer ausgepragte Uberwucherung. Besonders eindrucksvoll
ist dieser Unterschied bei den Tumorzellen des Pankreas BXPC-3 (A). Wahrend unter
BARB-4 das zuvor gezogene Kreuz noch deutlich zu erkennen ist, haben die Zellen in
den Ansatzen mit RPMI Vollmedium und ChromPure IgG den Kulturboden weitgehend
Uberwachsen. Die Prasenz von BARB-4 fiihrte also zur deutlichen Motilitatshemmung

in Relation zu den Ansatzen mit RPMI Vollmedium bzw. ChromPure IgG.
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RPMI ChromPure 1gG BARB-4

RPMI ChromPure 1gG BARB-4

Abbildung 9: Einfluss des BARB-4 auf die Motilitdt von Tumorzellen. A: BXPC-3-Zellen, B: A549-Zellen.
In eine, zu 70% konfluent bewachsene Zellschicht wurde ein Kreuz geritzt. Nach 12-stiindiger Inkubation
mit 400ug BARB-4 wurden die Proben fotografiert. RPMI Vollmedium und Chrompure IgG dienten in
gleicher Konzentration als Negativ- und Isotypkontrollen. Deutlich erkennbar haben in den Ansadtzen mit
RPMI und ChromPure IgG beide Zelllinien das Kreuz Gberwuchert. Im Gegensatz dazu ist unter BARB-4
die Zellmotilitat sichtbar gehemmt. Dieser Effekt zeigt sich sowohl fiir die Zelllinie BXPC-3 (A) als auch fiir
A549 (B).
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4. Diskussion

4.1. Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit untersucht den humanen IgG-Antikdrper BARB-4. Dieser
Antikorper wurde am Pathologischen Institut Wirzburg mit Hilfe der
Hybridomatechnologie von einem Patienten mit einem Siegelringkarzinom des Magens
isoliert. Die Ergebnisse dieser Arbeit beweisen seine Bindung an maligne Zellen. In
weiterfihrenden Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass diese Bindung
tumorspezifisch  ist und Uber das modifizierte TAF15 (TATA  box
binding protein associated factor 15)-Protein, stattfindet (Schatz, Brandlein et al.
2010). Unter Anwesenheit von BARB-4 konnte eine deutliche Verminderung der
Adhasionsfahigkeit von Tumorzellen festgestellt werden. Zudem neigen die
Tumorzellen weniger zu Migration und Ausbreitung. Beobachtungen mit
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorpern unter dem konfokalen Mikroskop
bestitigten die Bindung des BARB-4 an Tumorzellen und zeigten zudem eine

Ansammlung im Intrazellularraum etwa 2h nach Inkubation.

4.2. Biologie einer Neoplasie

Ein Tumor stellt den Ausbruch einer oder mehrerer genetisch veranderter Zellen aus
den Regulationsmechanismen des Korpers dar. Eine manifeste Neoplasie weist
seltener eine einzige als vielmehr viele verschiedene Aberrationen auf, die Auswirkung
auf unterschiedlichste Regulations-, Proliferations- und Migrationsvorgange haben. Die
verschiedenen Mutationen treten meist in zeitlicher Abfolge auf, und der Weg von der
ersten genetischen Variation bis zum metastasierten Tumor dauert in der Regel Jahre
oder wird zu Lebzeiten nicht beendet. Diese ,Entwicklung” der malignen Potenz einer
Neoplasie wird auch als ,neoplastic progression” (neoplastische Progression)

bezeichnet und folgt epigenetischen Prinzipien (Foulds 1954).

Weinberg beschrieb die unterschiedlichen Mutationen als Kennzeichen eines Tumors

und formulierte die Theorie der , hallmarks of cancer” (Hanahan and Weinberg 2000).
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Die Entstehung einer Neoplasie beruht nach dieser Theorie auf verschiedenen
Stitzpfeilern, die im Rahmen der Tumorgenese zwingend erforderlich sind. Zu diesen
gehort die Fahigkeit, der regulatorischen Apoptose zu entgehen, Wachstumsfaktoren
selbst zu generieren und eine Resistenz gegen Anti-Wachstumsfaktoren zu entwickeln.
Als weitere Stiitzpfeiler werden das Potential zur unbegrenzten Proliferation durch
Modifikation der Telomerase-Enzyme, die Induktion der Angiogenese und schlieflich
die Fahigkeit zum invasiven Wachstum und zur Metastasierung aufgefihrt. Die
Entwicklung dieser Fahigkeiten verlangt dabei meist multiple Mutationen, die zeitlich
versetzt auftreten. Fehlt den Tumorzellen nur eine dieser Anlagen, ist eine Entstehung
einer malignen Neubildung oft nicht moglich. Die Selektion der Zellen eines Tumors,
die alle diese Eigenschaften aufweisen, folgt dabei einem darwinistischen Prozess, bei
dem sich besser ausgeriistete Zellen gegeniiber dem restlichen Zellverbund
durchsetzten. Der Selektionsdruck entsteht dabei besonders aus den metabolischen
Veranderungen, vornehmlich der Hypoxie, denen die Tumorzellen ausgesetzt sind
(Avni, Cohen et al. 2011). Diese Theorie wird auch durch neuere Modelle gestitzt,
nach denen Tumorzellverbdnden genetisch heterogen sind und so genannte

Tumorstammzellen besitzen (Lobo, Shimono et al. 2007; Greaves 2010).

Die Erkenntnisse dieses ,hallmarks of cancer“-Modells zeigen auch Maoglichkeiten
therapeutischen Einschreitens auf. Gelingt es nur eine dieser ,hallmarks”
auszuschalten, kann man eventuell das Wachstum des gesamten Tumors stoppen oder
ihn sogar in Regression zwingen. Eine genaue Betrachtung der biologischen Vorgdnge
und Signalwege ist daher von &aulerster Wichtigkeit, da es nur so moglich ist,
spezifische Schlisselstrukturen veranderter Zellprozesse auszumachen und diese mit

spezifischen Stoffen, wie zum Beispiel Antikdrpern, zu eliminieren.

4.3. Die Rolle des Immunsystems

Statistisch betrachtet miisste der Mensch eine Vielzahl maligner Neoplasien
aufweisen, bericksichtigt man die enorme Zellzahl und die Haufigkeit genetischer
Stoérungen. Dem gegeniliber steht jedoch ein auRerst effizienter Kontrollapparat,

angefangen von der selbstinduzierten Apoptose bis hin zu hochspezialisierten
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Abwehrmechanismen der natirlichen Immunitat. Letztere sorgt im Organismus mit
Hilfe von spezialisierten Zellen und ihren humoralen Komponenten, zu denen unter
Anderem die akute Phase-Proteine und das Komplementsystem gezahlt werden, fir
die Detektion und Eliminierung maligner Zellen. Granulierte Lymphozyten besitzen an
ihrer Oberfliche Rezeptoren fiir den F.-Teil von Antikérpern und werden durch
Antigen-Antikorper-Komplexe aktiviert. Die darauffolgende Ausschiittung zytolytischer
Molekile wie Perforine, reaktive Sauerstoffmetabolite und Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF), die zum Absterben der Tumorzelle fihrt, wird als Antikdrper-abhangige, Zell-
vermittelte Zytotoxizitdt, kurz ADCC (antibodydependant cellular cytotoxity)
bezeichnet (Boes 2000; Murphy, Travers et al. 2008; Hahn 2009).

Neben der ADCC spielen nach neuerer Erkenntnis aber insbesondere niedrig-affine,
Keimbahn-kodierte Antikorper, die meist der Klasse I1gM angehoéren (Vollmers and
Brandlein 2009), eine wichtige Rolle. Die tumorizide Wirkung der meisten der bisher
untersuchten humanen Immunglobuline beruht auf der Induktion von Apoptose nach
Bindung an tumorspezifische Rezeptoren. Diese elegante Abwehrreaktion kommt ohne
Entziindungsreaktion und somit ohne Beschadigung von umgebenden Strukturen aus
(Brandlein, Pohle et al. 2003; Vollmers and Brandlein 2005; Vollmers and Brandlein
2009). Es ist dartberhinaus auch denkbar, dass humane Immunglobuline zusatzlich die
ADCC induzieren. Der in dieser Arbeit untersuchte IgG BARB-4 zeigte in bisherigen
Untersuchungen hingegen keine eindeutig apoptotische Wirkung, vielmehr scheint
dieser Antikdrper hemmend auf Adhdsions- und Migrationsvorgange von Tumorzellen

Einfluss zu nehmen, was die vorliegenden Ergebnisse belegen.

Welch wichtige Rolle das innate Immunsystem bei der Tumorabwehr spielt, zeigt sich
weiter an der Tatsache, dass die genetische Ausstattung des Wirtsorganismus eine
pradiktive Variable fiir die Entstehung einer Metastase darstellt (Hunter, Welch et al.
2003). Aus diesen Beobachtungen entstanden Anstrengungen, die natirlichen
Antikorper fur therapeutische Zwecke zugianglich zu machen. Nach anfanglichen
technischen Problemen bei der Isolierung und Synthese dieser Antikérper war

schlieB8lich das Verfahren der Hybridomatechnologie das entscheidende Werkzeug zur
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Produktion rein humaner und damit immunvertraglicher Antikérper (Faller, Vollmers

et al. 1990; Vollmers and Brandlein 2009).

4.4. Immunglobuline der natiirlichen Immunitat

Mit Hilfe der Hybridomatechnologie konnten am Pathologischen Institut Wirzburg
unter der Leitung von Prof. Dr. Dr. Vollmers mehrere Antikorper isoliert werden, die
ein tumorspezifisches Bindungsverhalten aufweisen und der natirlichen Immunitat
zuzurechnen sind. Zu diesen zahlen unter Anderem SC-1 (Vollmers, O'Connor et al.
1989), PAM-1 (Hensel, Brandlein et al. 2001; Brandlein, Beyer et al. 2003), und SAM-6
(Pohle, Brandlein et al. 2004; Rauschert, Brandlein et al. 2008). Allen diesen
Antikorpern ist gemeinsam, dass sie der innaten Immunitat zugehorig sind, der Klasse
der IgM angehoren und Uber unterschiedliche Mechanismen an der Einleitung der
Apoptose von Tumorzellen beteiligt sind. BARB-4 stellt nun den ersten IgG Antikorper

dar, dessen Antigen und dessen Funktionen ndher untersucht wurden.

4.5. Der humane Antikorper BARB-4

Der natirliche 1gG Antikérper BARB-4 wurde aus einem Patienten isoliert, der an
einem Siegelringkarzinom des Magens litt. Dieser Antikorper ist ebenfalls Keimbahn-
kodiert und Teil des natirlichen Immunsystems. Im Gegensatz zu den bisher
gewonnenen Antikorpern, die (berwiegend der Klasse IgM angehéren, ist BARB-4 ein
lgG. Dies macht BARB-4 zu einem besonders interessantem Forschungsobjekt. Die
vorliegenden Ergebnisse aus den Untersuchungen zu den funktionellen Eigenschaften
zeigen im Besonderen einen Einfluss von BARB-4 auf das Adhasions- und
Migrationsverhalten von Tumorzellen, wahrend fiir die bisher untersuchten IgM
Antikorper insbesondere Eingriffe in Apoptose-Vorgange beschrieben sind. Gerade die
Erforschung der Signalwege und Stoffwechsel, an denen BARB-4 beteiligt sein kdnnte,
kann zum erweiterten Verstidndnis der Aufgaben und Wertigkeit des innaten

Immunsystems bei der Bekampfung von Neoplasien beitragen.
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4.5.1. Bindungsspezifitat

Die Auseinandersetzung mit der Umgebung, dem Immunsystem und der
Mangelversorgung des schnell wachsenden Tumorgewebes flihrt zur Notwendigkeit
weiterer Anpassungsvorgange der malignen Zellen durch weitere Mutationen und
damit zu einer Verdanderung der Oberflachen-spezifischen Zellstrukturen. Durch
veranderte Methylierungen, Acetylierungen, Oxidierungen und Glykosylierungen weist
der Tumor andere Oberflachenstrukturen auf als das entsprechende Normalgewebe.
Diese korperfremden, sich haufig wiederholenden Glykopeptid-Strukturen werden
auch als ,,pattern” oder bezeichnet und spielen als so genannte ,PAMP’s” (pathogen-
associated molecular patterns) eine Hauptrolle bei der Induktion der natirlichen
Immunitat (Kumar, Kawai et al. 2009). Diese pattern sind auch Ziel der innaten
Antikorper. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen, vorgestellt in
Abschnitt 3.1.1., bestdtigen, dass BARB-4 nur an Strukturen maligner Zellen bindet,
nicht jedoch an Zellen aus normalem Gewebe. BARB-4 bindet also tumorspezifisch.
Hervorzuheben ist besonders der Umstand, dass dieser Antikorper sowohl an den
Primdrtumor als auch an dessen Metastasen bindet. Dies ist keine
Selbstverstandlichkeit, da Metastasen durch den zunehmenden Evolutionsdruck haufig
Modifikationen, wie z.B. veranderte Glykosylierungen, gegeniiber dem Primartumor
entwickeln (Roessner 2008). Bei dem Einsatz von konventionellen Chemotherapeutika
fihren diese Modifikationen des Ofteren zu einem sekundiren Therapieversagen. Die
Eigenschaft von BARB-4 koénnte demnach eine besondere Bedeutung fiir einen
therapeutischen Einsatz haben. Die genauere Betrachtung mit Hilfe der
DurchfluRzytometrie (Abschnitt 3.1.2.) zeigt, dass der Antikorper explizit an der
Zelloberflache bindet. Dies lasst den Schluss zu, dass sein Antigen auf der Oberflache
von Tumorzellen exprimiert wird. Zu dem gleichen Ergebnis kommt man auch bei
Betrachtung der Aufnahmen des Endozytose-Assays (Abschnitt 3.1.3.). BARB-4

akkumuliert an der Zelloberflache und wird anschlieBend endozytiert.

55



4. Diskussion

4.5.2. Das Antigen TAF15

Vorausgehende Untersuchungen haben bereits eine Variante des TAF15 als
Zielstruktur des BARB-4 entschliisseln konnen (Schatz, Brandlein et al. 2010). TAF15 ist
ein Protein der FET (FUS, EWL, TAF15)-Proteinfamilie, vormals als TET (TLS, EWL,
TAF15)-Proteine bezeichnet. Proteine dieser Gruppe, zu der FUS (Fused in Sarcoma
Protein, friiher TLS, Translocated Liposarkoma Protein), EWS (Ewing Sarcoma Protein)
und TAF15 gezdhlt werden, wurden erstmals bei Patienten mit Sarkomen oder
Leukdmien beobachtet (Andersson, Stahlberg et al. 2008). Sie sind normalerweise
intrazelluldar lokalisiert und spielen eine zentrale Rolle in der Regulation von
Genexpression und mRNA (messenger Ribonukleinsdure)-Splicing. Dabei ist eine
vermehrte Prasenz dieser Proteine zu verzeichnen, wenn die Zellen Stressbedingungen
thermischer oder oxydativer Genese ausgesetzt sind. Das gehaufte Auftreten bei
malignen Prozessen und Stressbedingungen, die Bedeutung bei zentralen Gen-
Regulationsprozessen und der mogliche Einfluss auf die Zelladhdsion weisen deutlich
auf die Rolle der FET-Regulationsproteine als Protoonkogene hin (Andersson, Stahlberg
et al. 2008). Dies bestatigten auch genetische Aberrationen dieser Proteine in
verschieden malignen Zellen (Rabbitts, Forster et al. 1993; Martini, La Starza et al.
2002). Das Zielantigen von BARB-4 ist eine 78-kDa grof3e Variante des TAF15 und
kommt, im Gegensatz zum Wildtyp, nicht nur intrazelluldr sondern auch auf der
Zelloberflache vor (Abschnitt 3.1.2.). Die verdanderte Lokalisation der Variante kdnnte
in Zusammenhang mit veranderten Wirkmechanismen stehen, die TAF15 durch die

Modifikation zu gewinnen scheint.

4.5.3. BARB-4 als Immunglobulin der Klasse IgG

Von den fiinf Klassen der Immunglobuline zdhlen die tumorspezifischen Antikorper der
innaten Immunitat Uberwiegende zur Klasse der IgM. Natdirliche 1gG und IgA stellen
dagegen nur je etwa ein Prozent der gegen Krebszellen gerichteten Antikorper
(Brandlein, Pohle et al. 2003). Der wichtigste Unterschied der verschiedenen
Antikorperklassen besteht in lhrem Fc-Teil. IgG sind die kleinsten und am besten

gewebegidngigen Antikorper. Diese Antikdrper mit der schweren Kette vom Typ v,
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stellen in der erworbenen im Gegensatz zur innaten Immunitdt den Grof3teil der
Antikorper dar. IgA Antikorper sind meist Dimere deren schwere a-Ketten {ber ein so
genanntes J-Protein (Joining-Protein) verbunden sind. IgA’s kommen in der
erworbenen Immunitdt vorrangig als sekretorischer Antikdper in Sekreten und
Umweltbarrieren wie Haut und Darmwand vor. Die Antikorper der Klasse IgM sind
sozusagen der ,first responder” (erste Abwehr) der Immunabwehr. Die meist als
Pentamer strukturierten Antikdrper tragen viele Bindungsstellen und kénnen so sehr
effektiv an wirtsfremde Antigene auf Erregern oder Fremdstoffen binden. Die
Aktivierung des Komplementsystems stellt im erworbenen Immunsystem eine wichtige
Aufgabe der IgM dar. Ahnlich der Struktur von IgA Antikdrpern sind die schweren p-
Ketten mit J-Proteinen verknipft. IgE stellen im menschlichen Kérper den geringsten
Anteil. Diese Antikdrper kommen insbesondere gebunden an Mastzellen vor und
spielen eine Rolle in der Parasitenabwehr und bei allergischen Reaktionen. Uber die
biologische Funktion der ebenfalls als Monomer vorkommenden IgD ist bisher wenig
bekannt (Murphy 2009). Tabelle 11 gibt eine Ubersicht tiber die verschiedenen Klassen

der Immunglobuline.

Tabelle 11: Ubersicht iiber die Klassen der Immunglobuline.

IgG IgA IgM IgD IgE
Molekulargewicht 150kD 160kD* 900kD* 184kD 190kD
Schwere Ketten Y a U 6 €
Aufbau Monomer  Dimer Pentamer Monomer  Monomer

*: exklusive J-Proteine (Tabelle nach (Murphy, Travers et al. 2008))

Die MolekiilgroBe der Antikorper nimmt Einfluss auf die Eigenschaften und
Lokalisation der Immunglobuline im Kérper. Besonders IgG zeichnen sich durch eine
besonders ausgepragte Fahigkeit zur Diffusion aus (Murphy 2009). Es sind die einzigen
Immunglobuline die sogar die Plazentaschranke liberwinden, und so von der Mutter

auf den Fetus Ubertragen werden kdonnen. Zwar konnten Untersuchungen zeigen, dass

57




4. Diskussion

auch 1gM’s die Blutbahn verlassen und sich im Tumorgewebe anreichern kdnnen
(Vollmers and Brandlein 2006). Es ist aber durchaus wahrscheinlich, dass die innaten
IgG besser diffundieren und sich damit schneller in héheren Konzentrationen im
Zielgewebe anhaufen. Besonders interessant ist daher die Isolierung eines
tumorspezifischen 1gG, des BARB-4, gerade in Hinblick auf die Unterschiede zu den
bisher beschriebenen Antikérpern, die ja ausnahmslos der Klasse IgM angehdéren
(Schatz, Brandlein et al. 2010). Die bessere Gewebegangigkeit kdnnte dazu beitragen,

die notige therapeutische Dosis zu reduzieren.

4.6. Invasion und Metastasierung

Nach Weinberg zahlt die Gewebeinvasion und Metastasierung zu einer der
Grundeigenschaften einer malignen Neoplasie (Hanahan and Weinberg 2000). Fir die
Bildung einer Fernmetastase mussen die Tumorzellen allerdings verschiedene Hirden
meistern. Es gibt unterschiedliche Arten, wie maligne Zellen verschleppt werden
konnen. Neben peritonealer und lymphogener Metastasierung interessiert hier vor
allem die hamatogene Streuung von Tumorzellen. Die Metastasierung Uber das
GefaRsystem erfolgt grob in drei Schritten. Zunachst bendtigt der Tumor den Zugang
zu einem BlutgefdR und muss dazu die Basalmembran durchdringen. Bestimmte
Rezeptoren (Lamine) ermoglichen die Anheftung an die Basalmembran, die dann
mittels sekretorischer Proteasen, so genannter Matrixmetalloproteasen (MMP),
durchbrochen werden kann (Morini, Mottolese et al. 2000; Chang and Werb 2001;
Gassmann, Enns et al. 2004). Die vaskuldre Verschleppung stellt die zweite grofle
Hirde dar. Abwehrmechanismen des Korpers, insbesondere die der innaten
Immunitat, haben hier die besten Voraussetzungen, die Tumorzellen auszuschalten.
Sollte es den Tumorzellen dennoch gelingen, dem Immunsystem zu entkommen,
heftet sich die Zelle, unterstitzt durch einen Thrombozyten- und Firbinmantel, an die
GefaRinnenwand an, durchdringt diese wiederum mit Hilfe proteolytischer Enzyme
und wandert in das Zielgewebe (Chang and Werb 2001; Bogenrieder and Herlyn 2003).
Hier kann sich die Zelle niederlassen und proliferieren. Die Versorgung der Metastase

mit N&ahrstoffen stellt ein letztes Hindernis dar. Bei einem Tumor mit einem
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Durchmesser von mehr als 100um ist die Versorgung der Zellen durch Diffusion nicht
mehr ausreichend und das weitere Wachstum ist nur durch Initiation der Angiogenese
moglich (Bouck, Stellmach et al. 1996; Hanahan and Weinberg 2000). Diese erfordert
die Sezernierung von Wachstumsfaktoren wie FGF (Fibroblast growth factor) und VEGF

(Vascular endothelial growth factor) (Holland 2000).

Primdrtumor a Angiogenese b Invasion c Zirkulation

d Adhdsion Zielorgan Kreislauf

Proliferation
und
Angiogenese

Abbildung 10: Stationen auf dem Weg zur Metastasierung. Wichtige Schritte stellen insbesondere die
Invasion und den Einbruch in die GefaRstrasse (b), die Zirkulation der Tumorzellen (c), die Adh&sion am
Endothel des Zielorgans (d) sowie die Migration ins Zielgewebe (f) dar. Erneute Proliferation und

Angiogenese fiihren zur Etablierung einer Metastase. Grafik nach (Fidler 2003).

Diese Hiirden auf dem Weg zur Metastase verringern die Erfolgsaussichten einer
Absiedelung deutlich. Quantitative Untersuchungen haben ergeben, dass 24h nach
intravasaler Injektion von Tumorzellen noch 0,1% vital sind und nur 0,01% dieser Zellen

tatsachlich Metastasen bilden (Fidler 1970). Ob eine Tumorzelle eine Metastase bildet
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oder nicht, ist dabei nicht allein eine Frage der Wahrscheinlichkeit, sondern das
Ergebnis einer Selektion von Zellen, die aufgrund ihrer genetischen Ausstattung besser

fir die Hindernisse auf dem Weg zur Metastase gewappnet sind (Fidler 2003).

Die Verteilung von Metastasen im Korper geschieht nicht zuféllig. Jede Tumorentitat
bevorzugt unterschiedliche Organe als primare Metastasen-Lokalisation. Dieses
Phdnomen wird als ,seed and soil“ oder auch Homing-Phanomen bezeichnet (Paget
1989). Lange wurde vermutet, dass vor allem die Anatomie der GefdRstraRen
entscheidend fir die Zielorgane der Metastasierung ist. Begriinder dieser Theorie war
in den 1930iger Jahren James Ewing (Ewing 1928). Aus dieser Annahme und klinischen
Beobachtungen entstanden auch so genannte ,Metastasierungstypen” wie die cavale
oder die portale Metastasierung. Zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte
stitzen aber vielmehr die so genannte ,seed and soil“ Theorie (Fidler 2003). Nach
heutiger Auffassung bestimmen besonders drei im Folgenden dargestellte Prinzipien

die Wahrscheinlichkeit und die Art der Metastasierung eines Tumors:

Zundachst besteht die primdre Neoplasie, wie bereits erwdhnt, aus genotypisch und
phanotypisch divergierenden Subpopulationen, von denen nur wenige Zelllinien die
genetische Potenz zur Metastasierung erlangen. Dies wird auch als genetische
Heterogenitat bezeichnet. Die Zellen erfahren besondere Anforderungen an die
Resistenz gegen NK-Lymphozyten, die Lectin-Resistenz und an die Adhésions- und
Motilitatsfahigkeit. Zellen mit der Fahigkeit zur Metastasierung zeigen dabei eine hohe
genetische Instabilitdt im Vergleich zu anderen Zellen des Primartumors (Hanahan and
Weinberg 2011). Neue Ansdtze sprechen hierbei insbesondere so genannten
Tumorstammzellen eine besondere Bedeutung zu. Die Hypothese der
Tumorstammzelle wird derzeit wieder vermehrt diskutiert. Es wird vermutet dass nur
eine geringe Anzahl von Zellen, die so genannten ,Tumorstammzellen”, Stammzell-
dhnliche Eigenschaften aufweisen und fiir die Tumorinitiation eine entscheidende
Rolle spielen (Lobo, Shimono et al. 2007). Diese Zellen zeigen 4&hnlich wie
physiologische Stammzellen viele Eigenschaften, die fir eine erfolgreiche

Metastasierung notig sind, und kénnten in Verbindung mit einer erhéhten genetischen
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Variabilitdt eine wichtige Rolle in der Metastasierung spielen. Der AnstoR zu dieser
Entdifferenzierung und der Entwicklung der metastatischen Potenz konnte auf die
Auseinandersetzung dieser Tumorstammzellen mit Stressfaktoren, insbesondere der

Hypoxie, zuriickzufiihren sein (Barnhart and Simon 2007).

Das zweite Prinzip der ,seed and soil“-Theorie beschreibt die Selektivitat des
Metastasierungsprozesses, bei dem nur die Zellen (,,the seed”) Uberleben, die den
oben aufgefiihrten Hindernissen der Metastasierung widerstehen. Diese Eigenschaften
erlangen in einer Tumorpopulation allerdings nur wenige Zellen (Fidler and Kripke
1977). Metastasen koénnen von einer einzelnen Zelle, oder mehreren, genetisch
verschiedenen Zellen des Primdrtumors abstammen und entwickeln sich klonal aus
einer oder weniger emigrierter Zellen (Talmadge, Wolman et al. 1982; Fidler and

Talmadge 1986; Frost and Fidler 1986).

Der dritte Faktor wird durch die Eigenschaften des Zielgewebes definiert und ist der
wohl wichtigste Faktor, der (iber die Entstehung neuer Metastasen bestimmt. Diese
neue Tumorumgebung (,soil“) entscheidet durch die Kompatibilitdit von
Oberflachenrezeptoren der GefaRwande und des Organs, der Wachstumsfaktoren

sowie der Moglichkeiten zur Angioneogenese liber den Erfolg einer Tumoransiedlung.

Einige der heutigen Therapieansatze versuchen, in diese Homoostase-Faktoren des
Zielorgans einzugreifen und dem Tumor damit die Implantation zu erschweren. Die
Blockade der Angioneogenese ist einer dieser Faktoren, die helfen kdnnen die
Metastasierung zu verhindern. Eines der daraus entstandenen Medikamente, die
bereits klinisch eingesetzt werden, ist beispielweise der VEGF-Rezeptorblocker
Bevacizumab (Handelsname Avastin®) (Los, Roodhart et al. 2007; Schneider and Sledge

2007).

Die Erkenntnisse dieses ,hallmarks of cancer“-Modells zeigen auch Maoglichkeiten
therapeutischen Einschreitens auf. Gelingt es nur eine ,hallmark” auszuschalten, kann
man eventuell das Wachstum des gesamten Tumors stoppen oder ihn sogar in
Regression zwingen. Eine genaue Betrachtung der biologischen Vorgidnge und

Signalwege ist daher von duBerster Wichtigkeit, da es nur so maglich ist, spezifische
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Schliisselstrukturen veranderter Zellprozesse auszumachen und diese mit spezifischen

Stoffen, wie zum Beispiel mit Antikérpern, zu eliminieren.

4.7. Zelladhasion und Zellmotilitat

Die Invasion und Metastasierung von Neoplasien, nach Weinberg eine der , hallmarks
of cancer”, hangt, wie bereits erwdhnt, unmittelbar von der Fahigkeit der Zellen zur
Adhdsion und Migration ab. Die Metastasierung kann nur erfolgreich sein, wenn alle
Schritte dieser Kaskade funktionieren und die Tumorzellen adhdrieren und
nachfolgend extravadieren kénnen. Neben lokal invasivem Wachstum mit Einbruch des
Tumors in die GefdlRstralen, Extravasation, Zirkulation, Proliferation und
Angioneogenese der Satellitenzelle ist besonders die Adhdsion ein Engpass auf dem
Weg zur erfolgreichen Metastasierung. Dies liegt unter anderem an der Komplexitat
dieses Vorganges, der nur bei einem reibungslosen Ablauf unterschiedlichster
Oberflachen-Bindungen stattfinden kann. Fiir die Komplexitat dieser Vorgange spricht
auch die geringe Erfolgsquote intravasal gelangter Tumorzellen von gerade einmal
0,01% (Fidler 1970), die sicherlich auch aus der korpereigenen Abwehr durch das

innate Immunsystem resultiert.

Fiir die verschiedenen Schritte der Zellausschwemmung und der Ansiedlung im
fremden Gewebe sind zahlreiche unterschiedliche Bindungsproteine verantwortlich.
Die Extravasation beginnt mit der Anheftung an den Endothelzellen. Die Gruppe der
Selektine fihrt zur zundchst losen Anheftung der Tumorzelle an die GefaBwand. Diese
Anheftung unterscheidet sich jedoch deutlich von den Vorgangen bei der Emigration
von Leukozyten, die ebenfalls Selektine besitzen, und erlaubt kein ,Rollen”, sondern
fUhrt zur ortsstandigen Bindung (Glinskii, Huxley et al. 2003). Nach erfolgter Bindung
an das Endothel verandert die Tumorzelle Ihre Struktur, verlasst die Blutbahn, wandert
in das Gewebe ein und entgeht so der fiir sie toxischen Umgebung und der
Uberwachung durch das Immunsystem. Fiir diese Migration nutzt die Zelle Zell-Matrix-
Verbindungen, die durch Integrine zustande kommen (Hood and Cheresh 2002).
Integrine spielen auch physiologisch bei der Zellmigration im Rahmen eines

Entziindungsprozesses eine wichtige Rolle. Experimentelle Untersuchungen haben
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gezeigt, dass die Ausprdagung von Integrinen auf Tumorzellen unmittelbar mit dem
Grad der Motilitat korreliert. Zudem konnte ein Zusammenspiel von Integrinen mit den
oben erwdhnten und fiir das invasive Wachstum wichtigen Matrixmetallproteasen
(MMP) nachgewiesen werden (Morini, Mottolese et al. 2000). Allerdings zeigt sich die
exzellente Anpassungsfahigkeit und maligne Potenz der Tumorzellen nach gezieltem
Ausschalten dieser Proteasen. Die Zelle nutzt dann amoéboide Fortbewegungsmittel
und kompensiert so die fehlenden proteolytische Mechanismen (Wolf, Mazo et al.

2003).

Ein weiteres Beispiel fur die vielfdltigen Kompensationsmoglichkeiten der Tumorzellen
zeigt sich bei genauer Betrachtung des Adhdsions-Assay’s in Abschnitt 3.2.1.. Die
Zugabe des Antikorpers BARB-4 hemmt besonders 30min bzw. 45min nach
Versuchsansatz die Adhdsion der Tumorzellen. Im weiteren Verlauf nimmt die Zahl der
adhédrenten Zellen relativ zu dem Ansatz mit RPMI wieder zu. Es ist zu vermuten, dass
zu diesem Zeitpunkt der Antikorper BARB-4 zum Teil bereits endozytiert wurde und
der Anteil funktionell aktiver Antikorper gesunken ist. Dies korreliert auch mit den
Ergebnissen des Endozytose-Assay's aus Abschnitt 3.1.3.. Eine weitere Ursache kénnte
auch die Ausbildung anderer adhasiver Strukturen und Zell-Matrix-Verbindungen

darstellen, mit denen die Tumorzelle die blockierten Adhdsionsproteine kompensiert.

Die Zusammenschau aktueller Arbeiten lber die Rolle von Adhédsion und Migration
lasst deren Bedeutung flr die Metastasierung erkennen. Darliber hinaus scheint die
Spezifitat der Zell-Zell bzw. Zell-Matrix-Verbindungen auch fiir die beobachtete
Bevorzugung bestimmter Organe fiir die Metastasen, also der ,seed and soil“-Theorie,

verantwortlich zu sein (Gassmann, Enns et al. 2004).

4.8. Die Rolle des TAF15 bei Zelladhasion und Zellmotilitat

Wie oben beschrieben hat das Zielprotein von BARB-4, eine Variante von TAF15,
normalerweise regulatorische Aufgaben bei Transkriptionsvorgdngen. Insbesondere
die Entdeckung von FUS und TAF15 in so genannten ,spreading initiation centers” (SIC)

adhérierender Zellen ist aber bemerkenswert. Diese Zentren existieren nur zu Beginn
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eines Bewegungsprozesses und kénnen mit Hilfe der spezifischer Marker Vinculin, FAK
(Focal adhesion kinase) und RACK1 (receptor of activated kinase 1) detektiert werden

(de Hoog, Foster et al. 2004).

Zudem wurde eine Interaktion zwischen den Proteinen der FET-Gruppe und v-Src (Viral
Sarcoma Protein), einer mutierten Form des c-Src (Cellular Sarcoma Protein),
festgestellt (Lee, Kim et al. 2004). Die Src (Sarcoma)-Proteine sind Tyrosin-Kinasen,
denen Aufgaben bei der Induktion von Zellbindungen sowie bei der Umstrukturierung
des Actin-Filaments zugesprochen werden (Frame, Fincham et al. 2002). In Neoplasien
konnte ein erhdhter c-Src-Spiegel mit vermehrter Zell-Motilitat in Korrelation gebracht
werden (Sakamoto, Takamura et al. 2001). Das Protein scheint Integrin-abhangige Zell-
Matrix-Verbindungen zu modulieren und damit Adhdasionsstrukturen und die
Zellwanderung zu beeinflussen (Jones, Avizienyte et al. 2002). Die Hochregulierung von
Src in Tumorzellen initiert die Bildung von a-Integrin und die gleichzeitige
Herunterregulierung von FAK (Focal adhesion kinase), einem Protein, das zur Losung
von Adhéasionsverbindungen und zur Einleitung der Apoptose von entarteten Zellen
flhrt (Park, Golubovskaya et al. 2004). Das gehadufte Vorkommen von TAF15 in diesen
SIC-Zentren harmoniert zudem gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit, wonach die
Bindung des BARB-4 an TAF15 die Adhdsion und Bewegung von malignen Zellen
hemmt. So zeigen Zellen derem Medium BARB-4 zugegeben wurde eine deutlich
verminderte Adhasionsfahigkeit (Abschnitt 3.2.1). Darilberhinaus konnte in
Zellmotiliagtsversuchen qualitativ eine Reduktion der Zellwanderung unter BARB-4 im
Vergleich zur Isotypkontrolle mit ChromPure 1gG nachgewiesen werden (Abschnitt
3.2.2.). Diese Erkenntnisse und die Ergebnisse dieser Arbeit bekraftigen die Annahme,
dass die Proteine der FET-Gruppe, insbesondere TAF15, in Adhéasions- und

Motilitatsvorgangen in Tumorzellen involviert sind (Andersson, Stahlberg et al. 2008).

4.9. Endozytose

Neben direkten, funktionellen Untersuchungen erlaubt auch die Lokalisation und der
weitere Verbleib des Antikorpers nahere Rickschlisse auf seine Aufgaben und

Auswirkungen in den und auf die Zellen. Nachdem erfolgreich bewiesen werden
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konnte, dass BARB-4 an Oberflachen von Tumorzellen bindet (Abschnitt 3.1.3.), war
ein weiteres Verfahren notig, dass sowohl den Bindungsort von BARB-4 prazisierte, als
auch Rickschlisse auf den weiteren Verlauf nach erfolgter Antikérper-Antigen-
Bindung zulie. Hierzu wurde der unter Abschnitt 2.2.4. beschriebene Endozytose-
Versuch durchgefiihrt. Die hier verwendete Technik der direkten Antikorper-
Markierung mit fluoreszierenden Farbstoffen erlaubte unter Verwendung eines
entsprechenden Konfokal-Mikroskops eine gute Differenzierung zwischen
extrazelluldrer, oberflichengebundener oder intrazelluldrer Lage des BARB-4.
Hierdurch konnte gezeigt werden, dass der Antikorper in der ersten Stunde nach
Inkubation an die Zelloberflachen bindet. Nach einer weiteren Stunde konnte er
verteilt im Interzellularraum nachgewiesen werden. Welche Bedeutung dies fir
eventuell veranderte Signalwege hat, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Denkbar
waren sowohl Signalkaskaden, die durch die Bindung an die tumorspezifische TAF15
Variante an der Zelloberflache direkt ausgelost werden, wie auch eine Wanderung des
TAF15-BARB-4-Komplexes in das Zellinnere. Letzteres ist wahrscheinlicher, da es dem
physiologischen Aufgabenfeld von TAF15, der Beteiligung an Transkriptions- und
Splicingvorgangen, nahe kommt (Schatz, Brandlein et al. 2010). Zudem koénnte dies mit
der Lokalisation in ,spreading initiation centers” (SIC) (de Hoog, Foster et al. 2004),
und der in den Abschnitten 3.2.1. und 3.2.2. beschriebenen Rolle bei Adhdsions- und
Migrationsvorgangen der Zellen korrelieren. Diese Zusammenhdnge genauer

auszuleuchten wird Gegenstand weitergehender Forschungsarbeiten darstellen.

4.10. Notwendigkeit neuer Behandlungsstrategien

Die Folgen der Metastasierung einer malignen Neoplasie stellen die
Haupttodesursachen aller an Tumoren Erkrankter dar. 90 Prozent der Patienten
sterben demnach nicht an den Folgen lokal verdrangendem oder invasivem
Wachstums mit entsprechender Redression des den Primdrtumor umliegenden
Gewebes, sondern an der Absiedelung von zahlreichen Metastasen, die dann
lebensnotwendige Organe funktionsuntiichtig machen (Sporn 1996). Alle bisherigen

Anstrengungen diese besonders bedrohliche Eigenschaft von Tumoren zu bekdmpfen
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sind  weitestgehend fehlgeschlagen. Das  hadufige Versagen  bisheriger
Behandlungsregime, die chirurgische, strahlentherapeutische und
chemotherapeutische MaRnahmen einschlieRen, ist darauf zurlickzufiihren, dass all
diese Angriffe vorwiegend makroskopischen Tumoren gelten konnen. Die groflite
Gefahr und schadliche Potenz eines Tumors geht aber, sobald dieser die Blutschranke
erfolgreich Gberwunden hat, von unzdhligen disseminierten Tumorzellen aus, die sich

jeglicher lokaler Therapie entziehen.

Metastasen sind genetisch oft noch instabiler als Zellen des Primartumors. Dies ist zum
Einen auf die vielen notwendigen genetischen Veranderungen der Zellen wahrend der
Metastasierung, zum Anderen durch die standige Exposition gegeniiber Stressfaktoren
im Tumorgewebe bedingt (Barnhart and Simon 2007; Campbell, Yachida et al. 2010;
Pani, Galeotti et al. 2010). Zudem entwickeln Metastase haufig Modifikationen
gegeniber dem Primartumor. Diese genetische Instabilitdt und Heterogenitat kann
dazu fuhren, dass die Therapie die Metastasen eines Chemotherapeutika-sensiblen
Primdrtumors nicht mehr einschlieBt. Dieser Umstand ist ein weiterer Faktor der bei

metastasierten Tumoren derzeit oft nur noch ein palliatives Therapieregime erlaubt.

Die Schlisselvorgange bei der Invasion und Metastasierung zu blockieren und die
malignen Zellen selektiv zu eliminieren ist eine grofle Herausforderung an die Medizin,
und beinhaltet gleichzeitig eine enorme therapeutische Potenz. Die groRte Waffe
gegen Krebs besitzt der Mensch in Form des Immunsystems selbst, und in den meisten
Fallen ist diese auch erfolgreich. Spezifische Bestandteile des Immunsystems gezielt
gegen funktionelle Strukturen maligner Neoplasien einzusetzen, bietet ungeahnte
therapeutische Moglichkeiten. Der erste Schritt hierzu ist sicherlich das tiefgreifende
Verstandnis der Arbeitsweisen des Immunsystems. Und bereits heute gibt es
vorzeigbare Erfolge bei Anwendungen dieser Erkenntnisse. Diesen eleganten,
effizienten und nahezu nebenwirkungsfreien Therapien gehort sicherlich die Zukunft in

der Bekampfung von Neoplasien.

Mit BARB-4 gelang die Generierung eines innaten, rein humanen Antikdrpers, der

spezifisch an Tumorzellen bindet. Diese Arbeit liefert wichtige Daten die einen Beitrag
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zu der Erforschung der funktionellen Eigenschaften dieses Antikorpers darstellen. Die
Ergebnisse der Untersuchungen funktioneller Auswirkungen von BARB-4 auf maligne
Zellen zeigen eindeutig einen Einfluss auf das Adhasions- und Motilitdtsverhalten. Dies
gibt Grund zu der Hoffnung, der Antikérper konnte in der Zukunft therapeutisch gegen
die Bildung von Metastasen eingesetzt werden. BARB-4 kénnte ein potentes Mittel
gegen die haufigste Todesursache an Krebs erkrankter Patienten, und ein wichtiger

Schritt im Kampf gegen den Krebs darstellen.
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5. Zusammenfassung

Der menschliche Organismus ist zeitlebens von malignen Neoplasien bedroht, die
durch lokales oder metastasiertes Wachstum lebensnotwendige Funktionen des
Korpers beeintrachtigen konnen. Als wichtigstes Werkzeug zur Abwehr dieser
Neoplasien wurde in den letzten Jahrzehnten die natirliche Immunitat aufgedeckt.

Besonders die Antikdrper der innaten Immunitat spielen eine entscheidende Rolle.

BARB-4 ist ein humaner, tumorspezifischer Antikdrper und Teil dieser natirlichen
Immunitat. Er wurde mit Hilfe der Hybridomatechnologie aus einem Patienten mit
Siegelringkarzinom des Magens isoliert, und ist einer der wenigen Vertreter innater

humaner IgG Antikorper.

Diese Arbeit gibt einen ersten Uberblick tber die Bindungsspezifitit und die
funktionellen Eigenschaften des BARB-4-Antikdrpers. In den immunhistochemischen
Farbungen konnte die Tumorspezifitat des Antikdrpers nachgewiesen werden. Bei dem
zugehorigen Antigen handelt es sich um eine Variante des TAF15, einem Protein der
FET-Familie, die intrazellulare Aufgaben bei Transkriptionsvorgangen haben, bei denen
zudem aber auch eine Beteiligung an Adhdasions- und Migrationsvorgangen vermutet
wird. Diese Variante ist bei malignen Zellen an der Oberfliche lokalisiert, was die
Ergebnisse der Durchflulzytometrie belegen. Durch konfokale Mikroskopie mit
Fluoreszenz-markiertem BARB-4 konnte diese Oberflachenbindung an Tumorzellen
bestatigt werden. Im weiteren zeitlichen Verlauf konzentrierte sich der Antikorper im

Zellinneren.

Die Prasenz des Antikorpers fihrte bei Versuchen mit Tumorzellen zu einer
bemerkenswerten Hemmung der Adhdsions- und Migrationsfahigkeit der Zellen. Beide
stellen Schlisseleigenschaften fiir die Metastasierung von Tumorzellen dar. Diese
Eigenschaften kdonnten BARB-4 fiir einen moglichen, therapeutischen Einsatz zur

Pravention von Tumormetastasen qualifizieren.
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Summary

Throughout live, the human body is threatened by malign neoplasms whose local or
metastasizing growth can restrict its essential functions. In the last decades, natural
immunity was discovered as an instrumental tool in the fight against these neoplasms.

Especially antibodies of the innate immune response play a central role in this defense.

BARB-4 is part of this repertoire of antibodies. B-cells producing BARB-4 were isolated
from a patient suffering from signet ring carcinoma, and propagated using Hybridoma-
technology. While most antibodies of the innate immune response are of the IgM

subclass, BARB-4 is an 1gG antibody.

This work offers an assessment of the specificity and functional properties of BARB-4.
By using immuno-histochemistry, it could be shown that BARB-4 specifically binds to
human cancer cells. More specifically BARB-4 binds to a variant of TAF15, a member of
the FET family of transcriptional regulators. TAF15 is also assumed to be involved in
adhesion and cell-migration. Flow-cytometry confirmed its localization to the plasma-
membrane, which is unique to this tumor-specific variant of TAF15. Subsequent
confocal microscopy showed that after initial binding of TAF15, the BARB-4 antibody is
internalized by the bound cancer cells. Remarkably, BARB-4 treatment of cancer cells
resulted in the inhibition of their ability to adhere and migrate. As both adhesion and
migration are hallmarks of metastasis in cancer cells, BARB-4 is a possible candidate for

therapeutic prevention of cancer metastasis.
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Abklrzung Bedeutung

A Absorption

ug Mikrogramm

pl Mikroliter

ADP Adenosindiphosphat

AFP Alpha-1-Fetoprotein

AK Antikorper

BCA Bicinchoninsdure

BSA bovine serum albumin (Rinderserumalbumin)

ca® Calciumion

CcD cluster of differentiation (Differenzierungsantigen)
CDR complementarity determining region

CEA Carcinoembryonales Antigen

CFR cysteine-rich receptor for fibroblast growth factors
c-SRC cellular sarcoma protein

DAB Diaminobenzidin

DAF decay-accelerating factor (Faktor zum beschleunigten Verfall)
DAPI 4°,6-Diamidino-2-phenylindol

DANN Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor

EGFR epidermal growth factor receptor

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay

EWS ewing sarcoma protein

FACS fluorescence activated cell scanning (DurchfluBzytometrie)
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FAK focal adhesion kinase

FCS fetal calf serum (Fotales Kélberserum)

FET FUS, EWL, TAF15

FGF firboblast growth factor

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FPLC fast protein liquid chromatography

FUS fused in sarcoma protein

g Erdbeschleunigung (ca. 9,81 N/s?

GRP78 glucose-regulated-protein 78

h Stunde

HAMA human anti mouse antibodies (humane Anti-Maus Antikorper)

HAT Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin

HER2/neu human epidermal growth factor receptor 2, ErbB2

H,0,; Wasserstoffperoxid

1D international statistical classification of diseases and related health
problems

Ig Immunglobulin

J-Protein joining-protein

kDa Kilodalten

LASER light amplification by stimulated emission of radiation

LDL low density lipoprotein

Lsg. Losung

m Masse

M Molare Masse

m/v Gewichtsprozent

mg Milligramm

MHC major histocompatibility complex
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MMP Matrixmetalloproteasen

mRNA messenger ribonukleinacid
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NK Naturliche Killer

PAMP pathogen-associated molecular patterns

PARP Poly-Adenosindiphosphat-ribosepolymerase

PBS Phosphate Buffered Saline

pH Potentia Hydrogenium

PSA Prostataspezifisches Antigen

RACK1 receptor of activated kinase 1

RKI Robert-Koch-Institut

RNA Ribuonukleinsdure

RPM rounds per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

SEREX serological anglysis of.autologous tumor antigens by recombinant
cDNA expression cloning

SIC spreading initiation centers

Src sarcoma protein

TAF15 TATA box binding protein associated factor 15

TBS Tris-Borat-Natriumchlorid

TCEP Tris(2-chlorethyl)phosphat

TET TLS, EWL, TAF15

TLR toll like receptor
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TLS translocated liposarkoma protein
TNF tumor nekrose factor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
uv Ultraviolett

\Y Volumen

v/v Volumenprozent

VEGF vascular endothelial growth factor
VLDL very low density lipoprotein

v-Src viral sarcoma protein
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