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1. Zusammenfassung

1.1. Ubersicht

Das primare ZNS-Lymphom (PZNSL) z&hlt zu den hochmalignen B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen
vom diffus groRzelligen Typ. Seit dem Ausbruch der AIDS-Epidemie in den 80er-Jahren kam es zu
einer Zunahme der Inzidenz dieses Tumors, da eine starke Assoziation zwischen dem priméren ZNS-
Lymphom und Immunsuppression besteht. Bei immunkompetenten Patienten handelt es sich um einen
seltenen Tumor des Lymphsystems, der vorwiegend ab dem 5. Lebensjahrzehnt diagnostiziert wird.
Sein Auftreten im ZNS stellt eine Herausforderung fiir die Behandlung dar. Im Vordergrund der
Therapie stehen hirngédngige Chemotherapien, vor allem Methotrexat, und die Ganzhirnbestrahlung.
Trotz dieser intensiven Therapien, die mit starken Nebenwirkungen behaftet sind, kommt es hdufig zu
Rezidiven, welche mit einer schlechten Prognose des Gesamtiiberlebens einhergehen. Aus diesem
Grund ist es wichtig, dass an neuen, gut wirksamen und nebenwirkungsarmen Therapieansatzen
geforscht wird. Uber den B-Zell-Rezeptor (BZR) erkennen B-Lymphozyten ein fir sie spezifisches
Antigen, wobei jeder B-Lymphozyt einen in der variablen Region etwas unterschiedlichen BZR besitzt.
Da B-Zell-Lymphome von einer entarteten B-Zelle, dem malignen Klon, ausgehen, besitzt jede B-Zelle
eines B-Zell-Lymphoms einen identischen BZR, der sie von allen anderen, gesunden B-Lymphozyten
unterscheidet. Mit der Entdeckung von BZR-Antigenen maligner Lymphome ergibt sich ein neues,
hochspezifisches Therapiekonzept, welches ausschlieflich den malignen B-Zell-Klon Uber dessen B-
Zell-Rezeptor angreift. Dieses neue Therapiekonzept wurde BARs (,,B-cell receptor antigens for reverse
targeting) genannt. Bei circa 67% der Patienten mit PZNSL exprimieren die Lymphomzellen einen
BZR, welcher spezifisch das Antigen und BAR Neurabin | bindet. In welchem Format BARs und damit
Neurabin | therapeutisch eingesetzt werden konnen ist unklar. BAR-Bodies integrieren BARS in ein
Fab-Antikorper-Format, wobei die variablen Domanen der Schwer- und Leichtkette durch die DNA-
Sequenz eines BZR-Antigens, zum Beispiel Neurabin |, ersetzt werden. Ein Neurabin-BAR-Body
wurde in dieser Arbeit hergestellt und an das Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A gekoppelt, welches
nach Internalisierung Uber den BZR als toxische Wirkkomponente dienen soll. Das BAR-Body-
Konstrukt wurde in einem pCES1-Vektor tiber mehrere Zwischenschritte kloniert und von TGI E. coli-
Bakterien exprimiert. Die spezifische Bindung des BAR-Body an Lymphomzellen und deren
Internalisierung wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Nach Anderung des Fab-Formats in eine
reduzierte, nur noch die Schwerkette enthaltende Form, konnte eine spezifische Bindung und
Internalisierung nachgewiesen werden. In Zytotoxizitats-Assays konnte die spezifische Lyse einer, mit
einem Neurabin-spezifischen BZR transfizierten, Lymphomzelllinie gezeigt werden. Diese Arbeit
beschreibt eine erste potentielle Therapieform des primaren ZNS-Lymphoms, welche ausschliellich den

malignen Klon trifft, indem die spezifische BZR-Antigen-Interaktion ausgenutzt wird.



1.2. Abstract
B-cell-receptor mediated therapy strategy for primary CNS lymphoma

The primary CNS lymphoma (PCNSL) is an aggressive diffuse large B-cell-Non-Hodgkin-lymphoma.
Since the AIDS-epidemic in the 80ies, the incidence of this tumor has increased due to the correlation
between primary CNS lymphoma and immunosuppression. In immunocompetent patients, it is a rare
tumor of the lymph system, which occurs mainly after the 5™ life-decade. Its appearance in the central
nervous system poses a challenge for its therapy. Chemotherapy, mostly Methotrexat, and brain
radiation are the mainly used therapeutic options. However, they go along with many side effects and
even after successful completion of therapy, relapses occur frequently and lead to poor overall-survival.

For these reasons new and effective therapies with less side effects are needed urgently.

B-lymphocytes recognize antigens specific for them via their B-cell receptor (BCR), each B-lymphocyte
having a slightly different BCR in the variable region to cover a wide variety of antigens. As B-cell
lymphomas emanate from a degenerate B-cell, the malignant clone, each B-cell of a B-cell lymphoma
has an identical BCR that distinguishes it from all other healthy B-lymphocytes. With the discovery of
B-cell receptor antigens of malignant lymphomas results a new, highly specific therapy concept, which
exclusively attacks the malignant B-cell clone via its B-cell receptor. This new therapy concept was
called BARs (“B-cell receptor antigens for reverse targeting™). In about 67% of patients with primary
CNS lymphoma, the lymphoma cells express a B-cell receptor on their surface that specifically binds
the antigen and BAR Neurabin I. In what format BARs and thus Neurabin | can be used therapeutically

is unclear.

BAR-Bodies integrate BARs into an antibody Fab-format, replacing the variable domains of the heavy
and light chains with the DNA sequence of a B-cell receptor antigen. A Neurabin-BAR-Body was
constructed and coupled to the Pseudomonas aeruginosa exotoxin A to serve as a toxic component after
internalization via the B-cell receptor of the lymphoma cell. The BAR-Body construct was cloned in a
pCES1-vector through intermediate steps and expressed by TGI E. coli bacteria. The specific binding
of the BAR-Body to lymphoma cells and their internalization was determined by flow cytometry. After
changing the Fab-format to a reduced form containing only the heavy chain, specific binding and
internalization could be demonstrated. Cytotoxicity assays revealed the specific lysis of a lymphoma
cell line transfected with a Neurabin I specific BZR. This work describes the first potential therapy form
of primary CNS lymphoma that exclusively targets the malignant clone by exploiting the specific BZR

antigen interaction.



2. Einleitung

2.1. Lymphome
Als Lymphome werden Tumore des lymphatischen Systems bezeichnet. Sie kdnnen benigne, im
Rahmen einer Infektion, oder maligne sein. Maligne Lymphome sind Neoplasien der Zellen des
Immunsystems, die durch monoklonales und entartetes Wachstum von reifen B- oder T-Lymphozyten
entstehen. Die WHO-Klassifikation unterteilt die malignen Lymphome in Hodgkin-Lymphome, reife
B-Zell-Neoplasien und reife T-Zell-Neoplasien.%®

Das Hodgkin-Lymphom zahlt zu den am besten therapierbaren onkologischen Erkrankungen bei
Erwachsenen. Es tritt vor allem bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen auf, kann aber auch bei
alteren Menschen vorkommen. Diese Erkrankung hat bei einer stadienadaptierten Therapie eine

5-Jahres-Uberlebensrate von iiber 90% und damit eine gute Prognose.?* 3

Im Gegensatz dazu steht die heterogene Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome. Sie machen mit circa
75% den GroRteil der malignen Lymphome aus (zum Vergleich: Hodgkin-Lymphome circa 25%).%
Non-Hodgkin-Lymphome kénnen in jedem Lebensalter auftreten, ihre Haufigkeit nimmt mit
steigendem Lebensalter zu. Sie machen circa 5% aller malignen Tumoren im Erwachsenenalter aus. Bei
jungen Erwachsenen stellen sie die funfthaufigste Todesursache dar.®® Die Atiologie der Non-Hodgkin-
Lymphome ist noch nicht definitiv geklart. Jedoch sind bereits zahlreiche Faktoren bekannt, die die
Entstehung eines Lymphoms begiinstigen kdnnen, wie beispielsweise Infektionen, unter anderem mit
dem Ebstein-Barr-Virus (EBV), exogene Noxen wie ionisierende Strahlung und toxische Substanzen
oder genetische Erkrankungen durch chromosomale Translokationen.®® Gemeinsam ist allen
Lymphomen dieser heterogenen Gruppe, dass es zur malignen Transformation von reifen Lymphozyten
kommt, welche die Fahigkeit zur weiteren Differenzierung verlieren. Durch eine
Immunphénotypisierung der malignen Lymphomzellen kann eine Zuordnung zur B- oder T-Zelllinie
erfolgen und somit eine Einteilung der Non-Hodgkin-Lymphome in B- und T-Zelllymphome. Die
B-Zelllymphome machen dabei einen Anteil von 85 - 90% aus, die restlichen 10 - 15% entfallen auf

entartete T-Lymphozyten oder Naturliche Killerzellen.%

Leitsymptom der Non-Hodgkin-Lymphome ist die indolente Lymphknotenschwellung, begleitet von B-
Symptomatik mit Gewichtsverlust, Nachtschweil? und Fieber. Weiterhin kann es zu Splenomegalie
kommen, sowie zur Verdrangung des Knochenmarks mit Andmie, Thrombopenie mit Blutungsneigung
und erhohter Infektanfalligkeit. Die Non-Hodgkin-Lymphome konnen in indolente (niedrig maligne)
und aggressive (hochmaligne) Formen unterteilt werden. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der

modifizierten Ann-Arbor-Klassifikation und ist in Tabelle 1 dargestellt.



Tabelle 1: Stadieneinteilung der Non-Hodgkin-Lymphome nach der Ann-Arbor-Klassifikation

Stadium | Befall einer Lymphknotenregion oder eines

extranodalen Herdes

Stadium 11 Befall von zwei oder mehr
Lymphknotenregionen bzw. extranodalen
Herden auf einer Seite des Zwerchfells

Stadium 11 Befall von zwei oder mehr
Lymphknotenregionen bzw. extranodalen
Herden auf beiden Seiten des Zwerchfells

Stadium IV Disseminierter Befall eines oder mehrerer
extralymphatischer Organe unabhéngig vom

Lymphknotenstatus

Durch die Heterogenitadt der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) haben die einzelnen Formen sehr
unterschiedliche Prognosen und Heilungschancen. Im Gegensatz zu den Hodgkin-Lymphomen sind
Non-Hodgkin-Lymphome weniger sensibel fur Chemotherapie und haben insgesamt eine schlechtere
Uberlebensrate. Non-Hodgkin-Lymphome mit hoher Malignitat (aggressive NHL) treten meist plétzlich
auf und sind rasch progredient. Unbehandelt fiihren sie innerhalb von Monaten zum Tode. Bei adaquater
Therapie mit systemischer Polychemotherapie kann bei 70 - 80% der Patienten eine komplette
Remission erreicht werden. Eine dauerhafte Heilung kann allerdings nur bei etwa der Hélfte der
Patienten erzielt werden. Non-Hodgkin-Lymphome mit niedriger Malignitat, anfangs indolent und
langsam progredient, weisen meist einen diffusen Befall auf und sind mit konventioneller Therapie nicht
heilbar. Sie kénnen sich in aggressive Lymphome mit hoher Malignitét transformieren und enden dann
meist innerhalb weniger Monate todlich. Fir einen kurativen Therapieansatz bei niedrig-malignen Non-
Hodgkin-Lymphomen in den Stadien | und Il kann die Strahlentherapie (Grof3feldbestrahlung)
eingesetzt werden. In fortgeschrittenen Stadien muss auf aggressive Chemotherapie, welche mit starken

Nebenwirkungen einhergeht, zuriickgegriffen werden.®

Bei den meisten Non-Hodgkin-Lymphomen stellt die Chemotherapie immer noch die Therapie der
ersten Wahl dar. Insbesondere bei B-Zell-Lymphomen hat der Einsatz von monoklonalen Antikorpern
zu einer deutlichen Verbesserung der Therapieergebnisse gefiihrt.” % Die Integration des CD20-
Antikdrpers Rituximab in die Therapie von B-Zell-Lymphomen hat zu einer deutlichen Verbesserung
des Gesamttiberlebens gefiihrt.?®> °* Rituximab bindet an CD20 (Pan-B-Zell-Marker) und wirkt unter
anderem uber zellular induzierte Zytotoxizitit (ADCC = ,antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity). Patienten mit B-Zell-Lymphomen werden mit einer Kombination aus Immun- und
Chemotherapie, zum Beispiel R-CHOP (Rituximab und Kombinationschemotherapie) behandelt, was

zu Heilungsraten von 60 — 70 % fiihrt.*8



Fir die zielgerichtete, personalisierte Therapie von Lymphomen stehen mittlerweile viele weitere
Therapieansatze zur Verfugung, zum Beispiel Antikdrper, Antikdrper-Toxin-Konjugate, Zell-
vermittelte Therapien oder Signalweg-Inhibitoren. Die optimale Zusammensetzung und Abfolge der
einzelnen Therapiebestandteile zum Erreichen der besten Therapieergebnisse ist Gegenstand aktueller

Studien.3®

Obwohl in den letzten Jahrzehnten groRe Fortschritte in der Therapie maligner Lymphome erzielt
wurden? 465 gelingt die Heilung indolenter Lymphome nur in Ausnahmeféllen und viele Patienten
mit aggressiven Lymphomen erleiden Rezidive.** Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Entwicklung

weiterer Therapieoptionen, die im besten Fall hoch wirksam und nebenwirkungsarm sind.

2.2.Primare ZNS-Lymphome
Beim primdaren ZNS-Lymphom (PZNSL) handelt es sich in Uber 95% um ein aggressives
(hochmalignes) B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom vom diffus-grof3zelligen Typ. Bei Diagnosestellung ist
der Tumor auf das Gehirnparenchym, die Meningen und / oder das Riickenmark begrenzt. Es wird
zwischen dem primaren ZNS-Lymphom bei immunkompetenten Patienten und bei Patienten mit
angeborenen oder erworbenen Immundefekten unterschieden. Bei Patienten mit AIDS stellt das PZNSL
den haufigsten Gehirntumor dar. Die Pathogenese beider Formen ist unterschiedlich, auch wenn die
morphologischen Charakteristika ahnlich sind. Das primare ZNS-Lymphom macht circa 2 - 3% aller
priméren intrakraniellen Tumoren aus. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt im 5. — 7.
Lebensjahrzehnt. Die Bildgebung der Wahl ist die Kernspintomographie. Hier konnen intensiv
Kontrastmittel aufnehmende Raumforderungen entdeckt werden, die uni- oder multilokuldr auftreten
und oft periventrikuldr lokalisiert sind. Neben der klinisch-neurologischen Untersuchung und der
Liquordiagnostik mit Liquorzytologie sollte eine ophthalmologische Untersuchung durchgefihrt
werden, da es bei circa 10% der Falle zu einem okuléren Befall mit einer Retina-, Uvea- oder
Glaskorperinfiltration kommt. Zur Diagnosesicherung wird eine Gewebeprobe des Tumors

entnommen.*6: 53

Ohne Therapie betragt das mediane Uberleben mit der Diagnose eines PZNSL lediglich ein bis zwei
Monate. Durch alleinige Gabe von Kortikosteroiden kommt es in einigen Fallen zur Remission, jedoch
treten Rezidive oft bereits nach wenigen Wochen auf.%® Das primare ZNS-Lymphom hat eine schlechte
Prognose im Vergleich zu anderen Lymphomformen. Durch das rasche Wachstum des Tumors sollte
eine ziigige Einleitung der Therapie erfolgen. Hochdosiertes Methotrexat (HD-MTX), mindestens 3
g/m? KOF pro Einzeldosis, gilt als derzeit wirksamstes Chemotherapeutikum.? In der Kombination mit
anderen liquorgangigen Chemotherapeutika wie hochdosiertes Cytosinarabinosid, Ifosfamid oder
Thiotepa kann ein besseres Gesamtansprechen auf die Therapie erzielt werden. Als

Konsolidierungstherapie folgt eine Ganzhirnbestrahlung oder eine Hochdosis-Chemotherapie mit

5



anschlieRender autologer Stammzelltransplantation.® Die gesamte Therapie geht mit starken
Nebenwirkungen und Risiken einher, wie zum Beispiel Chemotherapie-induzierte Organschadigungen,
Aplasie mit erhohter Infektanfalligkeit und Blutungsgefahr sowie Radiatio-assoziierte
Nebenwirkungen. Das zusatzlich erhéhte Risiko fir Zweitmalignome als Spétfolgen der Therapie und
das héaufige Auftreten von Rezidiven verdeutlichen den Bedarf an neuen spezifischeren

Therapieoptionen, die effektiv sind und mit weniger Nebenwirkungen einhergehen.

2.3. BARs (,,B-cell receptor antigens for reverse targeting*)
Die Hauptaufgabe eines B-Lymphozyten, der Ursprungszelle eines primédren ZNS-Lymphomes, ist es
Antigene Uber den B-Zell-Rezeptor (BZR) zu erkennen, um anschliefend im Rahmen der humoralen
Immunantwort Antikorper gegen das erkannte Antigen zu produzieren. Nachdem ein B-Lymphozyt ein
Antigen erkannt hat, kann dieser mit Hilfe von T-Lymphozyten zu einer Plasmazelle reifen, die einen
I6slichen BZR (Antikorper) produziert. Dieser in grofler Menge hergestellte Antikorper hilft das
urspriinglich gebundene Antigen zu neutralisieren. Fir jeden Menschen ist es wichtig, dass eine grolRe
Anzahl verschiedener Antigene erkannt und neutralisiert werden kann. Um dies zu gewahrleisten muss
es eine ebenso groBe Anzahl unterschiedlicher B-Lymphozyten geben, die mit Hilfe ihres BZR ein
spezifisches Antigen erkennen. Die Region des BZR sowie von Antikérpern, die flr die Erkennung von
Antigenen verantwortlich ist, wird variable Region genannt. Auf genetischer Ebene wird diese
Variabilitat der B-Zell-Rezeptoren von B-Lymphozyten dadurch erreicht, dass die V-, D- und J-
Gensegmente, welche fur die Antigenspezifitit des BZR verantwortlich sind, durch mehrere
Mechanismen rekombiniert und variiert werden. Mit Hilfe eines genetischen Prozesses, der somatische
Rekombination genannt wird, besitzt jeder reife B-Lymphozyt eine fur ihn individuelle Kombination
aus V-, (D-) und J-Gensegmenten, die fur einen eigenen B-Zell-Rezeptor kodieren, mit dem ein

spezifisches Antigen erkannt werden kann.

Ein Lymphom entsteht, sobald sich die DNA eines Lymphozyten verandert (Mutationen) und dies nicht
durch die zelleigenen Kontrollmechanismen bemerkt und Korrigiert wird. Durch unkontrollierte
Zellteilung entwickelt sich ein klinisch apparentes Lymphom, dessen Einzelzellen B-Zell-Rezeptoren
exprimieren, die aufgrund identischer VDJ-Rekombinationsprozesse ein gemeinsames Antigen
erkennen. Der B-Zell-Rezeptor ist also identisch auf allen Lymphomzellen und unterscheidet sich von
den B-Zell-Rezeptoren gesunder Lymphozyten. Somit ist der B-Zell-Rezeptor der Lymphomzellen ein

ideales Angriffsziel fr gerichtete Therapieansatze. 6% 62

Uber den BZR werden Signalwege, wie NF-kB, PI3K, MAPK oder RAS, aktiviert, die essentiell fiir die

Proliferation und das Uberleben von normalen und malignen Lymphozyten sind.

Es wird angenommen, dass die chronische Stimulation eines B-Lymphozyten mit seinem spezifischen
Antigen in der Entstehung von malignen B-Zell-Lymphomen eine entscheidende Rolle spielt. Dies
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konnte flr verschiedene Lymphomentitaten gezeigt werden.® % So kommt es beim diffus groRzelligen
B-Zell-Lymphom vom ABC-Typ durch chronisch aktive Stimulation des B-Zell-Rezeptors zur
Aktivierung mehrerer Signalwege, wie dem des anti-apoptotisch wirkenden NF-«xB, die zur

Lymphomentstehung beitragen.

Es wurden bereits mehrere unterschiedliche VVersuche unternommen Therapien zu entwickeln, die sich

spezifisch gegen den B-Zell-Rezeptor des malignen Klons richten:*2 %

e Anti-ldiotyp-Antikorper, die sich gegen die variable Region des B-Zell-Rezeptors eines
Lymphomes richten.

e Impfstrategien, die eine Antwort des Immunsystems gegen den B-Zell-Rezeptor des Lymphoms
hervorrufen sollen.

o Peptibodies, die mittels ,,phage display” generiert wurden. Hierbei handelt es sich um
synthetische patientenspezifische Idiotyp-Bindungspeptide, die an ein Fc-Fragment eines 1gG-

Antikorpers gekoppelt werden.®

Diese Therapieansétze sind in der Praxis jedoch schwer einsetzbar, da die Therapeutika fur jeden

Patienten individuell hergestellt werden missen, was sehr arbeitsintensiv ist.5

Im José-Carreras-Zentrum des Universitatsklinikum in Homburg wird systematisch nach spezifischen
Antigenen verschiedener B-Zell-Lymphome gesucht. So konnten bereits fur mehrere
Lymphomentitaten Antigene identifiziert werden. Bei 20% der Patienten mit diffus grof3zelligem B-
Zell-Lymphom vom ABC-Typ wurde das Antigen ARS2 vom B-Zell-Rezeptor der entarteten Zellen als
spezifisches Antigen erkannt. Beim Mantelzell-Lymphom wird in etwa 25% LRPAPI als Antigen von
den Lymphomzellen Gber den BZR erkannt. Bei 67% der Patienten mit primarem ZNS-Lymphom
konnte gezeigt werden, dass der B-Zell-Rezeptor des Lymphoms gegen Neurabin | (NRBI) gerichtet
ist.* 61 Neurabin I ist ein an F-Actin bindendes Protein, das 1977 entdeckt wurde und tberwiegend im

Nervengewebe vorkommt.*

Pfreundschuh et al.*® konnten zeigen, dass diese Antigene gezielt eingesetzt werden kénnen, um die
Lymphomzellen anzugreifen. In diesem Fall werden die Antigene als BARs (,,B-cell receptor antigens
for reverse targeting™) bezeichnet. Dieser fir den B-Zell-Rezeptor spezifische Therapieansatz ist
ausschlie3lich gegen den entarteten Lymphozyten gerichtet und somit hochspezifisch. Durch Kopplung
des BAR an eine Wirkkomponente, wie zum Beispiel ein Toxin, kénnen Zellen zielgerichtet in Apoptose

Uberfihrt werden.

In welchem therapeutischen Format BARs optimal eingesetzt werden kénnen ist bisher noch nicht

abschlielend geklart.



2.4. Fab-Fragment
Theoretisch sind mehrere Formate vorstellbar in denen BARs zu therapeutischen Zwecken eingesetzt
werden kdnnen. Zum einen kdnnte ein BAR an eine toxische Wirkkomponente gekoppelt werden (BAR-
Toxin), zum Beispiel an das Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA). Im Fall des PZNSL wirde es
sich hier um die Epitopregion des Antigens Neurabin | handeln, das an ETA gekoppelt wird. Der
Nachteil eines solchen Konstruktes ist jedoch, dass es durch seine kleine GréRe schnell vom Kérper
eliminiert wird und so nur wenig Zeit fur die Entfaltung seiner Wirkung bleibt. Da es sich weiterhin um
ein vollig neues Therapieformat handelt gibt es aktuell keine Referenzen beziiglich der Pharmakokinetik
eines solchen Konstruktes.

Eine weitere Madglichkeit bestent in der Aushutzung des Immunsystems des Patienten als
Wirkkomponente, indem BARs an ,single-chain-Fragmente* (scFv) gekoppelt werden, die (ber
Rekrutierung von Effektor-Zellen wirken. Dabei handelt es sich um Antikdrper, die ausschlieRlich auf
ihre variablen Regionen reduziert werden. ,,Single-chain-Fragmente®, die beispielsweise gegen CD3
oder CD16 gerichtet sind, kénnen CD3-positive zytotoxische T-Killer-Zellen oder CD16-positive
natlrliche Killerzellen binden und diese Uber ein gekoppeltes BAR in Kontakt mit Lymphomzellen
bringen. Ein erheblicher Nachteil dieses Formates ist ebenfalls die vermutete friihzeitige Elimination
aus dem Korper aufgrund der geringen GroRe des Konstrukts.®

Eine ebenfalls denkbare Form fiir den therapeutischen Einsatz der BARs ist das Antikorperformat.
Antikorper spielen heutzutage in der Immuntherapie eine wichtige Rolle. Sie sind ein gut etabliertes
Therapiekonzept, welches schon lange erfolgreich angewendet wird. So konnte die Prognose vieler B-
Zell-Lymphome durch die zusatzliche Therapie mit dem anti-CD20-Antikdrper Rituximab deutlich
verbessert werden.*® Ein Antikorper ist aufgebaut aus zwei identischen Schwer- und zwei identischen
Leichtketten. Beide Ketten sind durch Disulfidbricken miteinander verbunden. Leichtketten bestehen
aus jeweils einer variablen (VL) und einer konstanten (CL) Doméne. Schwerketten haben eine variable
Doméne (VH) und drei konstante Doméanen (CH1, CH2, CH3). Die variablen Doménen jeweils einer
Schwer- und einer Leichtkette bilden die Bindungsstelle fiir Antigene (Abbildung 1). Die CH2-Domane
fungiert als Bindungsstelle fiir das Komplementsystem und CH3 dient als Fc-Rezeptor-Bindungsstelle

der Opsonierung.



Antigenbindungsstelle

CH2
(4 )

CH3
€HD

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Antikorpers.

Fab: antigenbindendes Fragment. Fc: kristallisierendes Fragment. VL: variable Doméne der
Leichtkette. VH: variable Doméane der Schwerkette. CL: konstante Doméane der Leichtkette. CH1,
CH2, CHS3: konstante Doméanen der Schwerkette. -S-S-: Disulfidbriicke.

Durch enzymatische Spaltung des Antikorpers mit dem Enzym Papain an der Gelenkregion entstehen
zwei Fab-Fragmente und ein Fc-Fragment. Das Fab-Fragment (antigenbindendes Fragment) wird von
der Leichtkette (VL und CL) und der Schwerkette oberhalb der Gelenkregion gebildet, also den
Doménen VH und CH1 (Abbildung 2). Das Fc-Fragment besteht aus den Segmenten CH2 und CH3 der
beiden Schwerketten.



Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Fab-Fragmentes.

VL: variable Domane der Leichtkette. VH: variable Doméane der Schwerkette. CL: konstante Doméane
der Leichtkette. CH1: konstante Doméane der Schwerkette. -S-S-: Disulfidbriicke.

Aufgrund der jahrelangen Erfahrung mit dem Antikdrperformat scheint dieses besonders zur
Erforschung eines neuen Therapiekonzeptes geeignet. In dieser Arbeit wurde es daher gewahlt um das
B-Zell-Rezeptor-Antigen des primadren ZNS Lymphoms, Neurabin I, in ein therapeutisches Format zu
integrieren. Dieses therapeutische Format, das ein BAR in ein Antikdérperformat tberfiihrt, wird BAR-
Body genannt. Zur Herstellung des Neurabin-BAR-Body wird zunéchst ein Fab-Antikdrper-Format

verwendet werden.

Damit das BAR-Body an den Neurabin-reaktiven B-Zell-Rezeptor des primdren ZNS-Lymphoms
binden kann, muss die BZR-Bindungsstelle des BAR-Body dem Antigen Neurabin | entsprechen. Daftir
wird die variable Doméne der Schwer- und der Leichtkette eines Antikdrpers durch Neurabin | ersetzt
(Abbildung 3). Die DNA-Sequenz von Neurabin | wird kodiert durch 4125 Nukleotide, was 1375
Aminosduren entspricht. Die Region von Neurabin I, die die Bindung an den B-Zell-Rezeptor von etwa
67% aller primdren ZNS-Lymphome vermittelt, wird als Epitop bezeichnet und wird kodiert von den
Aminosauren der Position 1204 bis 1250.°
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Fab-Fragmentes mit NRBI.

CL: konstante Domane der Leichtkette. CHI1: konstante Doméane der Schwerkette.
NRBI: Epitopregion von Neurabin 1, kodiert von den Aminosauren 1204 bis 1250.
-S-S-: Disulfidbricke.

2.5. Fragestellung der Arbeit
Trotz der aggressiven Therapie sind die Heilungschancen flr das priméare ZNS-Lymphom gering und
werden von starken Nebenwirkungen begleitet. Zusatzlich wird die Therapie erschwert durch die
Tatsache, dass eingesetzte Medikamente die Blut-Hirn-Schranke tberqueren missen um an dem Tumor

wirken zu konnen. Dies zeigt, dass neue, alternative Therapieansatze bendtigt werden.

In dieser Arbeit soll daher ein Therapieformat zur Behandlung von ZNS-Lymphomen mit Hilfe des
ZNS-BAR Neurabin | entwickelt werden, das sich an die Struktur eines Fab-Antikdrpers anlehnt und
gegen den B-Zell-Rezeptor primarer ZNS-Lymphome gerichtet ist. Die zytotoxische Wirkung soll durch
die Kopplung des Konstruktes an das Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA) erzielt werden. Das

Konstrukt wird im Folgenden als ,,BAR-Body* bezeichnet.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Laborgerate

Die zur Durchfuhrung dieser Arbeit benutzten Laborgeréte sind in Tabelle 2 aufgelistet. Es wurden nur

Gerate mit relevanter Funktion berticksichtigt. Weitere Gerate wie Kuhlschranke, Zentrifugen etc.

wurden der Auflistung nicht hinzugefugt.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die verwendeten Laborgeréte

Gerat

Firma

Agarose-Gelkammer

Bio-Rad (Miinchen, Deutschland)

BD FACS Canto Flow Cytometer

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

Gene Pulser Xcell Electroporation Systems

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

Neubauer-Zahlkammer

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Photometer Gene Quant pro

Amersham plc (Little Chalfont, UK)

Nano-Drop Spectrophotometer

Peglab Biotechnologie (Erlangen, Deutschland)

Trans-Blot SD, semi-dry transfer cell

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

Wallac Victor 2, 1420 Multilabel Counter

Perkin EImer (Rodgau, Deutschland)

Western-Blot-Gelkammer

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

Veriti, 96 Well Thermal Cycler

Applied Biosystems (Schwerte, Deutschland)

3.1.2.VVerbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name

Firma

Ampicillin (100 pg/ml)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Blotterpapier, 703

VWR (Darmstadt, Deutschland)

Buffer O (orange)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Buffer R (red)

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Complete Protease Inhibitor Cocktail

Roche Applied Science (Penzberg, Deutschland)

Desoxytrinukleotide (ANTPs) 10 nM

Roche Applied Science (Penzberg, Deutschland)

DNA Ladder 1 kb

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

DNA Ladder 50 bp

New England BiolLabs (Frankfurt, Deutschland)

Doxycyclin (1 pg/ml)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

12



Entwicklerldsung 1:
LumiGLO, Reagent A (20%)

Cell signaling Technology (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Entwicklerldsung 2:
Peroxide Reagent B (20x)

Cell signaling Technology (Frankfurt am Main,
Deutschland)

Fetales Kalberserum (FCS)

Biowest (Darmstadt, Deutschland)

Imidazol 150 mM

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Immobilon-P Transfer Membrane, PVDF

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Isopropylthiogalactosid (IPTG)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Kanamycin (25 pg/ml)

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

Page Ruler Prestained Protein Ladder

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

Page Ruler Unstained Protein Ladder

Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland)

PCR-Puffer

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

RPMI-1640 Medium

Pan Biotech (Aidenbach, Deutschland)

Saponin 5%

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

TALON Beads

Takara Bio (Saint-Germain-en-Laye, France)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

T4-DNA-Ligase Puffer

Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,
Deutschland)

3.1.2.1. Loésungen und Medien

Tabelle 4: Ubersicht (iber die angesetzten Lésungen und Medien

Losungen und Medien

Zusammensetzung

Agarose-Gel 1%

1,5 g Agarose
auf 150 g mit TAE aufgefiillt
75 ug Ethidiumbromid

Agarose-Gel 2%

3 g Agarose
auf 150 g mit TAE aufgefullt
75 ug Ethidiumbromid

Laemmli-Puffer (10x)

144 g Glycin

30,349 TRIS

10 g Natriumdodecylsulfat (SDS)
ad 11 Aqua dest.
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LB-Medium

10 g Trypton

5 g Hefe Extrakt

10 g Natriumchlorid (NaCl)
ad 1 |1 Aqua dest.
autoklavieren

+ 40% Glucose

+ Ampicillin (100 ug/ml)

fiir den Agar:
+ 15 g Agar vor dem Autoklavieren hinzugeben

Polyacrylamid-Trenngel 12% (5 ml)

1,7 ml Aqua dest.

2,0 ml 30% Acrylamide mix

1,3ml 1,5 M TRIS (pH 8,8)

50 ul 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)

50 pl 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
2 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Polyacrylamid-Sammelgel (1 ml)

680 pul Aqua dest.

170 pl 30% Acrylamide mix

130 ul 1,0 M TRIS (pH 6,8)

10 ul 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)

10 ul 10% Ammoniumperoxodisulfat (APS)
1 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

SDS-Page Probenpuffer (5x)

0,6 ml 1,0 M TRIS (pH 6,8)

2,5 ml 100% Glycerol

2,0 ml 10% Natriumdodecylsulfat (SDS)
0,5 ml 2% Bromophenolblau

3,9 ml Aqua dest.

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefe Extrakt

5 g 10 mM Natriumchlorid (NaCl)

10 ml 250 mM Kaliumchlorid (KCI)

ad 11 Aqua dest.

pH 7,0 mit NaOH einstellen
autoklavieren

+ 5 ml 2,0 M Magnesiumchlorid (MgCly)
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Transferpuffer (1x)

0,3g TRIS

1,44 g Glycin

20 ml Methanol

ad 100 ml Aqua dest.

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)

242 g TRIS
57,1 ml Essigséure (CH3;COOQOH)
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

TRIS-buffered-saline (TBS)

8,75 g Natriumchlorid (NaCl)
6,05 g TRIZMA Hydrochlorid
1,49 TRIS

ad 11 Aqua dest.

2XTY-Medium

16 g Trypton

10 g Hefe Extract

5 g Natriumchlorid (NaCl)
ad 11 Aqua dest.
autoklavieren

+40% Glucose

+ Ampicillin (100 pg/ml)

fiir den Agar:

+ 15 g Agar vor dem Autoklavieren hinzugeben

3.1.2.2. Kits

Tabelle 5: Ubersicht iiber die verwendeten Kits

Name

Firma

Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH)

Roche Applied Science (Penzberg, Deutschland)

High Pure DNA Isolation Kit

Roche Applied Science (Penzberg, Deutschland)

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen by Life Technologies, Thermo Fisher

Scientific (Darmstadt, Deutschland)

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit

Zymo Research (Freiburg, Deutschland)
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3.1.3. Antikorper

Tabelle 6: Ubersicht (iber die verwendeten Antikérper

Name Firma

Goat Anti-Mouse 1gG
(H+L) — HRP Conjugate
Penta-His-Allophycocyanin-Antibody, mouse Qiagen (Hilden, Deutschland)

Bio-Rad (Munchen, Deutschland)

Penta-His-Antibody, BSA-free, mouse ) )
Qiagen (Hilden, Deutschland)
monoclonal 1gG1

3.1.4.Enzyme

Restriktionsenzyme

Die Restriktionsenzyme ApaLl, Ascl, BstEll, EcoRI, Hindlll, Ncol, Notl und Xhol wurden von der
Firma Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) erworben und haben eine Konzentration von 10 U/ul.

Tabelle 7: Ubersicht (iber die weiteren verwendeten Enzyme

Name Firma Konzentration
AmpliTag Gold DNA Thermo Fisher Scientific -
Polymerase (Darmstadt, Deutschland) :

) Fermentas (St. Leon-Rot,
Fast Alkalische Phosphatase 1 U/l
Deutschland)

Fermentas (St. Leon-Rot,
Klenow-Fragment 10 U/ul
Deutschland)

) Fermentas (St. Leon-Rot,
T4-DNA-Ligase 5U/ul
Deutschland)

3.1.5. Zellkultur

3.1.5.1. Bakterien
Zur Vermehrung der Gensequenz der BAR-Bodies dienten Escherichia coli-—Bakterien (E. coli) des
Stammes DHS5a. Die Expression der BAR-Bodies erfolgte in Escherichia coli-Bakterien (E. coli) des
Stammes TGI.

3.1.5.2. Zellen
OCI-Ly3 ist die Zelllinie eines humanen diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL). Sie wurde
erstmals 1983 aus dem Knochenmark eines 52-jahrigen Mannes mit DLBCL isoliert. Es handelte sich
um ein DLBCL im Stadium 1VV-B nach der Ann-Arbor-Klassifikation im Rezidiv. Die Zellen sind EBV-
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negativ und weisen keine t(8;14) Translokation auf, welche charakteristisch fur das schnell wachsende

Burkitt-Lymphom ist.

Die in-vitro-Kultivierung der OCI-Ly3-Zellen erfolgte in RPMI-1640 mit 10% fetalem Kalberserum,
Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) und Glutamin. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
Die Verdopplungszeit betragt circa 24 Stunden. Die runden Zellen wachsen in einer
Zellsuspensionskultur als Einzelkolonien oder in Klumpen.
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3.2. Methodik

3.2.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion kann selektiv ein durch Primer auf dem Template festgelegter
DNA-Abschnitt vervielféltigt werden. Fur einen DNA-Doppelstrang werden 2 Primer benétigt, die
jeweils am 3°-Ende verl&ngert werden. Dabei setzt der Sense-Primer am 5°-3°-Strang an, der Antisense-

Primer am 3°-5°-Strang.

Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA auf 95°C erhitzt, wodurch die Wasserstoffbriicken
zwischen den DNA-Strangen aufbrechen und Einzelstrange vorliegen. Im ersten Zyklus, in der Phase
der Initialisierung, wird die erhéhte Temperatur langer aufrechterhalten, um sicher zu gehen, dass keine
Doppelstrange mehr vorliegen und um die AmpliTaq Gold DNA Polymerase zu aktivieren. Wéhrend
der Primerhybridisierung (bei 60°C) lagern sich die Primer an die DNA-Einzelstrange und bestimmen
den Startpunkt der DNA-Synthese, indem sie den Anfang des komplementaren DNA-Strangs bilden.
Wéhrend der Elongation bei 72°C fillt die AmpliTag Gold DNA Polymerase den Strang mit
Nukleotiden auf, welche komplementér zur bestehenden DNA-Matrix sind. Der Beginn der AmpliTag
Gold DNA Polymerase ist am 3’-Ende des angelagerten Primers. Sie folgt anschlieBend dem DNA-
Strang. Die Schritte von der Denaturierung bis zur Elongation wurden 33-mal wiederholt.

Tabelle 8: Konditionen der Polymerase-Kettenreaktion

Phase Temperatur Dauer Wiederholung
1. Initialisierung 95°C 7:00 min 1x
2. Denaturierung 95°C 0:30 min —
3. Annealing )
o 60°C 1:00 min
(Hybridisierung) L 33X
4. Elongation )
72°C 1:00 min
(DNA-Synthese) B

Fur einen 30 ul Ansatz wurden 3 ul PCR-Puffer, jeweils 0,1 pl Sense- und 0,1 ul Antisense-Primer (10
uM), 0,2 ul Desoxyribonukleosidtriphosphate (10 nM), 0,2 ul AmpliTag Gold DNA Polymerase (5
U/ul), DNA-Template und Aqua dest. benétigt.

Bei einer Kolonien-PCR wird die Bakterien-DNA mit einer sterilen Pipettenspitze von einer

Einzelkolonie von einer Agarplatte aufgenommen und mittels Polymerase-Kettenreaktion vervielfaltigt.

Die Primer, welche wahrend der Arbeit fiir die Polymerase-Kettenreaktion verwendet wurden, sind in

Tabelle 9 (Neurabin I-Primer) und in Tabelle 10 (weitere verwendete Primer) aufgefuhrt.
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Tabelle 9: Neurabin I-Primer

BAR-
Body Kette Name Sequenz (5¢-39)
A Schwerkette | NRBI AA1204-Ncol-s CCATGG CCAATTTTACCT TCA ATG AT
NRBI AA1324-BstEll-as | GGT GACCATTTCCTT GAG TTTCTT
Leichtkette | NRBI AA1204-ApaLl-s | GTG CAC AGAATT TTACCT TCAATG AT
NRBI AA1324-Xhol-as | CTC GAG CATTTCCTTGAGTTTCTT
B Schwerkette | NRBI AA1168-Ncol-s CCATGG CCAACACAT GGATTACAA AA
NRBI AA1285-BstEll-as | GGT GAC CCC GAATTC AGATAC ATACTG
Leichtkette | NRBI AA1168-ApaLl-s | GTG CAC AGA ACA CAT GGATTA CAA AA
NRBI AA1285 Xhol-as | CTC GAG GAATTC AGA TAC ATACTG
C Schwerkette | NRBI AA1131-Ncol-s CCA TGG CCA ATG ACA GCC GGA AAG GA
NRBI AA1250-BstEll-as | GGT GAC CCC AGA CTG TCC ATC ATC AAG
Leichtkette | NRBI AA1131 ApaLl-s | GTG CAC AGA ATG ACA GCC GGA AAG GA
NRBI AA1250-Xhol-as | CTC GAG AGA CTG TCC ATC ATC AAG

Die in Tabelle 9 aufgefuihrten Primer zur Amplifikation der DNA-Sequenz der BAR-Bodies wurden von

Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland) hergestellt und mit einer Konzentration von 10 pM

angewendet.

Tabelle 10: Ubersicht Uiber die weiteren verwendeten Primer

Name

Sequenz (5¢-39)

CHI 3¢

TGG ACG CCG CTG GTC AGG GC

kappa-antisense Primer

TCCAGATTT CAACTGCTCGTC

M13 forward Primer

GTA AAA CGA CGG CCAGT

M13 reverse Primer

CAG GAA ACAGCT ATG AC

Die in Tabelle 10 aufgefuihrten Primer wurden von der Firma Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland)

erworben. Sie wurden in einer 1:10 Verdlnnung mit einer Konzentration von 10 uM angewendet.
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3.2.2. Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese ermdglicht die Auftrennung einzelner DNA-Fragmente nach ihrer
GroRe, welche mit Hilfe eines DNA-Langenmarkers abgelesen werden kann. Durch die Zugabe von 75
ul Ethidiumbromid kénnen die Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht werden. Die hergestellten
Gele wurden nach dem Aushérten in eine mit TAE-gefillte Kammer gelegt und mit den Proben beladen.
Es wurde eine Gleichspannung von 100 V fir circa 30 min angelegt. Die benutzten Langenmarker sind
der DNA Ladder 1 kb der Firma Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) und der DNA Ladder 50 bp der
Firma New England BioLabs (Frankfurt, Deutschland).

3.2.3.Klonierung in einen TOPO-TA-Vektor

3.2.3.1. pCR 2.1-TOPO-Vektor (TOPO-TA-Vektor)

Der pCR 2.1.-TOPO-Vektor ist ein linearer 3,9 kb langer TOPO-TA-Vektor, der in dieser Arbeit als
Ubergangsvektor diente. Der TOPO-TA-Vektor besitzt an beiden Enden 3¢-Desoxythymidin-
Uberhange, an denen kovalent das Enzym Topoisomerase | gebunden ist. Die Sequenzierung des Inserts
kann mit Hilfe der Primer M13 Reverse und M13 Forward erfolgen. Der Vektor besitzt Ampicillin- und
Kanamycin-Resistenzgene. In dieser Arbeit fand die Selektion der Bakterien auf LB-Ampicillin-
Agarplatten statt. Der pCR 2.1.-TOPO-Vektor ist erhdltlich bei ,,invitrogen by life technologies* von
Thermo Fisher Scientific (Darmstadt, Deutschland).
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M43 Reverse pﬁme{a"z“’ATG Hind Il Kpnl  Sacl BamHl  Spel
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTIC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX | EC?RI EC?RI
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTTILFI-F-SIEHPEIAG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAKLY TTC CCG CTT AAG ACG

Ecr.‘wR \' BstX | N:‘)t 1 Xflra 1 Nsi ‘I )l(ba | Ap‘a 1
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |[CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

4
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA |CTG GCC GIC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZo. fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Abbildung 4: Vektorkarte des pCR 2.1-TOPO-Vektors.?

3.2.3.2. Prinzip der Ligation in den pCR 2.1-TOPO-Vektor
Die TA-Klonierung ermdglicht die Klonierung eines PCR-Produktes in einen TOPO-TA-Vektor ohne
den Gebrauch von Restriktionsendonukleasen. Durch die AmpliTag Gold DNA Polymerase erhdlt ein
PCR-Produkt 3*-Desoxyadenosin-Uberhénge. Der verwendete TOPO-TA-Vektor, ein pCR 2.1.-TOPO-
Vektor (invitrogen by life technologies), besitzt dazu komplementare 3¢-Desoxythymidin-Uberhange,
wodurch das PCR-Produkt ohne Zwischenschritte in den Vektor kloniert werden kann. Die
Topoisomerase | aus dem pCR 2.1-TOPO-Vektor bindet an doppelstrangige DNA und spaltet das
Phosphodiester-Rickgrat nach der Sequenz 5‘-CCCTT. Durch die Energie der Spaltung kann eine
kovalente Bindung zwischen dem Phosphat am 5°-Ende des gespaltenen Stranges und dem Tyrosinrest
(Tyr-274) der Topoisomerase | entstehen. Der entstandene 3’Desoxythymidin-Uberhang am Vektor

kann dadurch eine kovalente Bindung mit dem 3¢-Desoxyadenosin-Uberhang des Inserts eingehen.
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Abbildung 5: Prinzip der TOPO-TA-Klonierung.?

Das Plasmid des pCR 2.1.-TOPO-Vektors ist linearisiert mit einem 3‘-Thymidin-Uberhang. Durch
die AmpliTaq Gold DNA Polymerase besitzt das PCR-Produkt ein Desoxyadenosin am 3‘-Ende. Die
Topoisomerase I kann das 5-CCCTT spalten. Durch die entstandene Energie bildet sich eine
kovalente Bindung zwischen dem 3¢ Phosphat (P) des gespaltenen Stranges und dem Tyrosil-Rest
(Tyr-274) der Topoisomerase |. Diese Bindung kann durch das 5’Hydroxyl (OH) des gespaltenen
Stranges riickgangig gemacht werden und die Topoisomerase | wird wieder freigesetzt.

Fir die Klonierung wurde das PCR-Produkt mit dem TOPO-TA-Vektor (25 ng/ul) fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das gewiinschte PCR-Produkt wurde hierbei in den linearisierten TOPO-
TA-Vektor integriert. Kompetente DH5a E. coli-Bakterien wurden mit diesem Ansatz transfiziert,
indem das Reaktionsprodukt fur 30 min auf Eis, fir 1 min im Wasserbad bei 42°C und fiir 5 min auf Eis
mit den Bakterien inkubiert wurde. AnschlieRend wurden die Bakterien auf LB-Ampicillin-Agarplatten
ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.4.DNA-Isolation
Mit dem ,,High Pure DNA Isolation Kit*“ (Roche Applied Science) wurde die Plasmid-DNA nach den

Anweisungen des Herstellerprotokolls isoliert.

In der Photometrie wurde die Konzentration der isolierten DNA Uber die Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm (A260) und von 280 nm (A280) gemessen, sowie deren Verhaltnis (A260 /
A280) bestimmt. Die Kalibrierung erfolgte mit Aqua dest.
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3.2.5.Sequenzierung
Die Sequenzierung der Proben wurde kommerziell von SEQ-IT GmbH & Co. KG (Kaiserslautern,

Deutschland) nach der Sanger-Methode durchgefihrt.

Die Auswertung der Sequenzierung erfolgte Uber die Software ,,Chromas, Version 2.2“ von
Technelysium Pty Ltd.

3.2.6.Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die bestimmte Gensequenzen erkennen und schneiden kdnnen.
Um das Insert aus dem TOPO-TA-Vektor zu isolieren, wurden fiir die Schwerkette die Enzyme Ncol
und BstEIll (Fermentas) und fir die Leichtkette die Enzyme ApaLl und Xhol (Fermentas) verwendet.
Die Restriktionsendonukleasen kdnnen nur an spezifische Sequenzen binden. Diese wurden mit der
ersten Polymerase-Kettenreaktion durch die Primer in die Gensequenz der BAR-Bodies eingebaut. Der
benutzte Puffer wurde so gewahlt, dass er bei allen vier Enzymen eine Aktivitat von nahezu 100%
aufwies. 2 ug der DNA wurden mit je 10 U der Restriktionsenzyme und 3 ul des Fermentas Puffers und
Aqua dest. in einem 30 pl Ansatz fur eine Stunde bei 37°C inkubiert.

3.2.7. DNA-Extraktion aus Agarose-Gel
Die DNA wurde aus einem 1%-Agarose-Gel mit Hilfe des ,,Zymoclean Gel DNA Recovery Kit*“ (Zymo

Research) extrahiert und aufgereinigt.

Die Bestimmung der Konzentration der isolierten DNA erfolgte wie im Abschnitt zur DNA-Isolation
(siehe 3.2.4) beschrieben.

3.2.8.Ligation in den pCES1-Vektor

3.2.8.1. pCES1-Vektor
Der pCES1-Vektor diente als finaler Vektor zur Herstellung der BAR-Bodies. Es handelt sich um einen
zirkuldren Vektor mit einer Lange von 6,4 kb. Dieser ist nicht kommerziell erhaltlich, sondern wurde
von Hoogenboom et al.?® hergestellt und dem José-Carreras-Zentrum in Homburg freundlicherweise zur
Verfligung gestellt. Urspriinglich wurde der pCES1-Vektor konstruiert, um eine Phagenbank fiir Fab-
Fragmente zu produzieren.** 2 In dieser Arbeit wurde er jedoch ausschlieBlich zur Produktion der BAR-

Bodies verwendet.
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Abbildung 6: Vektorkarte des pCES1-Vektors.*
Schematische Darstellung des pCES1-Vektors (A) und Vektorkarte (B).

Der pCES1-Vektor kodiert fur die konstante Doméne der Leichtkette (CL) und fir einen Teil der
konstanten Doméne der Schwerkette (CH1). Beide Ketten werden unabh&ngig voneinander exprimiert.
Erst in der E. coli-Zelle werden beide Ketten zum BAR-Body im Fab-Format zusammengefihrt. Die
Schwerkette ist an das Mantelprotein glll gekoppelt. Vor den beiden konstanten Regionen enthalt der
pCES1-Vektor Schnittstellen, die das Einfligen einer beliebigen variablen Regionen (VH und VL)
ermdglichen. Diese wurden benutzt um die Gensequenz des Neurabin | in den pCES1-Vektor zu
klonieren. Die Schnittstellen der VL-Domane werden vorgegeben durch ApalLl und Xhol und die
Schnittstellen der VH-Domane durch Ncol und BstEIIl. Der Vektor enthélt ein His-Tag und ein c-myc-
abgeleitetes Tag, die zur Reinigung und zum Nachweis benutzt werden kénnen. Der Vektor besitzt ein
Ampicillin-Resistenzgen, welches die Selektion der mit dem Vektor transformierten Bakterien auf

2xTY-Ampicillin-Agarplatten erméglicht.
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3.2.8.2. Prinzip der Ligation in den pCES1-Vektor
Fir die Ligation wird eine T4-DNA-Ligase bendtigt, die die Inserts (zuvor aus dem TA-Vektor mittels
Restriktionsenzymen herausgeschnittene DNA-Fragmente) mit dem pCES1-Vektor von Hoogenboom
et al., welcher mit den gleichen Restriktionsenzymen wie die Inserts linearisiert wurde, verknipft. In
einem 10 pl Ansatz wurde der pCES1-Vektor mit dem Template, 5 U T4-DNA-Ligase, 1 ul T4-DNA-
Ligase-Puffer sowie Aqua dest. (ber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.9. Transfektion in TGI E. coli-Bakterien
TGI E. coli-Bakterien wurden mit dem pCES1-Vektor transformiert, indem 60 pl der Bakterien mit dem
Vektor fir 30 min auf Eis, fir 1 min im Wasserbad bei 42°C und fur 5 min auf Eis inkubiert wurden.
Zu den Bakterien wurden 200 pl Soc-Medium hinzugefiigt um die hohe Mutationstendenz der Bakterien
zu unterdriicken. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C wurden die Bakterien auf 2xTY-
Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C wachsen gelassen.

3.2.10. Expression
Von der 2xTY-Ampicillin-Agarplatte aufgenommene Einzelkolonien wurden in einem N&hrmedium
bestehend aus 50 ml 2xTY-Agar, 500 ul 40% Glucose und 50 ul Ampicillin (100 pg/ml) tiber Nacht bei
37°C inkubiert. 500 ul der Kultur wurden mit 50 ml des N&hrmediums verdunnt und fur zwei Stunden
bei 37°C wachsen gelassen, bis im Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm (OD600) eine
Zelldichte von 0,6 bis 0,8 gemessen werden konnte. Der Referenzwert wurde mit 2xTY-Medium

eingestellt.

50 ml der Kultur wurden mit 50 ul 2 mM Isopropylthiogalactosid (IPTG) fir vier Stunden bei 30°C
inkubiert und anschlieBend bei 4000 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Die Bakterien, die als Pellet vorlagen,

wurden bei — 20°C eingefroren.

Durch die Zugabe von Isopropylthiogalactosid zu den TGI E. coli-Bakterien wurde die Genexpression
des LacZ-Operons aktiviert. Isopropylthiogalactosid dient als Induktor des LacZ-Operons, welches vom
pCES1-Vektor exprimiert wird. Die Funktion des LacZ-Repressors besteht in der negativen Regulation
des LacZ-Operons. Durch die Bindung von Isopropylthiogalactosid an den LacZ-Repressor wird diese

Funktion inhibiert was die Protein-Produktion (BAR-Bodies) in den Bakterien startet.
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3.2.11. Aufreinigung
Die Bakterien wurden mit 1 ml Lysepuffer, bestehend aus PBS (pH 8) und Proteaseinhibitoren, fur 30
min auf Eis inkubiert und fir 30 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Uber ein His-Tag, bestehend aus sechs Histidin-Aminosauren, die im pCES1-Vektor an die CH1-
Domane der Schwerkette angehéngt sind, kann nach der BAR-Body-Expression die Aufreinigung und
Detektion erfolgen. TALON ist ein immobilisiertes Metall-affines Chromatographie-Harz und ein
vierzahniger Chelator, der mit Kobalt geladen ist (IMAC: immobilized metal affinity chromatography).
TALON bindet mit hoher Affinitat an die His-Tags und bildet ein Chelatkomplex mit dem Kobalt. Dies
erlaubt eine einfache Isolierung der BAR-Bodies

Das Lysat wurde mit jeweils 50 ul TALON Beads fir 30 min bei 4°C auf einer Drehplatte inkubiert.
Die beladenen TALON Beads wurden eine Minute bei 13000 rpm zentrifugiert und das Bead-Pellet
dreimal mit PBS gewaschen, wodurch alle ungebundenen Proteine entfernt werden konnten. Das
gebundene Protein wurde mit 200 pl 150 mM Imidazol fur 5 min bei Raumtemperatur im
Uberkopfdreher eluiert. Nach einmindtiger Zentrifugation bei 13000 rpm befand sich das Eluat im
Uberstand.

Da das Imidazol schadlich auf die B-Lymphozyten wirkt, wurde es durch einen Dialysierungsschritt in
PBS wieder entfernt. Ausgenommen von diesem Schritt wurden jeweils 10 ul der Probe, die fur die

Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese und den darauffolgenden Westernblot benétigt wurden.

3.2.12. Analyse der Proteinexpression
SDS-Page ist die Abkiirzung fiir ,,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis®. Diese
Form der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese, erstmals 1970 durch Ulrich K. Laemmli beschrieben,
ermoglicht die Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekilmasse.®® In dieser Arbeit wurde ein 12%
Polyacrylamid-Gel benutzt, dem Natriumdodecylsulfat (SDS) zugesetzt wurde. Die Kammer der
Gelelektrophorese wurde mit Laemmlipuffer gefiillt. Zu den 10 pl des Proteins wurden 10 pl 5x
Probenpuffer hinzugegeben und davon jeweils 10 ul im Gel geladen. Durch den Gleichstrom von 200
V fur circa 40 min wandern die negativ geladenen Proteine zur Anode. Die Grof3e der Proben wird mit
den Langenmarkern PageRuler Prestained Protein Ladder oder PageRuler Unstained Protein Ladder

(Fermentas) bestimmt.

Der Westernblot ist ein Verfahren, bei dem ein Transfer der im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten
Proteine auf die Immobilon-P-Membran stattfindet.5 Die Membran wird mit 100% Methanol und dem
Transferpuffer, bestehend aus 10ml 20% Methanol, 5ml 10x Transferpuffer und 35ml Aqua dest.

vorbehandelt. Das Polyacrylamid-Gel wird auf die Membran zwischen zwei Filterpapiere und die
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Elektroden des Blots gelegt. Bei einer Spannung von maximal 25 V und einer Stromstarke von 450 mA

wurden die Proteine fiir 40 min auf die Membran transferiert.

Unspezifische Bindungen auf der Membran wurden durch Inkubation mit 10% Magermilch und TRIS-
buffered-saline (TBS) abgeblockt. Die Membran wurde fiir 45 Minuten mit einem murinen Anti-His-
Antikorper inkubiert, der an die His-Tags der BAR-Bodies bindet. Der tberfliissige Antikorper wurde
durch dreifaches Waschen mit Triton-X entfernt. Der Horseradish Peroxidase-konjugierte Anti-Maus-
Antikorper wurde fur 45 min auf die Membran gegeben, gefolgt von einem dreifachen Waschschritt mit
Triton-X. Dieser sekundéare Antikorper bindet spezifisch an den primaren Antikorper. Die Detektion
erfolgte mittels Chemilumineszenz. Dafiir wurde die Membran mit 2 ml Aqua dest., 3 pul
Entwicklerlosung 1 und 3 ul Entwicklerlosung 2 inkubiert. In der Dunkelkammer wurde die Membran
auf einen Rontgen-Film (Amersham Hyperfilm ECL von GE Healthcare) gelegt. Das in der
Entwicklerlosung enthaltene Wasserstoffperoxid wird durch die Horseradish Peroxidase reduziert,
wodurch kurzwelliges Licht emittiert wird, welches den lichtsensiblen Rontgenfilm schwérzt. Die so

entstehenden Banden entsprechen den Proteinbanden aus der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese.

3.2.13. Herstellung einer rekombinanten Zelllinie, welche den NRBI-BZR
exprimiert
Zum Zeitpunkt der Durchflihrung dieser Arbeit gab es keine kommerziell erhaltliche Zelllinie des
primaren ZNS-Lymphoms um das hergestellte Neurabin-BAR-Body in vitro zu testen. Aus diesem
Grund wurde auf die Zelllinie OCI-Ly3 des diffus grof3zelligen B-Zelllymphoms (DLBCL) vom ABC-
Typ, welche dem José-Carreras-Zentrum in Homburg vorliegt, zurtickgegriffen und die Zellen dieser
Zelllinie mit einem Neurabin-reaktiven B-Zell-Rezeptor transfiziert. Da es sich bei priméren ZNS-
Lymphomen in 95% der Falle histologisch um diffus groRzellige B-Zell-Lymphome (DLBCL) handelt,
simuliert eine DLBCL-Zelllinie, die mit einem ZNS-Lymphom-BZR transfiziert wird, das PZNSL am
ehesten. Der transfizierte Vektor enthalt die variable Region der Schwerkette (VH), die konstanten
Regionen der Schwerkette (CH1-CH4) und die variable (VL) und konstante Region der Leichtkette (CL)
eines B-Zell-Rezeptors eines Patienten mit Neurabin-reaktivem primaren ZNS-Lymphom. Die OCI-
Ly3-Zellen wurden dreimal mit RPMI-1640 gewaschen bei einer Zelldichte von 2 x 10’/ml. 2 x 10°
Zellen, was 100 pl entspricht, wurden auf Eis mit 5 pg Plasmid-DNA transfiziert. Hierflr wurde die
Methode der Elektroporation gewahlt. Bei dieser wird mit Hilfe des ,,Gene Pulser Xcell Electroporation
Systems® (Bio-Rad) ein elektrisches Feld von 140 V und 30 ms Pulsdauer erzeugt, das auf die
Zellsuspension in einer 0,2 cm Kivette einwirkt. Die Zellen wurden auf Eis in RPMI-1640 Medium mit
10% fetalem Kalberserum, Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) und Glutamin kultiviert. Die
transfizierten Zellen, also die Zellen mit einem B-Zell-Rezeptor, der gegen NRBI gerichtet ist, enthalten
ein Neomycin-Phosphotransferase-Resistenzgen und kénnen daher mit Hygromycin (250 pg/ml)

selektioniert werden. Die erfolgreiche Transfektion wurde kontrolliert durch eine PCR der variablen
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Gen-Region der transfizierten Zelllinien, durch einen Westernblot mit Nachweis von FLAG-markierten
rekombinanten B-Zell-Rezeptoren und der B-Zell-Rezeptor-Oberflachenfarbung mit Neurabin I in der
Durchflusszytometrie.®* Die Herstellung der transfizierten Zelllinie erfolgte im José-Carreras-Labor in
Homburg und ist nicht Teil dieser Arbeit. Die transfizierten Zellen, im Folgenden als OCI-Ly3-

recNRBI-BZR-Zellen bezeichnet, wurden fur diese Arbeit freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Zur Kontrolle der Expression des Neurabin-reaktiven B-Zell-Rezeptors wird bei einer Halfte der Zellen
die Proteinexpression des NRBI-B-Zell-Rezeptors an der Zelloberflache angeschaltet, woflr diese mit
Doxycyclin (1 ug/ml) inkubiert werden. Bei der zweiten Halfte wird die Proteinexpression des NRBI-
B-Zell-Rezeptors nicht aktiviert, so dass diese Zellen keinen gegen Neurabin-gerichteten BZR auf ihrer
Oberfl&che préasentieren.

3.2.14. Durchflusszytometrie

3.2.14.1. Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren bei dem Zellen einzeln mit Hilfe von Laserstrahlen auf
verschiedene Eigenschaften wie GréRe und Gehalt an Zellorganellen untersucht werden. Bei der Passage
der Zelle an dem Laserstrahl der Durchflusszytometrie entsteht Streulicht, dessen Intensitat mit den
Eigenschaften der Zelle korreliert. Das Vorwartsstreulicht (FSC: forward scatter), welches ein Mald fir
die Beugung des Lichts bei flachem Winkel ist, ist abhangig von der GroRe der Zelle. Das
Seitwartsstreulicht (SSC: side scatter) ist ein Mal} fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel und
hangt vor allem von der Granularitat der Zelle ab. Weiterhin kdnnen Zellen vor der Analyse mit
Antikdrpern gefarbt werden, die an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Je nachdem welche Farbe
der Detektor auf der Zelle erkennt, exprimiert diese Zelle ein bestimmtes Antigen gegen das der

Fluoreszenz-markierte Antikorper gebunden hat oder nicht.

Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten durchflusszytometrischen Untersuchungen wird der B-Zell-
Rezeptor von Lymphomzellen entweder auf der Zelloberflache oder nach der Internalisierung mit den
hergestellten BAR-Bodies gefarbt. Da die verwendeten BAR-Bodies einen His-Tag enthalten gelingt
der Nachweis der Bindung oder Internalisierung tiber Anti-His-Antikdrper, die entweder direkt an einen

Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind oder tiber einen tertidren Antikorper.

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mit der ,,WinMDI Software* (Windows Multiple

Document Interface for Flow Cytometry).
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3.2.14.2. Bindungs-Assay
Der Bindungs-Assay dient zum Nachweis der Bindung des Konstruktes an den B-Zell-Rezeptor der
Zellen. Dafur wurden jeweils 5 pg der BAR-Bodies mit den Zellen ohne Fixierung fur 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit 5 pl Anti-His-Antikdrper gekoppelt
an das Fluorochrom Allophycocyanin fiir eine halbe Stunde auf Eis inkubiert, mit PBS gewaschen und
im ,,BD FACS Canto Flow Cytometer* gemessen. Allophycocyanin (APC) ist ein Fluoreszenzfarbstoff,
der bei der durchflusszytometrischen Untersuchung durch einen Helium-Neon-Laser bei einer

Wellenléange von 632 nm angeregt wird und darauf Licht mit einer Wellenlange von 680 nm emittiert.®

Pro Probe wurden 5000 OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen (OCI-Ly3-Zellen, die mit einem Neurabin I-
spezifischen BZR transfiziert sind) analysiert. Damit diese rekombinante Zelllinie den NRBI-BZR an
der Oberflache prasentiert, musste zuerst die Proteinexpression des B-Zell-Rezeptors aktiviert werden
(Tet-on). Dafur wurde bei der Hélfte der Zellen die Expression des B-Zell-Rezeptors durch
Doxycyclin (1 pg/ml) angeschaltet. Die zweite Halfte der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen présentierte
keinen NRBI-BZR auf der Oberflache, da dieser nicht aktiviert wurde. Diese Zellen dienten als

Negativkontrolle.

Als weitere Negativkontrolle wurden Zellen mit dem Antigen MAZ, gebunden an das modifizierte
Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA°), inkubiert, welches nicht an den BZR der transfizierten
OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen binden sollte. MAZ steht fiir ,,myc-assoziiertes Zinkfinger-Protein“
und ist ein Antigen, das unter anderem bei Hodgkin-Lymphomen eine Rolle spielt, jedoch nicht bei der
Pathogenese des primaren ZNS-Lymphoms.®

Als Positivkontrolle diente die lineare Epitopsequenz des Antigens Neurabin |, ebenfalls an ETA®
gekoppelt (BAR-Toxin). Die Positiv- und die Negativkontrolle wurden im José-Carreras-Zentrum in
Homburg hergestellt und werden im Folgenden als NRBI-ETA® respektive MAZ-ETA* bezeichnet.

3.2.14.3. Internalisierungs-Assay
Im Rahmen des Internalisierungs-Assays wurde Uberprift, ob das BAR-Body durch Bindung an den B-
Zell-Rezeptor internalisiert wird. Fir die Intrazellularfarbung mussen die Zellen fixiert werden. Dadurch
kann jedoch der Anti-His-Antikorper nicht mehr an die BAR-Bodies auf der Oberflache der
Zellmembranen binden. Somit kdnnen nach der Fixation die BAR-Bodies auf der Oberflache nicht mehr
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde der Inkubationsansatz in zwei Ansatze geteilt. Im
ersten Ansatz wurde eine Oberflachenfarbung ohne Fixierung durchgefihrt, im zweiten Ansatz eine
Intrazellularfarbung nach vorangegangener Fixierung der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen. Bei beiden
Ansétzen wurden die in PBS gewaschenen OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit den BAR-Bodies fiir 30

min auf Eis inkubiert und anschlieffend erneut mit PBS gewaschen.
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Die Proben fiir den intrazelluldaren Nachweis wurden fiir 30 min im Brutschrank bei 37°C und 5% CO-
inkubiert, sodass das BAR-Body von den Lymphomzellen internalisiert werden konnte. Anschlielend
wurden die Zellen mit 500 pl 2% Paraformaldehyd fir 15 Minuten auf Eis fixiert, mit PBS gewaschen
und mit 800 pl 0,5% Saponin permeabilisiert. Die Behandlung mit Paraformaldehyd verhindert neue
Bindungen zwischen B-Zell-Rezeptor und BAR-Body ab dem Zeitpunkt der Fixierung. Durch das
Saponin werden die Tonenkanéle der Zelle gedffnet. Durch die Inkubation der Probe mit 800 ul 0,1%
Saponin und 5 pl Anti-His-Antikdrper fir 30 Minuten auf Eis kann der Anti-His-Antikérper ins Innere
der Zelle gelangen, da die lonenkanéle durch das vorhandene Saponin gedffnet bleiben. Nach einem
Waschschritt mit PBS und 0,1% Saponin kann die Messung im ,,BD FACS Canto Flow Cytometer*

stattfinden.

Die Proben fur die Oberflachenfarbung wurden auf Eis gelagert, um eine Internalisierung zu verhindern.
AnschlieBend wurden sie mit 5 ul des Anti-His-Antikdrpers gekoppelt an Allophycocyanin fiir 30 min
auf Eis inkubiert, mit PBS gewaschen und im ,,BD FACS Canto Flow Cytometer* gemessen.

3.2.15. Zytotoxizitats-Assay
Die in-vitro-Kultivierung der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen erfolgte in RPMI-1640 dem 10% fetales
Kélberserum, Penicillin-Streptomycin (100 U/ml) und Glutamin zugegeben wurde. In einem ersten
Waschschritt mit RPMI-1640 wurde das fetale Kalberserum aus den Zellen gewaschen, da dieses

erhdhte LDH-Werte aufweisen kann und so die unspezifische Hintergrund-Reaktion verstarken kénnte.

In der Neubauer Z&hlkammer wurden die Zellen, nach Férbung mit Trypanblau (1:10), unter dem
Mikroskop ausgezahlt, wodurch die Zellzahl pro ml errechnet werden konnte. Entsprechend der
Konzentration wurden 5000 Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte gegeben. Das Volumen pro Well
betrug 100 pl, welches sich aus 50 pl Zellen und 50 ul BAR-Bodies, beides geldst in Zellmedium,
zusammensetzte. Bei der Halfte der Zellen wurde die Expression des NRBI-BZR auf der Zelloberflache
durch Zugabe von Doxycyclin (1 pg/ml) angeschaltet. Fir jede Zelllinie wurden drei Ansétze
vorbereitet. Die ersten drei Ansétze wurden ausschlieRlich mit dem Zellmedium RPMI-1640 inkubiert,
die zweiten mit der Negativkontrolle MAZ-ETA" in den Konzentrationen 10 pg/ml, 5 pg/ml, 2,5 pg/ml
und 1,25 pg/ml und die dritten Ansétze mit dem Neurabin-BAR-Body in den Konzentrationen 10 pg/ml,
5 pg/ml, 2,5 pg/ml und 1,25 pg/ml. Die Minimallyse wurde bestimmt indem lediglich Zellmedium
RPMI-1640 zu den Lymphomzellen zugegeben wurde, wéhrend die Maximallyse durch Zugabe von
RPMI-1640 und 0,5%-Triton-X bestimmt wurde. Die 96-Well-Platte wurde bei 37°C und 5% CO, Uber

Nacht im Brutschrank inkubiert.
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Tabelle 11: Aufbau der 96-Well-Platte

1 2 3 4 6 9 10 11 12
A RPMI-1640 10 pg/ml 10 pg/ml Minimallyse
B RPMI-1640 5 pg/ml 5 pg/ml Maximallyse
C RPMI-1640 2,50 pg/ml 2,50 pg/ml
D RPMI-1640 1,25 pg/ml 1,25 pg/ml
E RPMI-1640 10 pg/ml 10 pg/ml Minimallyse
F RPMI-1640 5 pg/ml 5 pug/ml Maximallyse
G RPMI-1640 2,50 pg/ml 2,50 pg/ml
H RPMI-1640 1,25 pg/ml 1,25 pg/ml

A — D: OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit angeschalteter Proteinexpression des B-Zell-Rezeptors.
E — H: OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen ohne angeschaltete Proteinexpression des B-Zell-Rezeptors.
1 - 3: Inkubation der Zellen nur mit dem Zellmedium RPMI-1640.

4 — 6: Inkubation der Zellen mit dem Zellmedium RPMI-1640 und der Negativkontrolle MAZ-
ETA"

7 —9: Inkubation der Zellen mit dem Zellmedium RPMI-1640 und dem BAR-Body.

Bei der Schadigung von Zellen wird das Enzym Lactatdehydrogenase (LDH) aus dem Zytosol
freigesetzt. Dieses wird zur Bestimmung der Zelllyse mit dem ,,Cytotoxicity Detection Kit PLUS
(LDH)* (Roche Applied Science) gemessen. GeméaR dem Herstellerprotokoll wurden die Zellen fiir 10
min mit der Farbe-Ldsung inkubiert und die Reaktion anschlieBend mit der Stopp-Losung angehalten.
Die Messung erfolgte im ,,Wallac Victor 2, 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). Nach der
Berechnung der Mittelwerte der Dreierproben, konnte die spezifische Lyse mit Hilfe der folgenden

Formel berechnet werden.

s Messwert der Probe - Wert der Minimallyse
spezifische Lyse [%] = Y2 %100

Wert der Maximallyse - Wert der Minimallyse
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4. Ergebnisse

4.1.Umsetzung der Fragestellung in ein Konzept

BAR-Bodies wirken tber das von Pfreundschuh et al. entwickelte Prinzip des ,,reverse targeting.*° Im
Gegensatz zur Antikdrper-Therapie, bei der ein Antikérper Antigene zum Beispiel auf Krebszellen
erkennt, bindet nach dem BAR-Prinzip (BAR: B-cell receptor antigen for reverse targeting) das Antigen
einen Antikorper, das heilt den B-Zell-Rezeptor, welcher sich als Antigenrezeptor auf der Oberflache
von Lymphomzellen befindet. In der vorliegenden Arbeit wurde das ZNS-Lymphom-spezifische
Antigen Neurabin | (NRBI) verwendet, welches die variablen Regionen eines Fab-Antikorper-
Konstruktes ersetzen soll, um spezifisch den B-Zell-Rezeptor (BZR) von ZNS-Lymphomen zu
erkennen. Durch die Bindung des Antigens an seinen spezifischen ZNS-Lymphom-BZR kann das
Antigen oder antigenenthaltende Konstrukte (BAR-Bodies) die Lymphomzelle markieren.

Um einen zytotoxischen Effekt auf Lymphomzellen aus zu iben, bedarf es einer Wirkkomponente, die
Uiber BZR-Antigen-Interaktion an die Lymphomzelle herangefiihrt wird. Hierfur eignet sich das
modifizierte Exotoxin A von Pseudomonas aeruginosa (ETA®), das an das Neurabin I-BAR-Body
gekoppelt wird. Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA) gilt als eines der potentesten Toxine in der
Immuntherapie. Die katalytische Einheit des ETA fiihrt zur ADP-Ribosylierung des menschlichen
Elongations-Faktor-2 (EF-2). Durch die dadurch erfolgte Hemmung der Proteinsynthese wird die
Apoptose der Zelle eingeleitet. Bei der modifizierten Form des Toxins (ETA®) handelt es sich um eine

verkdirzte und in der Aminoséauresequenz veranderte Version des Toxins.*?

Das so konstruierte BAR-Body ist also ausschlieR8lich gegen die Zellen des primaren ZNS-Lymphoms
gerichtet und sollte nach Bindung an den B-Zell-Rezeptor der Lymphomzellen zusammen mit ETA®
internalisiert werden. Erst im Inneren der Zelle entwickelt ETA seine Funktion als Toxin und fihrt zur
Lyse der Lymphomzelle. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Klonierung, Expression,

Aufreinigung und funktionellen Testung des an ETA* gekoppelten Neurabin I-BAR-Body dargestellt.

4.2. Herstellung einer Lymphomzelllinie, die das ZNS-Lymphom abbildet
Damit das BAR-Body als neue Therapiemdglichkeit des primédren ZNS-Lymphoms getestet werden
kann, muss zuné&chst als VVoraussetzung die spezifische Bindung des Konstruktes an die B-Zellen des
Lymphoms nachgewiesen werden und anschlielend dessen Mdoglichkeit zur spezifischen Lyse der
Lymphomzellen gezeigt werden. Da zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit keine Zelllinie des
primdren ZNS-Lymphoms verfugbar war, wurde auf eine Zelllinie des diffus grof3zelligen B-Zell-
Lymphoms vom ABC-Typ zuriickgegriffen (OCI-Ly3-Zelllinie) und diese modifiziert. Der B-Zell-
Rezeptor dieser Lymphomzelllinie zeigt eine spezifische Bindung an das Antigen ARS2 (Arsenite

Resistance Protein 2). Bei circa 67% der Patienten mit einem PZNSL zeigt der B-Zell-Rezeptor der
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Lymphomzellen eine Bindung an das Antigen Neurabin 1. Zur Testung des ZNS-Lymphom-
spezifischen Neurabin I-BAR-Body wurde deshalb aus der histologischen Probe eines Patienten mit
primdrem ZNS-Lymphom im José-Carreras-Zentrum in Homburg dessen B-Zell-Rezeptor, welcher
spezifisch an das Antigen Neurabin | bindet, kloniert und die DLBCL-Zelllinie OCI-Ly3 mit diesem B-
Zell-Rezeptor transfiziert. Durch die Klonierung dieses B-Zell-Rezeptors in die OCI-Ly3-Zellen konnte
eine rekombinante Zelllinie hergestellt werden, die neben dem natiirlichen BZR auch den Neurabin-
reaktiven B-Zell-Rezeptor eines ZNS-Lymphoms exprimiert. Mit Hilfe dieser rekombinanten Zelllinie
(OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen) kann die spezifische Bindung des BAR-Body getestet werden. Diese
modifizierte Zelllinie wurde freundlicherweise vom José-Carreras-Zentrum in Homburg zur Verfugung

gestellt. Die Herstellung der transfizierten Zelllinie ist nicht Teil dieser Arbeit.

4.3. Aufbau der BAR-Bodies

Das in der Einleitung beschriebene Fab-Format (Abschnitt 2.4) besteht aus der variablen Region der
Schwer- und Leichtkette eines Antikdrpers sowie aus jeweils einer konstanten Region der schweren und
leichten Kette. Zur Konstruktion der BAR-Bodies sollen die variablen Regionen gegen das BAR
Neurabin | ausgetauscht werden um eine neue BAR-Region zu bilden. Da die variablen Regionen der
schweren und leichten Antikorperketten grofer als das Neurabin-Epitop sind, wurden die an die
Epitopregion angrenzenden Aminoséuresequenzen auf unterschiedliche Weise in das Konstrukt
integriert. So wurden drei BAR-Bodies, die sich lediglich im Aufbau der variablen Doménen, also der
BAR-Region, unterscheiden, im Fab-Format hergestellt, wobei die BAR-Region aus der Epitopregion

und den angrenzenden Aminosauresequenzen besteht.

Neurabin 1 ist 1375 Aminosduren lang. Die Region des Epitops wird gebildet von den Aminosauren
1204 bis 1250, was 47 Aminosduren entspricht.®* Bei dem ersten BAR-Body (A) befindet sich das
Epitop am Anfang der BAR-Region. Die gesamte BAR-Region dieses Konstruktes wird gebildet von
den Aminosauren 1204 bis 1324. Bei dem zweiten BAR-Body (B) liegt das Epitop mittig. Die
Aminoséuren 1168 bis 1285 bilden die BAR-Region. Das dritte BAR-Body (C) enthélt das Epitop
endstandig, wobei die gesamte BAR-Region die Aminosduren 1131 bis 1250 enthalt. Bei allen drei
BAR-Bodies besteht die Gensequenz der BAR-Region jeweils aus circa 120 Aminoséauren, also 360
Basenpaaren, was in etwa der L&nge einer reguldren variablen Region eines Antikorpers entspricht. Die
drei BAR-Bodies wurden zeitgleich hergestellt und auf Funktionalitét getestet. Abbildung 7 dient der
Verdeutlichung der unterschiedlichen Aminosdure-Sequenzen der BAR-Region der BAR-Bodies.
Abbildung 8 zeigt den Aufbau der drei BAR-Bodies mit den unterschiedlichen Positionen des Neurabin-

Epitops.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Aminosaure-Sequenz der BAR-Region mit der BZR-

bindenden Epitopregion von Neurabin I (blau) der drei BAR-Bodies A, B und C.

Darstellung der BAR-Region des Neurabin I-BAR-Body. Die BAR-Region wird gebildet von der
Epitopregion (blau, Aminosduren 1204 bis 1250) sowie den angrenzenden, dargestellten
Aminosauresequenzen (nicht gefarbt). Die BAR-Region der BAR-Bodies wurde auf 120
Aminosauren erweitert (die BZR-bindende Epitopregion von Neurabin | besteht nur aus 47
Aminosauren), um die Lange einer natirlichen variablen Region nach zu ahmen (circa 120
Aminosauren). BAR-Body A: Epitopregion vorne; BAR-Body B: Epitopregion mittig; BAR-Body C:
Epitopregion hinten.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der BAR-Bodies im Fab-Format mit Darstellung der
Position der Epitopregion von NRBI.

Die BAR-Bodies im Antikdrperformat bestehen aus einer Schwer- und einer Leichtkette. Die variable
Region der Schwer- (VH) sowie der Leichtkette (VL) wurde durch die Epitopregion von Neurabin I
(NRBI) sowie der angrenzenden Aminosauresequenz (siehe Abbildung 7) ersetzt. Die Epitopregion
des NRBI (Aminosduren 1204 bis 1250) ist als grau hinterlegte Flache dargestellt.
BAR-Body A: Epitopregion vorne; BAR-Body B: Epitopregion mittig; BAR-Body C: Epitopregion

hinten.

4.4. Arbeitsschritte zur Herstellung der BAR-Bodies

Die BAR-Bodies im Fab-Format wurden stufenweise in aufeinanderfolgenden Arbeitsschritten
hergestellt. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abbildung 9 dargestellt. Die Erlauterung und die
Ergebnisse sind in dem nachfolgenden Text (Abschnitte 4.4.1, 4.4.2 und 4.4.3) aufgefiihrt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Herstellung der BAR-Bodies.
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(1: NRBI-Klon mit Epitopregion (AA1204-1250).

(2 + (5) : BAR-Region des BAR-Body, bestehend aus der Epitopregion und angrenzender

Aminosauresequenz (entsprechend Abbildung 7).

(3 - @ : Klonierung der BAR-Region in den variablen Teil der Schwerkette (VH) eines pCES1-

Vektors, der die DNA-Kassette zur Herstellung von Antikdrpern im Fab-Format enthélt.

(@ - (7 : Klonierung der BAR-Region in den variablen Teil der Leichtkette (VL) eines pCES1-

Vektors, der die DNA-Kassette zur Herstellung von Antikérpern im Fab-Format enthélt.
(8 - (9): Expression der BAR-Bodies in TGI E. coli-Bakterien und Nachweis im Western Blot.

- @ : Klonierung des ZNS-Lymphom-BZR mit NRBI-Reaktivitat in die DLBCL-Zelllinie OCI-
Ly3 zur Herstellung der rekombinanten Zelllinie OCI-Ly3-recNRBI-BZR.

4.4.1. Klonierung der DNA-Sequenz der BAR-Bodies

4.4.1.1. DNA-Sequenz der Schwerkette
Zur Herstellung der Gensequenz der BAR-Bodies wurden die in Tabelle 9 aufgefiihrten NRBI-Primer
verwendet. Als Template diente ein im Labor vorhandener Klon, der die DNA-Sequenz der Neurabin-
Aminoséuren 1041 — 1375 enthélt (Abbildung 9, Konstrukt (1)).

In einem ersten Schritt wurden die drei unterschiedlichen NRBI-Bereiche (A, B, C in Abbildung 7) mit
den NRBI-Schwerkettenprimern (siehe Tabelle 9) amplifiziert. Diese Polymerase-Kettenreaktionen
(PCRs) fugen die zur Klonierung bendtigten Restriktionsschnittstellen fiir die Restriktionsenzyme Ncol
und BstEII ein. In der Agarose-Gelelektrophorese wurde die Grof3e des Fragments kontrolliert, welche
etwa 360 bp betragt und somit der errechneten GréRe der BAR-Region von circa 120 Aminosauren

entspricht.
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Abbildung 10: Agarose-Gel-Elektrophorese nach der PCR auf den NRBI-Klon mit den

Schwerkettenprimern.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Abbildung der NRBI-BAR-Region (NRBI-Epitop +
angrenzende Region) der BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7), die den variablen Teil
der Schwerkette (VH) des Fab-Fragments ersetzen soll. Als Template diente der NRBI-Klon der
Aminosauren 1041 bis 1375.

Die amplifizierten Gensequenzen wurden in den TOPO-TA-Vektor kloniert, welcher als
Ubergangsvektor diente. Kompetente DH5a. E. coli-Bakterien wurden mit dem Vektor transformiert und
auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert.

Fir die Kontrolle der korrekten Klonierung wurden pro LB-Ampicillin-Agarplatte jeweils sechs
Einzelkolonien mittels Kolonien-PCR mit den vektorspezifischen Primern M13 forward und M13
reverse amplifiziert. Die Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 11) zeigte, dass die meisten der
untersuchten Bakterien die neuen Klone enthielten. Die Bande befand sich bei circa 600 bp, was dem
erwarteten Wert von 360 bp fur das NRBI-Epitop mit angrenzender Region (BAR-Region) sowie circa
200 bp zwischen dem M13 reverse und dem M13 forward Primer entsprach. Die Proben 2 und 6 des
BAR-Body B zeigten keine Bande bei 600 bp und wurden fir die weitere Arbeit nicht mehr
berticksichtigt.
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Abbildung 11: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Uberpriifung der erfolgreichen Klonierung der BAR-
Region in den TOPO-TA-Vektor mittels Kolonien-PCR mit den Primern M13 forward und M13

reverse.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der BAR-Region (NRBI-Epitop +
angrenzende Region) der BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7) mit jeweils 6 Klonen. Die
Klone 2 und 6 des BAR-Body B wiesen keine DNA-Bande bei 600 bp auf und wurden deshalb fur die

weitere Arbeit nicht bertcksichtigt.

Nach der erfolgreichen Klonierung wurde von Klon 1 des Konstruktes A, von Klon 4 des Konstruktes
B und von Klon 1 des Konstruktes C die DNA mit dem ,,High Pure DNA Isolation Kit* (Roche Applied

Science) isoliert und deren Konzentration gemessen.

Mithilfe der Restriktionsendonukleasen Ncol und BstEIl konnte die gewinschte Gensequenz fir die
BAR-Bodies aus dem TOPO-TA-Vektor herausgeschnitten werden (Abbildung 9, Schritt (2)). Eine
Erfolgskontrolle wurde mittels Agarose-Gel-Elektrophorese durchgefiihrt (Abbildung 12). Fir die
weiteren Schritte wurde das Fragment bei circa 360 bp verwendet, welches zur Extraktion der DNA aus

dem Agarose-Gel ausgeschnitten wurde.

39



~ Bestandteile
~ des Vektors

500

<+ |nsert bei 360 bp
250

A B C

Abbildung 12: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Isolierung der BAR-Region der BAR-Bodies A, B

und C zur Klonierung in die Schwerkette mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und BstEII.

1% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Féarbung. Bei 360 bp Darstellung der DNA-Fragmente der BAR-
Region (NRBI-Epitop + angrenzende Region) der BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7)
nach Restriktionsschnitt mit den Restriktionsendonukleasen Ncol und BstEII.

Im nachfolgenden Schritt (Abbildung 9, Schritt (3)) wurden 4,2 ng der isolierten DNA in die variable
Region der Schwerketten des pCES1-Vektor (28,5 ng) kloniert. TGI E. coli-Bakterien wurden mit dem
Konstrukt transformiert und auf 2xTy-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Zur Erfolgskontrolle der
Klonierung in den pCES1-Vektor wurde eine Kolonien-PCR mit den Primern CH1 3‘ und NRBI
AA1204-Apall-s durchgefihrt (Abbildung 14). Durch die Variation der Epitop-anliegenden Region
befand sich die Bindungsstelle des NRBI-Primers an unterschiedlichen Positionen der BAR-Bodies A,
B und C, so dass die PCR-Produkte der drei BAR-Bodies in der Agarose-Gel-Elektrophorese nicht die
gleiche L&nge aufwiesen (Abbildung 13). Das PCR-Produkt von BAR-Body A hatte eine Lange von
circa 500 bp, das von BAR-Body B wies eine Lange von circa 400 bp auf und das von BAR-Body C

war circa 300 bp lang.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Bindung der Primer NRBI AA1204-ApaLl-s und CH1

3¢an die BAR-Region der BAR-Bodies A,

B und C.

Dargestellt sind die drei BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7) mit den unterschiedlichen
BAR-Regionen (NRBI-Epitop + angrenzende Region), den angrenzenden Aminosauresequenzen,
sowie die Bindungsstellen der Primer NRBI AA1204-ApalLl-s und CHI1 3°. Die von den Pfeilen

eingefasste Region stellt die amplifizierte Sequenz in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit den

Primern NRBI AA1204-ApaLl-s und CHI

3¢dar.
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Abbildung 14: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung der BAR-
Region der BAR-Bodies A, B und C in die Schwerkette des pCES1-Vektors mittels Kolonien-PCR mit
den Primern CHI 3 und NRBI AA1204-ApalLl-s.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der BAR-Region (NRBI-Epitop +
angrenzende Region) der Klone 1 - 9 des BAR-Body A, der Klone 1 - 6 des BAR-Body B und der
Klone 1 - 8 des BAR-Body C. Die BAR-Bodies entsprechen den Konstrukten (2)in Abbildung 9.

Nach diesem Schritt lag die fertige Gensequenz der Schwerkette mit BAR-Region (NRBI-Epitop und
angrenzende Region entsprechend der Abbildung 7) im pCES1-Vektor vor (Abbildung 9, Konstrukt

@).

4.4.1.2. DNA-Sequenz der Leichtkette
Analog zu den zuvor beschriebenen Schritten wurde die Leichtkette vorbereitet, indem die spezifische
Gensequenz des Neurabin | (Abbildung 9, Konstrukt (1)) mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
mit den Leichtkettenprimern (siehe Tabelle 9) amplifiziert wurde. Als Template diente der NRBI-Klon
der Aminosduren 1041 bis 1375. Die GroRe der spezifischen NRBI-Gensequenz wurde in der Agarose-

Gel-Elektrophorese kontrolliert und betrug, wie erwartet, etwa 360 bp (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Agarose-Gel-Elektrophorese nach PCR auf NRBI-Klon mit den Leichtkettenprimern.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der DNA-Fragmente der BAR-Region
(NRBI-Epitop + angrenzende Region) der BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7), die den
variablen Teil der Leichtkette (VL) des Fab-Antikdrpers ersetzen soll. Als Template diente der NRBI-
Klon der Aminosauren 1041 bis 1375.

Die BAR-Region, die die variable Region der Leichtkette ersetzen soll, wurde analog zur Schwerkette
in den TOPO-TA-Vektor kloniert, DH5a E. coli-Bakterien mit dem Vektor transformiert und auf LB-
Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Die DNA der gewachsenen Einzelkolonien wurde in einer
Kolonien-PCR mit den Primern M13 forward und M13 reverse zur Kontrolle dieses
Klonierungsschrittes amplifiziert. Die Agarose-Gel-Elektrophorese zeigte ein Genfragment bei circa
600 bp, was bestatigte, dass die TA-Klonierung der Neurabin I-BAR-Region erfolgreich war
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung der
Neurabin I-BAR-Regionen in den TOPO-TA-Vektor mittels Kolonien-PCR mit den Primern M13
forward und M13 reverse.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der BAR-Region (NRBI-Epitop +
angrenzende Region) von jeweils 6 Klonen der BAR-Regionen Typ A, B und C (siehe Abbildung 7).

Im nachsten Schritt (Abbildung 9, Schritt (5)) wurde die Gensequenz der BAR-Regionen jeweils des
ersten Klons mit den Enzymen ApaLl und Xhol aus dem TOPO-TA-Vektor herausgeschnitten. Die
Agarose-Gel-Elektrophorese zeigte die erfolgreiche Auftrennung des Vektors (Abbildung 17). Fir die
weitere Aufarbeitung wurde das untere Fragment bei 360 bp aus dem Agarose-Gel extrahiert und mit

dem ,,Zymoclean Gel DNA Recovery Kit*“ (Zymo Research) auf gereinigt.
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Abbildung 17: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Isolierung der BAR-Region der BAR-Bodies A, B
und C zur Klonierung in den pCES1-Vektor anstelle der variablen Region der Leichtkette (VL) mit

den Restriktionsendonukleasen ApaLl und Xhol.

1% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Bei 360 bp Darstellung der DNA-Fragmente der BAR-
Region (NRBI-Epitop + angrenzende Region) fur die Klonierung in die Leichtkette (VL) der BAR-
Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7). Verdau des TOPO-TA-Vektors mit den

Restriktionsenzymen ApaLl und Xhol.

Als nichstes (Abbildung 9, Schritt (6)) wurden 25 ng der BAR-Regionen A, B und C als Insert in den
pCES1-Vektor, welcher bereits die Schwerkette und den konstanten Teil der Kappa-Leichtkette enthielt
(Abbildung 9, Konstrukt (4), 150 ng), kloniert. TGI E. coli-Bakterien wurden mit dem neuen Konstrukt
(Abbildung 9, Konstrukt (7)) transformiert und auf 2xTY-Ampicillin-Agarplatten ausplattiert. Die
gewachsenen Einzelkolonien dienten als Template fiir die Kolonien-PCR mit den Primern M13 reverse
und kappa-antisense. Die Agarose-Gel-Elektrophorese bestétigte das Vorliegen der gewiinschten Klone
in den Bakterien durch die DNA-Bande bei 500 bp (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Kontrolle der erfolgreichen Ligation der BAR-
Region der BAR-Bodies A, B und C in den pCES1-Vektor mit den Primern M13 reverse und kappa-

antisense.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der BAR-Region (NRBI-Epitop +
angrenzende Region) der Klone 1 - 8 des BAR-Body A, der Klone 1 - 8 des BAR-Body B und der
Klone 1 - 7 des BAR-Body C. Die BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7) entsprechen den
Konstrukten (Z) auf Abbildung 9.

4.4.1.3. Sequenzierung
Zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung in den pCES1-Vektor erfolgte eine Sequenzierung der
hergestellten Konstrukte (Abbildung 9, Konstrukt (7)) Typ A, B und C (siehe Abbildung 8), welche
zeigte, dass die gewiinschte Sequenz des Neurabin | (NRBI) erfolgreich in den pCES1-Vektor kloniert
wurde und damit den variablen Teil der schweren und leichten Kette ersetzte. In Abbildung 19 ist
beispielhaft die Sequenz des BAR-Body (7) B abgebildet. Dargestellt sind die Signalsequenz des
pCES1-Vektors, die Schnittstellen der Restriktionsenzyme, der Anfang und das Ende der Neurabin-
Sequenz des BAR-Body B, sowie der konstante Teil der Schwer- respektive der Leichtkette. Die
Sequenzen der BAR-Bodies (7) A, B und C sind im Aufbau analog, unterscheiden sich lediglich in den
Aminosauren der BAR-Region, genauer an den an die Epitopregion angrenzenden
Aminoséuresequenzen. Die erhaltenen Konstrukte (7) A, B und C entsprachen in ihrer DNA-Sequenz

der zuvor geplanten Sequenz der Expressionsklone.
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Abbildung 19: Sequenzierung des BAR-Body (7)B.

Dargestellt ist jeweils sowohl die DNA- als auch die Aminosduresequenz der verwendeten
Signalsequenz, die verwendeten Restriktionsschnittstellen (in (A) Ncol und BstEI|, in (B) ApaLl und
Xhol), der Anfang bzw. das Ende des NRBI-Fragmentes und der Beginn des konstanten Teils der
Schwer- (A) respektive Leichtkette (B). Obwohl das komplette NRBI-Fragment nicht dargestellt ist,
ist die durchgehende Aminoséauresequenz der Konstrukte erkennbar.
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4.4.2. Produktion der BAR-Bodies
Zur Expression in Bakterien wurden TGI E. coli-Bakterien mit jeweils den Klonen 1 und 2 der
hergestellten Konstrukte A, B und C (Abbildung 9, Konstrukt (7)) transformiert. Die Bakterien wuchsen
in 2xTY-Medium mit Ampicillin und Glucose bis zu einer Zelldichte von ODgo = 0,6 — 0,8. Die Protein-
Produktion in den TGI E. coli-Bakterien wurde durch Induktion mit Isopropylthiogalactosid (IPTG, 2
mM Endkonzentration) gestartet (Abbildung 9, Schritt (8)).

Der pCES1-Vektor enthalt hinter der Schwerkette ein His-Tag, welches die Reinigung des Proteins mit
TALON Beads ermdoglicht. Nach einem Waschschritt mit Lysepuffer konnten die Proben mit Imidazol
eluiert werden, sodass im Eluat das Protein frei vorlag. In der Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese mit
einem 12% Trenngel wurde das Protein nach seiner Molekilmasse aufgetrennt. Im Westernblot
(Abbildung 9, Schritt (9)) erfolgte der Nachweis des Konstruktes iiber das His-Tag mittels murinem
Penta-His-Antikorper und HRP-konjugiertem Anti-Maus-Antikorper bei einer Proteinbande von circa
85 kDa.

A B C
. 1 2 _ .l 2 1 2

85 --.----

70
60

50

O Q11

Abbildung 20: Westernblot zur Kontrolle der Expression der BAR-Bodies in den TGI E. coli-
Bakterien.

Darstellung der BAR-Bodies Typ A, B und C (siehe Abbildung 7) mit jeweils den Klonen 1 - 2.
Detektion der BAR-Bodies tber His-Tag.

Mit dem ,,Photometer Gene Quant pro*“ (Amersham plc) wurde die Konzentration der hergestellten
BAR-Bodies bestimmt und daraus die absolute Menge berechnet. Die GroRe der urspriinglichen Kultur
betrug 4 ml und das Volumen der BAR-Bodies 200 pl. Die Werte sind in Tabelle 12 aufgelistet.
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Tabelle 12: Konzentration und absolute Menge der produzierten BAR-Bodies

BAR-Body Konzentration (mg/ml) Absolute Menge (ng)
Al 0,111 22,2
A2 0,071 14,2
B1 0,030 6,0
B2 0,039 7,8
Cc1 0,027 5,4
C2 0,054 10,8

4.4.3. Funktionelle Testung der BAR-Bodies

Nach der Produktion der BAR-Bodies wurde ihre Funktionalitdt an Lymphomzellen getestet. Zu dem
Zeitpunkt der Durchfihrung gab es keine erhaltliche Zelllinie des priméren ZNS-Lymphoms. Aus
diesem Grund musste ein B-Zell-Rezeptor, welcher gegen Neurabin | (NRBI) gerichtet ist und aus
primérem Patientenmaterial kloniert wurde, in eine vorhandene Zelllinie kloniert werden (Abbildung 9,
Schritt 10)). Ausgewahlt wurde die OCI-Ly3-Zelllinie, die aus einem humanen diffus groRzelligen B-
Zell-Lymphom etabliert wurde und die natlrlicherweise einen B-Zell-Rezeptor exprimiert, der gegen
ARS2 (Arsenite Resistance Protein 2) gerichtet ist. Das Plasmid, das den NRBI-reaktiven B-Zell-
Rezeptor enthalt, wurde mittels Elektroporation in die OCI-Ly3-Zellen transfiziert und so wurde die
OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zelllinie hergestellt. Die Proteinexpression des transfizierten NRBI-reaktiven
B-Zell-Rezeptors wurde durch die Zugabe von Doxycyclin aktiviert (Tet-on).5!

Die mit einem NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptor transfizierten OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen
(Abbildung 9, Konstrukt (1)) wurden mit den BAR-Bodies inkubiert. AnschlieRend erfolgte mittels
Anti-His-Antikorpern (gekoppelt an den Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin) nach mehreren
Waschschritten die durchflusszytometrische Detektion der BAR-Bodies auf den OCI-Ly3-recNRBI-
BZR-Zellen. Im ,,.BD FACS Canto Flow Cytometer* wurde das Streulicht des Farbstoffes gemessen und
mit der ,,WinMDI Software* ausgewertet. Als Positivkontrolle diente ein vorhandenes BAR-Toxin-
Konstrukt, das aus der Epitopregion des NRBI (AA1204 - 1250) gekoppelt an das Toxin ETA* (NRBI-
ETA) bestand und welches bereits in friheren Experimenten eine Bindung an die OCI-Ly3-recNRBI-
BZR-Zellen gezeigt hatte. In der Auswertung der Messungen der Durchflusszytometrie zeigte die
Positivkontrolle NRBI-ETA® eine Bindung an die Lymphomzellen mit NRBI-spezifischem B-Zell-
Rezeptor, nicht aber an Lymphomzellen, die den NRBI-spezifischen BZR nicht exprimierten. Die BAR-
Body-Konstrukte zeigten hingegen keine Bindung an OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen, auch wenn diese

durch Doxycyclin-Induktion NRBI-spezifische B-Zell-Rezeptoren exprimierten.
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Abbildung 21: Bindungs-Assay der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit den BAR-Bodies A, B und C.

Durchflusszytometrische Messung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Allophycocyanin  (APC).
A: OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen ohne Induktion des NRBI-spezifischen BZR. B: OCI-Ly3-rec-
NRBI-BZR-Zellen, bei denen zuvor durch Doxycyclin die NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptoren
induziert wurden. A + B: Die schwarze Kurve stellt die Positivkontrolle NRBI-ETA¢ (linearisiertes
NRBI gekoppelt an ETA) dar und zeigt bei den OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit induziertem
NRBI-reaktivem BZR (B) eine Bindung an die Lymphomzellen. Alle in dieser Arbeit hergestellten
BAR-Bodies (jeweils zwei Klone der BAR-Bodies A, B und C) sind in den Ubereinander liegenden
farbigen Kurven dargestellt und zeigen keine Bindung an die Zellen. Die rote Kurve ist die
Negativkontrolle, bei der die Autofluoreszenz der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen gemessen wurde.

4.4.4. Modifizierung des Formats der BAR-Bodies
Aufgrund der fehlenden Bindung der BAR-Bodies im Fab-Format an die Lymphomzellen wurde als
Alternative zu dem Fab-Fragment ein neues Konstrukt entwickelt, welches nur noch eine Antigen-
Bindungsstelle enthélt. Die Leichtkette wurde aus dem pCES1-Vektor entfernt und das neue Konstrukt
bestand nur noch aus der Neurabin I-BAR-Region als variablen Teil der Schwerkette (VH) und der
CH1-Domane der Schwerkette. Gekoppelt wurde das BAR-Body an das modifizierte Pseudomonas
aeruginosa Exotoxin A (ETA*). Natirlicherweise erfolgt nach Bindung eines spezifischen Antigens an
den passenden B-Zell-Rezeptor die Internalisierung des Antigen-Antikdrper-Komplexes. Wird das
NRBI-enthaltende BAR-Body von den Lymphomzellen (iber den B-Zell-Rezeptor internalisiert, spaltet

sich Exotoxin A ab und kann Uber eine Hemmung der Proteinsynthese zytotoxische Effekte austiben.
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In Abbildung 22 ist die schematische Darstellung des neuen Konstruktes gezeigt. Wie bereits bei den
davor getesteten Konstrukten enthalt das BAR-Body A das Neurabin I-Epitop am Anfang der BAR-
Region, BAR-Body B das Epitop in der Mitte und BAR-Body C das Epitop am Ende der BAR-Region
(siehe Abbildung 7). Die BAR-Region bestehend aus dem Epitop und der anliegenden Region des
Neurabin | ist gekoppelt an den konstanten Teil der Schwerkette (CH1) und das Toxin ETA‘. Die
Konstrukte werden analog zu den Konstrukten im Fab-Format weiterhin als modifiziertes BAR-Body
A, B und C bezeichnet.

A B G
NRB NRB NRBI
VH VH VH
CH1 CH1 CH1

Abbildung 22: Schematische Darstellung der modifizierten BAR-Bodies A, B und C gekoppelt an
ETA"

Der graue Balken stellt die Epitopregion des Neurabin I dar. Im Vergleich zu den zuvor hergestellten
BAR-Bodies im Fab-Format bestehen die neuen Konstrukte nur noch aus der BAR-Region (NRBI-
Epitop + angrenzende Region) gekoppelt an CH1 der Schwerkette, das wiederum mit dem

Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA9) als toxische Wirkkomponente verbunden ist.

Die Herstellung der modifizierten BAR-Bodies ist in Abbildung 23 gezeigt. Die einzelnen
Arbeitsschritte werden im nachfolgenden Text (Abschnitte 4.4.6, 4.4.7 und 4.4.8) erléutert.
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Herstellung der modifizierten BAR-

Bodies.
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(7) : pCES1-Vektor, welcher die DNA-Sequenz der BAR-Region (NRBI-Epitop + angrenzende
Region) im variablen Teil der Schwerkette (VH), sowie die DNA-Kassette zur Herstellung von
Antikdrpern im Fab-Format enthalt (siehe Abbildung 9).

- @ : Klonierung des ZNS-Lymphom-BZR mit NRBI-Reaktivitat in die DLBCL-Zelllinie
OCI-Ly3 zur Herstellung der rekombinanten Zelllinie OCI-Ly3-recNRBI-BZR.

@) - @3: Klonierung des modifizierten Pseudomonas aeruginosa Exotoxin in den pCES1-Vektor, der

eine DNA-Kassette zur Herstellung von Antikdrpern im Fab-Format enthalt.
- @@ : Deletion der DNA-Sequenz der Leichtkette aus der DNA-Kassette des pCES1-Vektors.

@6 - @) Expression der BAR-Bodies in TGI E. coli-Bakterien und Nachweis im Western Blot.

4.4.5.Klonierung der modifizierten DNA-Sequenz der BAR-Bodies
Der pCES1-Vektor (Abbildung 23, Konstrukt (7)) wurde mit den Restriktionsenzymen Notl und EcoRl
und dem orange Fermentas Puffer verdaut. AnschlieBend wurden 30 ng des pCES1-Vektors mit 15 ng
der ETA*-DNA-Sequenz ligiert (Abbildung 23, Schritt 12)).

Zur Entfernung der variablen Domane der Leichtkette (VL) aus dem Konstrukt (Abbildung 23, Schritt
19)) wurde der pCES1-Vektor (Abbildung 23, Konstrukt (13)) mit den Restriktionsenzymen Hindlll und
Ascl und dem red Fermentas Puffer verdaut. Hierbei entstanden keine komplementéren Uberhange, was
eine Re-Ligation verhinderte. Um glatte DNA-Enden (,,blunt ends*) fiir die Re-Ligation herzustellen
wurde der Vektor mit 10 U Klenow-Fragment fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Ligation der entstandenen ,,blunt ends* mittels T4-DNA-Ligase. Somit bestanden die modifizierten
BAR-Bodies jetzt, wie in Abbildung 22 gezeigt, aus der NRBI-BAR-Region und dem konstanten Teil
der Schwerkette (CH1) gekoppelt an das modifizierte Pseudomonas Exotoxin A (ETA*).

TGI E. coli-Bakterien wurden mit dem neuen Vektor (Abbildung 23, Konstrukt (5)) transformiert. Die
DNA der Bakterien wurde in einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit den Primern CH1 3° und dem
Primer NRBI AA1204-ApaLl-s amplifiziert. Die erfolgreiche Klonierung wurde in der Agarose-Gel-
Elektrophorese kontrolliert (Abbildung 24). Durch die Bindung des NRBI-Primers an die Aminosaure
1204 zeigten die so generierten PCR-Produkte der drei Konstrukte unterschiedliche GroRen (siehe
Abbildung 13). Das PCR-Produkt des BAR-Body A hatte eine Lénge von circa 500 bp, das von BAR-
Body B von circa 400 bp und das von BAR-Body C von circa 300 bp.
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Abbildung 24: Agarose-Gel-Elektrophorese zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierung der
modifizierten Neurabin-BAR-Bodies in den pCES1-Vektor mit den Primern CHI1 3¢ und NRBI
AA1204-Apall-s.

2% Agarose-Gel. Ethydiumbromid-Farbung. Darstellung der Klone 1 - 5 des BAR-Body A, der Klone
1 - 5 des BAR-Body B und der Klone 1 - 6 des BAR-Body C. Die BAR-Bodies entsprechen den
Konstrukten @) in Abbildung 23.

Die so klonierten Konstrukte (Abbildung 23, Konstrukt (5) dienten als Expressionsklone der
modifizierten BAR-Bodies. Zur Verdeutlichung sind die DNA- und Aminosauresequenz des BAR-Body
B in Abbildung 25 aufgefiihrt. Die Sequenzen der modifizieten BAR-Bodies A, B und C unterschieden
sich lediglich in der NRBI-BAR-Region (siehe Abbildung 7).
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atgaaatacctattgcctacggcagccgctggattgttattactcgecggeccagecggecatggeccaacacatggattacaaaagcaaac

aagagaaacccaaatccctecctcttcttcaatctttggaaggcattctcaacttatgtctgtagtctggatccaagaaaccaataatttt

accttcaatgatgacttcagtcccagcagtaccagttcagcagacctcagecggcttaggagcagaacctaaaacaccagggctctctcag

tccttagcactgtcatcagatgagatccttgatgatggacagtctcccaaacacagtcagtgtcagaatcgggecgttcaggaatggagt

G
gtgcagcaggtttctcactggttaatgagcctaaatctggagcagtatgtatctgaattcggggtcacecgtctcaagecgectccaccaag

ggcccatcggtctteccecectggcaccctectccaagagcacctectgggggcacageggecctgggectgectggtcaaggactactteccee

gaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgccctgaccageggecgtccacaccttecccggectgtectacagtecctcaggactcetactece

ctcagcagcgtagtgaccgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagecccagcaacaccaaggtg
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gacaagaaagttgagcccaaatcttgtgcggccgcactcgagcatcatcatcatcatcatcatcatcatcatcccggggagggecggcage

ctggccgcgctgaccgcgcaccaggcectgccacctgeccgectggagactttcaccecgtcatecgecagecgegeggetgggaacaactggag

cagtgcggctatccggtgcagecggectggtecgeectcectacctggecggegecgactgtcatggaaccaggtcgaccaggtgatccgecaacgec

ctggccagccccggcagcggecggecgacctgggecgaagecgatcecgecgagcageccggagcaggeccgtectegegetgacecectggeecgecgece

gagagcgagcgcttcgtcececggcagggcaccggcaacgacgaggcgggagcecggcecaacgcecgacgtggtgagectgacctgececggtegece

gccggtgaatgcgecgggceccggcggacagcggcgacgecctgectggagegcaactatcecccactggecgecggagttecctecggecgacggegge

gacgtcagcttcagcacccgcggcacgcagaactggacggtggageggectgcectccaggecgecaccgccaactggaggagecgeggectatgtyg

ttcgtcggcectaccacggcaccttcecctcgaagecggecgcaaagcategtetteggeggggtgegegegegcageccaggacctecgacgegate

tggcgcggtttctatatcgecggecgatcecggegetggectacgectacgecccaggaccaggaacccgacgcacgcggcecggatececgecaac

ggtgccctgetgecgggtctatgtgecgegetectagectgecgggettcectaccgecaccagectgacecctggececgegeccggaggecggecggge

gaggtcgaacggctgatcggccatccgectgeccgetgegectggacgecatcaccggecccgaggaggaaggcgggecgectggagaccatt

ctcggctggccgcectggccgagegcaccgtggtgattceccctecggegatccccaccgacccgegcaacgteggeggecgacctecgaccegtec

agcatccccgacaaggaacaggcgatcagegecctgecggactacgeccageccageccggcaaaccgecgegegaggacctgaagtaa

Abbildung 25: Darstellung der DNA- und Aminosauresequenz des BAR-Body B.

Signalsequenz

Restriktionsschnittstellen
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4.4.6. Produktion der modifizierten BAR-Bodies

Die Produktion der BAR-Bodies wurde fir die Klone 1 — 3 der BAR-Bodies A und B sowie fiir einen
Klon (Klon 4) des BAR-Body C fortgefiihrt. Induktion, Elution und Lyse erfolgte wie im Abschnitt
4.4.2. bereits beschrieben. Die Expression der neuen Konstrukte in TGI E. coli-Bakterien (Abbildung
23, Schritt 16)) wurde im Westernblot (Abbildung 23, Schritt (17)) kontrolliert. Die Detektion des
Konstruktes erfolgte mittels murinem Penta-His-Antikdrper und HRP-konjugiertem Anti-Maus-
Antikorper. Der Westernblot zeigte eine Proteinbande bei circa 100 kDa, was der theoretischen GroRe
des NRBI-BAR-Body entspricht.

kDa 1 2 3 1 2 3
130 —

100 — 4 0 e

70 Q

Abbildung 26: Westernblot zum Nachweis der modifizierten BAR-Bodies nach Expression in TGI E.

coli-Bakterien.

Darstellung des BAR-Body A mit den Klonen 1 - 3, des BAR-Body B mit den Klonen 1 - 3 und des
BAR-Body C mit dem Klon 4.

Im ,,Photometer Gene Quant pro“ (Amersham plc) wurde die Konzentration der hergestellten BAR-
Bodies gemessen, woraus sich die in Tabelle 13 dargestellte absolute Menge der BAR-Bodies berechnen
lieR. Die Menge der angeimpften Kulturen betrug 4 ml und das daraus gewonnene Volumen an
gereinigten BAR-Bodies 200 pl. Der Klon 1 des BAR-Body A wies eine ungultige Konzentration auf

und wurde deshalb fir die weitere Arbeit verworfen.
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Tabelle 13: Konzentration und absolute Menge der modifizierten BAR-Bodies

BAR-Body Konzentration (mg/ml) Absolute Menge (ng)
BAR-Body A, Klon 2 0,010 2,0
BAR-Body A, Klon 3 0,004 0,8
BAR-Body B, Klon 1 0,025 5,0
BAR-Body B, Klon 2 0,018 3,6
BAR-Body B, Klon 3 0,014 2,8
BAR-Body C, Klon 4 0,010 2,0

4.4.7.Funktionelle Testung der modifizierten BAR-Bodies

4.4.7.1. Bindungs-Assay
Um die Bindung der produzierten NRBI-BAR-Bodies an NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptoren zu testen,
wurden durchflusszytometrische Untersuchungen durchgeflhrt. Hierbei erfolgte der Nachweis der
BAR-Bodies Uber das integrierte His-Tag und einen an Allophycocyanin gekoppelten Anti-His-
Antikorper. Wie bereits im Abschnitt 4.4.3. beschrieben wurden fir die Bindungs-Assays Zellen der
DLBCL-Zelllinie OCI-Ly3 mit einem NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptor transfiziert, dessen Expression
uber die Zugabe von Doxycyclin (1 pg/ml) reguliert wurde. Die so transfizierten Zellen werden OCI-

Ly3-recNRBI-BZR-Zellen genannt. Die Auswertung erfolgte tber ,,WinMDI Software*.

Von allen getesteten Konstrukten konnte lediglich fir den Klon 2 des NRBI-BAR-Body B eine Bindung
an den OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen gezeigt werden. Diese Bindung war erst nach Anschalten der
Expression des NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptors durch die Zugabe von Doxycyclin (Tet-on)
nachweisbar, was die Bindung an den NRBI-spezifischen B-Zell-Rezeptor beweist. Bei dem BAR-Body
B handelt es sich um das BAR-Body, dessen Epitopregion mittig in der BAR-Region der Schwerkette
enthalten ist (siehe Abbildung 7 und 8). Als Positivkontrolle diente das Neurabin I-BAR-Toxin, das sich
aus dem reinen Epitop von NRBI gekoppelt an das modifizierte Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A
zusammensetzt (NRBI-ETA).
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Abbildung 27: Bindungs-Assay der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit den modifizierten BAR-

Bodies.

Dargestellt sind Zellen ohne NRBI-BZR-Induktion (A) und Zellen nach Induktion des NRBI-BZR
durch Doxycyclin (1 ug/ml) (B). Die dinne rote Kurve stellt die Negativkontrolle mit Zellen ohne
Kontakt zu einem BAR-Body und somit die Autofluoreszenz der Zellen dar. Die schwarze Kurve stellt
die Positivkontrolle NRBI-ETA ¢ (linearisiertes NRBI-Epitop gekoppelt an ETA‘) dar. Die dicke rote
Kurve in Abbildung B repréasentiert die Bindung des BAR-Body B, Klon 2, an die Lymphomzellen.
Alle anderen in dieser Arbeit hergestellten BAR-Bodies sind in den tbereinander liegenden farbigen

Kurven dargestellt und zeigen keine Bindung an die Lymphomzellen.

BAR-Body B, Klon 2, wurde anschlieend in einer groBeren Kultur (50 ml) fur die nachfolgenden
Experimente neu induziert. Es wurden 337,6 pug des BAR-Body B, Klon 2, produziert.

Im Westernblot konnte erneut eine Bande bei circa 100 kDa nachgewiesen werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Westernblot zur Kontrolle der Expression des Konstruktes B, Klon 2, in den TGI E.
coli-Bakterien.

Die Bindung des BAR-Body B, Klon 2, an die OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen wurde in einem weiteren
Bindungs-Assay bestatigt (Abbildung 29). Als Negativkontrolle diente ein vorliegendes BAR-Toxin-
Konstrukt des fremden Antigens MAZ gekoppelt an das Toxin ETA® (MAZ-ETA®). Die OCI-Ly3-
recNRBI-BZR-Zellen haben keine MAZ-spezifischen B-Zell-Rezeptoren, so dass die Negativkontrolle
keine Bindung an diesen Lymphomzellen zeigen sollte.
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Abbildung 29: Bindungs-Assay des BAR-Body B, Klon 2, nach Inkubation mit OCI-Ly3-recNRBI-
BZR-Zellen.

Dargestellt sind die Bindung des NRBI-BAR-Body an OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen ohne
Expressionsinduktion des NRBI-BZR mittels Doxycyclin (A) und nach Induktion des NRBI-BZR
(B). Die rote Kurve stellt die Leerkontrolle dar und zeigt die Autofluoreszenz der Zellen ohne
Inkubation mit einem BAR-Body. Die schwarze Kurve zeigt eine weitere Negativkontrolle, namlich
die Inkubation mit dem an ETA‘ gekoppelten Antigen MAZ (MAZ-ETA¢). Die grine Kurve zeigt die
Inkubation mit dem NRBI-BAR-Body B, Klon 2, welches nach Induktion des NRBI-spezifischen
BZR (B) an die OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen bindet.

4.4.7.2. Internalisierungs-Assay
Ein Internalisierungs-Assay wurde zur Uberpriifung der Aufnahme des BAR-Body in Lymphomzellen
mit NRBI-reaktivem B-Zell-Rezeptor durchgefiihrt. Daflir wurde zundchst mit einer ersten Farbung die
Bindung des BAR-Body an den Oberflachen-BZR der rekombinanten OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen
Uberprift und im Anschluss eine intrazellulare Farbung zum Nachweis der internalisierten BAR-Bodies

durchgefihrt.

Fir die Oberflachenfarbung wurden OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit dem BAR-Body B, Klon 2,
und als Negativkontrolle mit MAZ-ETA‘, inkubiert. Alle Proben wurden auf Eis gelagert, sodass die
Internalisierung der BAR-Bodies verzogert wurde. Durch einen Waschschritt mit PBS wurden alle
ungebundenen BAR-Bodies entfernt. Fir die Messung im ,,BD FACS Canto Flow Cytometer* wurden
die Proben mit einem Anti-His-Antikorper gekoppelt an Allophycocyanin (APC) inkubiert. So konnte
gezeigt werden, dass das BAR-Body B, Klon 2, sich auf der Oberflache der getesteten Lymphomzellen
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befand. MAZ-ETA* konnte nicht auf der Oberflache der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 30).

Events

Abbildung 30: Oberflachenfarbung der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen.

Durchflusszytometrische Messung. Bei den OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen wurde die Induktion des
NRBI-spezifischen B-Zell-Rezeptors vor der Testung mittels Doxycyclin (I ug/ml) aktiviert (Tet-on).
Die griine Kurve zeigt das vorhandene BAR-Body B, Klon 2, auf der Oberflache der Zellen. Die rote
Kurve zeigt eine Negativkontrolle bei der die OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen nicht mit einem BAR-
Body inkubiert wurden. Die schwarze Kurve reprasentiert OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen, die mit
einer weiteren Negativkontrolle, dem Antigen MAZ gekoppelt an ETA¢ (MAZ-ETA°), inkubiert
wurden. Die B-Zell-Rezeptoren der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen zeigen keine Bindungsaffinitat
gegen das Antigen MAZ.

Fir das Internalisierungs-Assay wurden analog zur Oberflachenfarbung drei Versuche mit OCI-Ly3-
recNRBI-BZR-Zellen angesetzt, wobei der erste als Leerkontrolle diente, der zweite die Inkubation mit
dem BAR-Body B, Klon 2, zeigte und der dritte als Negativkontrolle die Inkubation mit dem
Kontrollantigen MAZ (MAZ-ETA) zeigte. Die Inkubation der Proben fur 30 min auf Eis ermoglichte
die Bindung des BAR-Body an die B-Zellen. Nach einem Waschschritt, der alle ungebundenen BAR-
Bodies entfernt hat, wurden die Proben fiir 30 min bei 37°C und 5% CO; inkubiert, wodurch die
Internalisierung des BAR-Body ins Innere der Lymphomzellen ermdéglicht wurde. Im Anschluss wurden
die Zellen mit 2% Paraformaldehyd fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die OCI-Ly3-
recNRBI-BZR-Zellen mit Saponin permealisiert. Fir die Messung im ,,BD FACS Canto Flow
Cytometer wurden die Zellen mit einem Anti-His-Antikorper, der an den Fluoreszenzfarbstoff

Allophycocyanin (APC) gekoppelt ist, fir 30 min auf Eis inkubiert. Durch Saponin werden die
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lonenkandle der Zelle ge6ffnet, was die Passage des sekundaren Antikérpers ins Innere der Zellen und
die Markierung der internalisierten BAR-Bodies ermdglicht. Die Auswertung der Messung erfolgte mit
der ,,WinMDI Software* und zeigte eine Internalisierung des BAR-Body B, Klon 2, in die OCI-Ly3-
recNRBI-BZR-Zellen.
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Abbildung 31: Internalisierungs-Assay an den OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen mit induziertem
NRBI-BZR.

Durchflusszytometrische Messung. Die griine Kurve, welche die Inkubation der Zellen mit dem BAR-
Body B, Klon 2, reprasentiert, zeigt die Internalisierung des Konstruktes ins Innere der
Lymphomzellen. Die rote Kurve, Zellen ohne Kontakt zu einem BAR-Body, sowie die schwarze Kurve,
Zellen inkubiert mit der Negativkontrolle (MAZ-ETA°), zeigen keine Internalisierung in die OCI-
Ly3-recNRBI-BZR-Zellen.

4.4.7.3. Zytotoxizitats-Assay
Auf einer 96-Well-Platte wurden 5000 Zellen pro Well angesetzt, entsprechend der Konzentration der
OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zell-Kulturen. Die Zellen wurden in drei Ansdtzen einmal mit RPMI-1640,
einmal mit der Negativkontrolle MAZ-ETA® und einmal mit dem hergestellten BAR-Body B, Klon 2,
inkubiert. Es wurde weiterhin eine Minimallyse mit dem Zellmedium RPMI-1640 und eine Maximallyse
mit RPMI-1640 und 0,5%-Triton-X angesetzt.

Nach Inkubation bei 37°C und 5% CO iiber Nacht wurden die Proben mit dem ,,Cytotoxicity Detection
Kit PLUS (LDH)“ von Roche behandelt, wodurch die von gettteten Zellen freigesetzte
Lactatdehydrogenase (LDH) mittels Farbumschlag gemessen werden konnte. Die Messung der
Absorption bei 490 nm erfolgte im ,,Wallac Victor 2, 1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). Bei der
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Auswertung zeigte sich eine spezifische Lyse von maximal 1% bei den OCI-Ly3-Zellen ohne
induzierten B-Zell-Rezeptor, sowie bei den Zellen mit induziertem, NRBI-spezifischem B-Zell-
Rezeptor, die nur mit Zellmedium oder mit dem Kontrollantigen MAZ-ETA® behandelt wurden. Die
spezifische Lyse der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen nach Inkubation mit dem BAR-Body B, Klon 2,
ist in Tabelle 14 sowie in Abbildung 32 dargestellt. Die rekombinante Zelllinie, die einen NRBI
reaktiven BZR exprimiert, zeigt eine deutliche Zytotoxizitat nach Behandlung mit dem NRBI-BAR-
Body. Diese ist spezifisch, da die Zytotoxizitat nur nach Inkubation mit dem NRBI-BAR-Body und

nicht mit der Negativkontrolle MAZ-ETA* nachgewiesen werden kann.

Aus den gemessenen Werten l&sst sich die lineare Regressionskurve fiir die spezifische Lyse des BAR-
Body B, Klon 2, bestimmen. Man erkennt, dass die spezifische Lyse abhéngig von der Konzentration
des BAR-Body ist. Dies wird bestatigt durch den Korrelationswert R? von 0,9955, welcher eine hohe
Korrelation zwischen der Konzentration und der Zelltoxizitat angibt. Mit steigender Dosis des BAR-
Body steigt auch die spezifische Zytotoxizitat. Die positive Steigung der Regressionsgeraden gibt an,
dass die Wirkung, also die Zelllyse, von der Konzentration abhéngig ist. Die Effektivdosis (ED) gibt die
Menge an verabreichtem Wirkstoff an, bei dem eine bestimmte Effektivitat erreicht wird. Die EDso gibt
die Konzentration an, bei der eine spezifische Lyse von 50% erreicht wird und betréagt fiir das BAR-
Body B, Klon 2, 1,80 ug/ml.

Tabelle 14: Zytotoxizitats-Assay

Konzentration des BAR-Body B, Klon 2 .
Spezifische Lyse (%0)
(ng/ml)
10 pg/ml 94%
5 ng/ml 7%
2,5 pg/ml 55%
1,25 pg/ml 32%

Konzentrationsabhangige, spezifische Lyse der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen nach Inkubation mit
dem NRBI-BAR-Body B, Klon 2.
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Abbildung 32: Graphische Auswertung des Zytotoxizitats-Assays.

Darstellung der spezifischen Lyse der OCI-Ly3-recNRBI-BZR-Zellen nach Inkubation mit den BAR-
Bodies in  Abhé&ngigkeit von der Konzentration der verwendeten  Konstrukte.
Blau: lineare Regressionsgerade nach Inkubation der Zellen mit dem BAR-Body B, Klon 2.
Korrelationswert (R?) = 0,9955. Orange: Inkubation der Zellen mit der Negativkontrolle MAZ-ETA*.
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5. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und die in vitro Testung eines Konstruktes fur die potenzielle
Behandlung des primaren ZNS-Lymphoms (PZNSL).

Ohne Therapie hat das PZNSL eine sehr schlechte Prognose mit einer medianen Uberlebenszeit von nur
ein bis zwei Monaten und trotz Hochdosischemotherapie kommt es bei circa 50% der Patienten zu
Rezidiven.* 7% In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Therapieverfahren umgesetzt, die zu einer
Verbesserung der Prognose mit einer Steigerung des medianen Uberlebens von 12,5 Monaten in den
1970er Jahren auf 26 Monate in den 2010er Jahren gefiihrt haben.? *° Die Inzidenz des PZNSL betragt
zurzeit 0,5/ 100.000 Einwohner, wobei die Haufigkeit bei Patienten tiber dem 65. Lebensjahr deutlich
zunimmt. Altere Patienten konnen aufgrund der Intensitit der neueren Therapieprotokolle jedoch nur
eingeschrankt von diesen profitieren. Das Uberleben der Patienten Gber 70 Jahren blieb in den letzten
40 Jahren unverandert mit einem medianen Uberleben nach Therapie von 7 - 19 Monaten, was
weitestgehend unabhéngig von der durchgefiihrten Behandlung war.% %6

Durch alleinige Steroid-Therapie konnte eine Regression sowohl der Klinik, als auch der GroRze der
zerebralen Lasionen bei 40 - 80% der Patienten festgestellt werden.®® 0 Es kam jedoch bei den meisten
Patienten nach der ersten Remission erneut zu Rezidiven, so dass nur in wenigen Einzelféllen eine

Langzeit-Remission erreicht werden konnte.

Die aktuelle Erstlinien-Therapie bei der Behandlung eines primaren ZNS-Lymphoms besteht aus
systemischer Chemotherapie. Die bei der Behandlung von systemischen Lymphomen angewendeten
Chemotherapeutika sind fur die Therapie des PZNSL ineffektiv, da diese die Blut-Liquor-Schranke
nicht passieren konnen. Beim PZNSL missen die Chemotherapeutika zu den hochproliferativen
Lymphomzellen im zentralen Nervensystem gelangen. Daflr missen sie die Blut-Liquor-Schranke
tiberqueren kénnen. Methotrexat (MTX) gehort zu den liquorgangigen Chemotherapeutika und wird bei
der Therapie des PZNSL als Hochdosis-MTX (> 3 g/m? KOF) eingesetzt. Als Monotherapeutikum zeigt
es eine gute Vertraglichkeit mit einer moderaten Toxizitat (WHO Grad Ill) bei unter 10% der
behandelten Patienten. Eine komplette Remission mit Hochdosis-MTX (HD-MTX) als Monotherapie

kann bei 30 - 40% der Patienten erreicht werden.?> 28

Durch die Kombination der Hochdosis-MTX-basierten Chemotherapie mit weiteren liquorgangigen
Chemotherapeutika, wie zum Beispiel Hochdosis-Cytosinarabinosid (HD-AraC), Thiotepa oder
Ifosfamid, konnte das Lang-Zeit-Uberleben verbessert werden.*® Jedoch geht die kombinierte
Chemotherapie mit einem erhéhten Risiko fur schwerwiegende Infektionen und Toxizitét einher, wobei
die Therapie-assoziierte Mortalitat im Vergleich zu der HD-MTX-Monotherapie unverandert blieb.®
Durch die Einfihrung des CD20-Antikorpers Rituximab in Kombination mit der HD-MTX-basierten
Chemotherapie konnte ein verbessertes Therapie-Ansprechen festgestellt werden.?® Die IELSG32

(International Extranodal Lymphoma Study Group-32) hat in einer randomisierten Phase 2 Studie die
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verbesserte Gesamt-Remissions-Rate durch die Kombination aus Chemotherapie und Immuntherapie
mit Methotrexat, Cytosinarabinosid, Thiotepa und Rituximab (MATRix Kur) hervorgehoben.'® Es traten
unter der Therapie mit Rituximab vermehrt hamatologische Nebenwirkungen auf, signifikante
Unterschiede bezlglich schwerwiegenden infektiosen Komplikationen oder der Therapie-assoziierten

Mortalitat bestanden nicht.

Ein weiterer Therapieansatz fur die Behandlung des priméaren ZNS-Lymphoms ist die Radiotherapie.
Im Gegensatz zu der Behandlung von extranodalen Non-Hodgkin-Lymphomen auf3erhalb des ZNS
muss fir die Therapie des PZNSL durch alleinige Bestrahlung mit einem schlechteren lokalen
Tumorrickgang sowie einem reduzierten Gesamtiiberleben gerechnet werden. Die perkutane
fraktionierte Ganzhirn-Bestrahlung mit Dosen Uber 40 Gy flhrt nur bei etwa 40% der Patienten zu einer
kompletten Remission. Die Rezidiv-Rate ist sehr hoch mit einem medianen Uberleben unter einem
Jahr.* Durch die Kombination der Radiotherapie mit einer kombinierten Chemotherapie kann eine
verbesserte Tumorkontrolle erzielt werden. Prospektive Studien zeigen eine Verbesserung des medianen
Uberlebens auf 31 - 90 Monate.*® 2>4° Die Neurotoxizitat der Bestrahlung stellt jedoch ein sehr groRes
Problem dar und kann noch Monate bis Jahre nach der Behandlung weiterbestehen. So kommt es haufig
zu Leukenzephalopathien und kortikalen oder subkortikalen Atrophien. Diese kbnnen in einigen Fallen
zu schweren kognitiven Defiziten sowie zu Pflegebedirftigkeit fuhren. Finf Jahre nach Bestrahlung
lassen sich Zeichen der Neurotoxizitat bei 12 - 65% der Patienten feststellen. Die Bestrahlung-
assoziierte Mortalitatsrate betragt 16 - 66% und ist vor allem bei Patienten lber dem 60. Lebensjahr
erhoht.> 40 In einer randomisierten Phase [l1-Studie konnte die Ganzhirnbestrahlung als
Konsolidierungstherapie zu keiner Verbesserung des Gesamtiberlebens im Vergleich zur HD-MTX-
basierten Chemotherapie filhren.®® Dementsprechend bleibt die Rolle der Ganzhirnbestrahlung unklar
und sollte nicht routinemdRig verwendet werden, sondern erst nach Ausschopfung anderer

Therapieverfahren sowie bei Kontraindikationen fiir systemische Chemotherapie.?

Es gibt aktuell keine evidenzbasierte Standardtherapie, die das VVorgehen bei der Behandlung eines an
einem PZNSL-erkrankten Patienten auf der Basis wissenschaftlich gestitzter Erkenntnisse vorgibt. Der
GroRteil der Therapie-Empfehlungen basiert auf retrospektiven und nur wenigen prospektiven

Studien.?

Konventionelle Chemotherapien und auch die Ganzhirnbestrahlung gehen mit starken Nebenwirkungen
einher, die wahrend der Therapie aber auch noch Jahre nach erfolgreicher Therapie auftreten konnen.®
23,24 gchlussfolgernd kann man sagen, dass die momentane Standardtherapie, die aus ZNS-géangigen
Chemotherapeutika und dem CD20-Antikdrper Rituximab besteht, einen Teil der Patienten heilen kann,
diese jedoch mit starken Nebenwirkungen und einem hohen Risiko fir bleibende ZNS-Schaden und
Zweitmalignome einhergeht. Da aullerdem etwa 60% der Patienten primér therapierefraktar sind oder
nach Erstlinientherapie rezidivieren® 234 zeigt sich die Notwendigkeit fiir neue Therapieansatze des

primaren ZNS-Lymphoms, die gut wirksam und nebenwirkungsarm sind.*
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Neben den klassischen Therapieformen der Chirurgie, der Radiotherapie und der Chemotherapie wird
die Immuntherapie in der Onkologie immer haufiger erfolgreich angewendet. Seit der EU-Zulassung
des CD20-Antikorpers Rituximab im Jahre 1998 ist dieser heute in der Behandlung maligner B-Zell-
Erkrankungen unabdingbar.*> #¢ 5t Mit ihm wurde eine neue Ara der Therapie in der Onkologie und
auch in der Therapie der Lymphome eingeleitet. Neben dem CD20-Antigen wurden weitere
Epitopregionen auf der Oberfliche von Lymphomen identifiziert, die als potenzielle Ziele flr
monoklonale Antikorper dienen konnen.*! %° 62 Monoklonale Antikorper konnen die Lymphomzellen
Uber unterschiedliche Wege eliminieren, zum Beispiel Uber Antikorper-abhangige zellulére
Zytotoxizitat (ADCC), Komplement-abhdngige Zytotoxizitat, direkten Zelltod oder indem sie
Mechanismen zur Umgehung der Immunantwort entgegenwirken (zum Beispiel Checkpoint-

Inhibitoren).5

Mittlerweile finden auch Abwandlungen des klassischen Antikdrperformats Anwendung in der Therapie
von malignen Erkrankungen. BiTEs (,,bispecific T-cell engagers“)? sind bispezifische monoklonale
Antikdrper, welche ausschlieBlich die variablen Domanen von zwei Antikdrpern enthalten, die Gber ein
Verbindungsmolekil verkniipft sind. Ein aktuell erfolgreich in der Therapie von akuten lymphatischen
Leukamien und B-Zell-Lymphomen eingesetzter bispezifischer Antikorper ist Blinatumomab.® Eine
der beiden variablen Antikdrper-Domanen bindet an den B-Zell-Marker CD19, wahrend die zweite
Doméne gegen das CD3-Antigen, das auf allen T-Zellen vorkommt, gerichtet ist. Auf diese Weise
werden zytotoxische T-Zellen in die direkte Nahe von CD19 positiven B-Lymphomzellen gebracht was

zu einer Aktivierung der T-Zellen und Lyse der B-Zellen fiihrt.

Eine weitere Therapieoption stellen CAR T-Zellen dar.® > Hier kommt es zur Transplantation von
autologen T-Zellen, die einen genetisch modifizierten T-Zell Rezeptor (chimdrer Antigen-Rezeptor;
CAR), welcher spezifisch ein Tumorepitop erkennt, exprimieren. Als Erkennungsmolekiil des in die T-
Zellen transfizierten chiméren Rezeptors wird ebenfalls die variable Region eines Antikorpers mit der
gewollten Spezifitat verwendet. T-Zellen, die mit einem CAR transfiziert wurden, der CD19 erkennt,
kénnen als sehr effektive Therapie von B-Zell-Lymphomen und akuten lymphatischen Leukamien

eingesetzt werden.® 1754

Diese unterschiedlichen Formen der Immuntherapie werden zwar erfolgreich bei B-Zell-Lymphomen
angewendet, haben jedoch einen bedeutenden Nachteil. Die Antigene CD20 oder CD19, die in den
meisten Fallen als Ziel der Antikdrper basierten Therapien verwendet werden, befinden sich auf allen
reifen B-Lymphozyten und auch auf den meisten B-Zell-Vorlauferstufen. Somit werden alle reifen B-
Zellen und viele B-Zell-Vorlauferstufen eines Patienten angegriffen und nicht nur die malignen
Lymphomzellen. Es kommt dementsprechend zu einer langanhaltenden B-Zell-Depletion mit erhéhter

Infektanfalligkeit.

Durch die Entdeckung der BARSs (,,B-cell receptor antigens for reverse targeting*) von Pfreundschuh et

al.*® gibt es nun eine neue Mdglichkeit spezifisch maligne B-Zell-Klone zu erkennen, indem
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ausschlie3lich der B-Zell-Rezeptor maligner B-Lymphozyten tber deren natlrliches Antigen (BARs,
siehe Abschnitt 2.3) als Zielstruktur dient. So werden nur die malignen Lymphomzellen aber nicht die
gesunden, reifen B-Lymphozyten angegriffen. Fir das PZNSL wurde herausgefunden, dass bei etwa
67% der Patienten das Antigen Neurabin | von den B-Zell-Rezeptoren auf der Oberflache der
Lymphomzellen erkannt wird.*® 61 Es wird vermutet, dass chronische Stimulation der B-Zell-Rezeptoren
primédrer ZNS-Lymphome durch das Antigen Neurabin | eine Rolle in der Pathogenese dieser
Lymphomentitat spielt. Durch die Kopplung von BARS an eine toxische Wirkungskomponente kénnen
die malignen B-Lymphozyten mit dem BAR-spezifischen B-Zell-Rezeptor gezielt angegriffen werden.
Durch die Bindung an den spezifischen B-Zell-Rezeptor, welcher sich ausschlieflich auf den
Lymphomzellen befindet, kénnen gezielt die malignen Zellen angegriffen werden, wahrend die
gesunden B-Lymphozyten nicht geschadigt werden. Dieses Vorgehen ermdglicht es theoretisch die
Nebenwirkungen im Vergleich zu der klassischen Chemotherapie, welche alle schnell teilenden Zellen
angreift, oder zu der Immuntherapie, die sich gegen Oberflachenstrukturen wie CD20 und CD19, welche
sich auf allen reifen B-Zellen befinden, stark zu reduzieren. Somit ist dieser Therapieansatz sehr

spezifisch und potentiell nebenwirkungsarm.

Eine Mdglichkeit das ZNS-Lymphom-Antigen Neurabin I in ein neues Therapiekonzept umzusetzen ist
die Integrierung von Neurabin I in ein Antikdrperformat. Bei dem Antikdrperformat handelt es sich um
ein bereits erfolgreich getestetes und etabliertes Therapieformat. Dieses neue Therapieformat wurde
BAR-Body genannt. Der Fc-Teil des Antikdrpers wird fiir die Testung der Bindung des BAR-Body an
Lymphomzellen mit NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptor nicht benétigt, so dass Neurabin | lediglich in
Antikdrperfragmente (Fab-Fragmente, siehe Abschnitt 2.4) integriert wurde. Fir die Bindung des BAR-
Body an den B-Zell-Rezeptor der Lymphomzellen wurde NRBI in die variable Domane der Schwer-

und Leichtkette eines Fab-Fragmentes kloniert.

Fir das primér hergestellte Fab-Fragment, das aus einer schweren und leichten Kette bestand, konnte
keine Bindung an Lymphomzellen gezeigt werden, die mit einem rekombinanten NRBI-reaktiven B-
Zell-Rezeptor transfiziert waren. Die Ursachen fir diese fehlende Bindung sind nicht bekannt. Unter
anderem kann sie durch eine mdgliche Interaktion zwischen den NRBI-Epitopregionen der Schwer- und
der Leichtkette bedingt sein. Bei der Faltung der Neurabin I-Epitopregion kann es zur sterischen
Hinderung kommen, so dass die rdumliche Ausdehnung eine Bindung an den NRBI-spezifischen BZR
verhindert. Des Weiteren kann es durch die nahe aneinander liegenden NRBI-BAR-Regionen zu
elektrostatischen Interaktionen kommen. Auch in diesem Fall wére keine Bindung des NRBI-Epitops

an den spezifischen B-Zell-Rezeptor mehr maoglich.

Um diese vermuteten sterischen Hindernisse zu umgehen wurde ein neues Format fir das BAR-Body
entwickelt, das nur noch aus der Schwerkette besteht und somit auch nur eine Antigen-Bindungsstelle
besitzt. Analog zum vorherigen Konstrukt wurde die Bindung an Lymphomzellen mit NRBI-reaktivem

B-Zell-Rezeptor getestet.
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Einer der getesteten monovalenten BAR-Body Klone (Typ B, siehe Abbildung 7) zeigte
Bindungsaktivitdt an Zellen mit rekombinantem NRBI-reaktivem B-Zell-Rezeptor. Bei diesem BAR-
Body befand sich das NRBI-Epitop mittig in der Sequenz der variablen Doméne (BAR-Body B, Klon
2).

Um das therapeutische Potential des BAR-Body zu testen, wurde das Konstrukt an das modifizierte
Pseudomonas aeruginosa Exotoxin A (ETA®) als Wirkkomponente gekoppelt. Das Konstrukt sollte nach
Bindung an den NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptor der Lymphomzellen internalisiert werden woraufhin
ETA® intrazellular freigesetzt wird und seine zytotoxische Wirkung entfalten kann.
Durchflusszytometrisch konnte sowohl die Bindung an den NRBI-reaktiven B-Zell-Rezeptor auf der
Oberflache der Lymphomzellen, als auch die Internalisierung des abgewandelten BAR-Body
nachgewiesen werden. Mittels Zytotoxizitats-Assay konnte gezeigt werden, dass es nach
Internalisierung des BAR-Body zur Lyse der Lymphomzellen kommt. Eine Erh6hung der Konzentration
des BAR-Body flihrte dabei zu einer verstarkten Freisetzung von Laktatdehydrogenase (LDH) aus den
Lymphomzellen, was einer gesteigerten Zytotoxizitat entspricht. Das modifizierte BAR-Body-
Konstrukt konnte somit erfolgreich in vitro an Lymphomzellen mit einem NRBI-reaktiven BZR getestet

werden und zeigte eine EDso-Dosis von 1,80 pg/ml.

Dies zeigt, dass das BAR-Body-Format prinzipiell als BAR-Therapieformat geeignet ist. In einem
nachsten Schritt kann nun die Funktion des Konstruktes in vivo getestet werden. Die géangige
Vorgehensweise ist ein Mausmodel, bei dem immunsupprimierten M&ausen ZNS-Lymphomzellen
injiziert werden, diese zu einem Lymphom anwachsen und anschliefend mit dem BAR-Body therapiert
werden. Unter anderem durch die Auswertung des Ansprechens der kiinstlichen Lymphome auf die
Therapie kann die Wirksamkeit des BAR-Body untersucht werden. Sollten diese Versuche erfolgreich
sein konnte eine klinische Studie aufgesetzt werden. Da es sich bei dem primaren ZNS-Lymphom um
eine seltene Erkrankung handelt wird die Durchfiihrung einer prospektiven Therapiestudie mit einer

ausreichenden Patientenzahl eine Herausforderung darstellen.

Bevor die Anwendung am Menschen (berhaupt erwogen werden kann misste das hier beschriebene
BAR-Body eukaryotisch hergestellt werden, da die Gefahr schwerer Immunreaktionen auf

prokaryotisch hergestellte Proteine besteht.

Eine weitere Herausforderung stellt das Auftreten des PZNSL im zentralen Nervensystem dar. Damit
unterscheidet sich das primdre ZNS-Lymphom von den anderen Non-Hodgkin-Lymphomen. Das zu
entwickelnde Medikament muss ndmlich zu den Lymphomzellen im Gehirn, den Meningen oder dem
Ruckenmark gelangen. Bei der Injektion ins Blut muss hierfiir das BAR-Body die Blut-Hirn-Schranke
Uberqueren kénnen, um seine Wirkung am Lymphom entfalten zu kénnen. Die Blut-Hirn-Schranke
verhindert den unkontrollierten Durchfluss vom Blut in den Liquor. Ein weiterer Schritt der in vivo-
Testung des BAR-Body bestiinde also darin, die Durchléssigkeit des Konstruktes durch die Blut-Liquor-

Schranke zu ermitteln. Es gibt mehrere Wege, die es ermdglichen, diese zu Uberqueren. Eine
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Madglichkeit ist der passive Durchtritt durch Diffusion, wobei die Ladung, die Fettléslichkeit und die
molekulare Grolze (unter 500 Da) des Konstruktes eine wichtige Rolle spielen. Eine weitere Méglichkeit
besteht in der Aushutzung von korpereigenen Transportproteinen, die groere hydrophile Molekile
durch die Blut-Liquor-Schranke beférdern. Des Weiteren kann das Konstrukt an einen Liganden
gekoppelt werden, welcher an den Rezeptoren der Blut-Liquor-Schranke erkannt wird.?* Um die Blut-
Liquor-Schranke zu umgehen besteht auBerdem die Mdoglichkeit, das BAR-Body direkt in den
Liquorraum zu injizieren. Man spricht von einer intrathekalen oder intraventrikuldren Injektion. Bei
Hirntumoren wird diese Art der Medikamentzufuhr oft als nicht sehr wirksam angesehen,
wabhrscheinlich bedingt durch die geringe Permeabilitat der Stoffe in das Gehirnparenchym.®! Fir das
PZNSL konnte die Arbeitsgruppe von Pels et al.*’ jedoch die erfolgreiche Kombination von
systemischer und intraventrikulérer Polychemotherapie zeigen. Ohne die intraventrikulare Therapie
kommt es zu hohen Remissionsraten, jedoch treten bei den meisten Patienten bereits friih Rezidive auf.*’
Durch die sehr erfolgreiche systemische Anwendung des IgG1-Antikdrpers Rituximab in der Therapie
der primédren ZNS-Lymphome kann davon ausgegangen werden, dass die Blut-Hirn-Schranke
zumindest teilweise von Antikérper-ahnlichen Konstrukten Gberwunden werden kann.* 2 Zu dieser
Wirksamkeit trégt sicherlich bei, dass es durch das Vorliegen einer maligen Erkrankung im ZNS zu
einer Schadigung der Blut-Hirn-Schranke kommt, was zu einer Erhdhung deren Durchlassigkeit fiihren

konnte.25 38

Ob das aktuell verwendete BAR-Body-Format das am besten geeignete Format ist, um BARs in die
Therapie umzusetzen ist nicht geklart. Die Bioverfligbarkeit von Proteinen ist stark abhangig von deren
GroRe. Durch das Anfugen weiterer Fc-Teile an BARs kdnnten diese vergréBert und deren renale
Rickresorption erhdht werden, was insgesamt zu einer verbesserten Bioverfiigbarkeit fiihren konnte.
Wenn BARs hingegen in kleinere Konstrukte integriert werden wie zum Beispiel bispezifische
Antikorper besteht die Gefahr der schnellen renalen Elimination, jedoch koénnten diese durch ihre

geringe GroRe deutlich besser in den Tumor eindringen, um dort ihre Wirkung zu entfalten.

Die Rolle von Neurabin | in der Pathogenese des priméren ZNS-Lymphoms ist noch nicht abschlieRend
geklart. Es wird angenommen, dass eine chronische Stimulation der Lymphomzellen durch das Antigen
Neurabin 1, welche durch eine Uberaktivierung des B-Zell-Rezeptor-Signalweges vermittelt wird, zu
einer gesteigerten Proliferation und Entartung der B-Zellen fiihrt. Diese Theorie ist aktuell allerdings
noch umstritten und muss durch weitere Studien bestatigt werden. Fur die klinische Anwendung ist
dieser wissenschaftliche Diskurs jedoch nicht von Bedeutung, da das ZNS-Antigen Neurabin I,
unabh&ngig von dessen Rolle in der Pathogenese, ausschlieRlich von ZNS-Lymphomzellen erkannt
wird, was es durch Kopplung an eine Wirkkomponente zu einem hochspezifischen Therapeutikum

macht.
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Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit die Entwicklung und die in vitro-Testung eines neuen
Therapieansatzes flr das primédre ZNS-Lymphom. Das als BAR-Body getaufte Konstrukt muss fiir die
weitere Entwicklung noch zusétzliche Testungen und Optimierungen durchlaufen, um so eine gut
wirksame, nebenwirkungsarme und spezifische Therapie fur Patienten mit einem priméren ZNS-

Lymphom darstellen zu kénnen.
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ETA Exotoxin A (Pseudomonas aeruginosa)
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LDH Lactatdehydrogenase

LRPAPI Low Density Lipoprotein-Related Protein-
Associated Protein |
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