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1. Zusammenfassung  

 

Diese Arbeit stellt ein IgG1-Therapieformat vor, das die malignen B-Lymphozyten des 

primären diffus großzelligen B-Zell-Lymphoms des zentralen Nervensystems über den 

Neurabin-I-reaktiven B-Zell-Rezeptor angreift. Die Ergebnisse der zugrundeliegenden Ver-

suche zeigen, dass durch dieses Therapieformat in vitro maligne Zellen gezielt zerstört werden 

können.  

 

Maligne B-Lymphozyten des primären diffus großzelligen B-Zell-Lymphoms des zentralen 

Nervensystems weisen einen intakten B-Zell-Rezeptor auf und haben somatisch rekombinierte 

und hypermutierte Immunglobulin-Gene. Dies indiziert, dass die Zellen im Rahmen einer 

Keimzentrumsreaktion Kontakt mit einem Antigen hatten und fortlaufend durch das Antigen 

stimuliert werden. Für B-Zell-Rezeptoren des primären diffus großzelligen B-Zell-Lymphoms 

des zentralen Nervensystems wurde das im Nervengewebe exprimierte Protein Neurabin-I als 

dominierendes Antigen identifiziert, auf dessen Reiz hin die Zellen proliferieren. Die 

Neurabin-I-reaktiven B-Zell-Rezeptoren stellen eine tumorspezifische Oberflächenstruktur der 

malignen Klone dar. Über diese können durch Verwendung des B-Zell-Rezeptor-Antigens 

Neurabin-I die Tumorzellen im Rahmen des BAR-Konzepts (B cell receptor antigens for 

reverse targeting) angegriffen werden. 

 

In dem durch diese Arbeit beschriebenen Versuch wurde ein Abschnitt des Neurabin-I-Epitops 

anstelle der variablen Domänen der leichten und schweren Kette eines Immunglobulins in ein 

IgG1-Format kloniert. Das Konstrukt wird IgG1-Neurabin-I-BAR-Body genannt. Nach Klo-

nierung, Expression in humanen Zellen und Aufreinigung wurde der BAR-Body in vitro 

getestet. Es konnte nachgewiesen werden, dass der BAR-Body spezifisch an Zielzellen bindet, 

die einen Neurabin-I-reaktiven B-Zell-Rezeptor auf der Oberfläche exprimieren, wodurch die 

Zielzellen für Effektorzellen markiert werden. So konnte eine durch Effektorzellen vermittelte 

Lyse der mit dem BAR-Body beladenen Tumorzellen erreicht werden.  

 

Der Einsatz des BAR-Bodys in vivo ist dadurch limitiert, dass dieser vermutlich die Blut-Hirn-

Schranke nicht gut überwinden kann. Es bedarf eines auf den BAR-Body angewandten 

Konzepts zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke, das gleichzeitig eine Interaktion des BAR-

Bodys mit dem B-Zell-Rezeptor gewährleistet. Wenn ein solches Konzept gefunden wird, 

könnten Patienten mit dem untersuchten Therapieformat von einer höchst spezifisch auf die 

Tumorzellen gerichteten Behandlung profitieren, die voraussichtlich mit geringeren Neben-

wirkungen einhergeht als eine Polychemotherapie. 
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Integration of the B Cell Receptor Antigen Neurabin-I into an IgG1 

Antibody Format for the Treatment of Primary Diffuse Large B Cell 

Lymphoma of the CNS 

 

This study presents an IgG1 therapy format that attacks the malignant B lymphocytes of the 

primary diffuse large B cell lymphoma of the central nervous system via the neurabin-I reactive 

B cell receptor. The in vitro results of the underlying experiments show that malignant cells can 

be destroyed specifically by means of this therapy format.  

 

Malignant B lymphocytes of the primary diffuse large B cell lymphoma of the central nervous 

system have an intact B cell receptor and have rearranged immunoglobulin genes with somatic 

hypermutation. This indicates that the cells were in contact with an antigen during a germinal 

center reaction and are continuously stimulated by this antigen. For B cell receptors of primary 

diffuse large B cell lymphomas of the central nervous system the protein neurabin-I, which is 

expressed in the neural tissue, was identified as the dominant antigen, upon which the cells 

proliferate. Neurabin-I reactive B cell receptors represent a tumor-specific surface structure of 

the malignant clones. The tumor cells can be attacked via these receptors by using the B cell 

receptor antigen neurabin-I in an approach termed BAR (B cell receptor antigens for reverse 

targeting). 

 

In the experiment described in this paper, a section of the neurabin-I epitope was cloned into 

an IgG1 format replacing the variable domains of the light and heavy chain of an immuno-

globulin. This construct is designated IgG1-neurabin-I-BAR-body. After cloning, expression in 

human cells and purification, the BAR-body was tested in vitro. It was shown that the BAR-

body specifically binds to target cells expressing a neurabin-I reactive B cell receptor on the 

surface, thereby labeling the target cells for effector cells. In this way, effector cell mediated 

lysis of the tumor cells which were loaded with the BAR-body could be achieved.  

 

The use of the BAR-body in vivo is limited by the fact that the BAR-body is probably not able 

to cross the blood-brain barrier well. A concept applied to the BAR-body is required to 

overcome the blood-brain barrier, whereas such a concept at the same time must ensure 

interaction of the BAR-body with the B cell receptor. If such a concept could be found, patients 

are likely to benefit from a treatment that targets tumor cells very specifically and thus is likely 

to be associated with fewer side effects than polychemotherapy.  



11 

 

2. Einleitung 

 

2.1 Das primäre diffus großzellige B-Zell-Lymphom des ZNS 

 

Das primäre diffus großzellige B-Zell-Lymphom des zentralen Nervensystems (ZNS) ist ein 

aggressiver Hirntumor, der das Hirnparenchym, die Leptomeningen, das Rückenmark sowie 

die Augen befällt. Gemäß der WHO-Klassifikation von 2017 ist das primäre diffus großzellige 

B-Zell-Lymphom des ZNS dadurch gekennzeichnet, dass es sich ohne systemische 

Beteiligung exklusiv im ZNS manifestiert und nur bei immunkompetenten Patienten auftritt 

(Grimm und O’Malley, 2019). Primäre diffus großzellige B-Zell-Lymphome des ZNS werden 

gemäß der aktuellen WHO-Klassifikation als primäre ZNS-Lymphome (PZNSL) bezeichnet 

(Quintanilla-Martinez, 2017). 

 

Das PZNSL ist ein seltener Tumor. Es macht 2–3 % aller Non-Hodgkin-Lymphome und circa 

4 % aller primären ZNS-Tumore aus (Hoffman et al., 2006; Rubenstein et al., 2008). Männer 

erkranken 1,35-fach häufiger als Frauen (von Baumgarten et al., 2018). Die Erstdiagnose 

erfolgt am häufigsten im sechsten Lebensjahrzehnt (Schorb et al., 2019b). Die jährliche 

Inzidenz des PZNSL beläuft sich auf 0,48/100.000. Die Inzidenz ist in der Gruppe der über 

65-Jährigen besonders hoch (Olson et al., 2002). 

 

Beim PZNSL handelt es sich um einen hochzellulären diffus wachsenden Tumor mit einer 

hohen mitotischen Aktivität, der sich nur schlecht vom Hirnparenchym abgrenzen lässt. Das 

Wachstumsmuster ist angiozentrisch und die Tumorzellen siedeln sich perivaskulär an 

(Montesinos-Rongen et al., 2013; Deckert et al., 2014a). Im Tumor können trotz der immun-

privilegierten Lage im ZNS Inflammationsreaktionen in Form reaktiver T-Zell-Infiltrate sowie 

Makrophagen nachgewiesen werden (Fraser et al., 2015).  Der Tumor manifestiert sich bei 

65 % der Patienten als unifokale Läsion. Am häufigsten finden sich Läsionen in den zerebralen 

Hemisphären sowie den Basalganglien und dem Thalamus oder dem Corpus Callosum (Küker 

et al., 2005). In 20 % der Fälle liegt bei einem PZNSL auch eine intraokuläre Beteiligung vor 

(Kalogeropoulos et al., 2019). 

 

2.2 Pathogenese 

 

Das systemische diffus großzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) wird von der WHO je nach 

Genexpressionsprofil unter anderem in den Keimzentrums-B-Zell-Typ sowie in den aktivierten 
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B-Zell-Typ (ABC) unterteilt (Swerdlow et al., 2016). Das PZNSL lässt sich nicht gut in dieses 

Muster einordnen, da die Tumorzellen Charakteristika beider Subtypen aufzeigen 

(Montesinos-Rongen et al., 2009). Genexpressionsanalysen zeigen, dass die Zellen des 

PZNSL mit B-Zellen des späten Keimzentrums eng verwandt sind. Die Expression des 

Keimzentrumsmarkers BCL6 ist häufig. Jedoch exprimieren die Zellen in 95 % der Fälle auch 

MUM1, einen Marker aktivierter B-Zellen (Montesinos-Rongen et al., 2008; Kadoch et al., 

2009, Ponzoni et al., 2014).  

 

Die Zellen exprimieren die B-Zell-Oberflächenmarker CD19, CD20, CD22 und CD79a und sind 

IgM- und IgD-positiv (Deckert et al., 2014a). Hinweise auf virale Auslöser des PZNSL, ein-

schließlich des Epstein-Barr-Virus (EBV), konnten bisher nicht gefunden werden (Bashir et al., 

1993; Montesinos-Rongen et al., 2001; Martini et al., 2004; Montesinos-Rongen et al., 2004a; 

Montesinos-Rongen et al., 2009).  

 

B-Zellen exprimieren auf ihrer Oberfläche einen B-Zell-Rezeptor (BZR), der spezifisch ein 

bestimmtes Antigen bindet. BZR sind membranständige Immunglobuline (Ig), deren 

Hauptaufgabe in der Erkennung fremder Antigene und der Entwicklung einer adaptiven 

Immunantwort liegt. Ein BZR besteht aus zwei identischen schweren Ketten (H-Ketten) und 

zwei identischen leichten Ketten (L-Ketten). Jede der H- und L-Ketten besitzt eine variable 

Domäne (VH bzw. VL), über die die Erkennung verschiedener Antigene vermittelt wird. Diese 

Fähigkeit wird durch zwei nacheinander ablaufende genetische Mechanismen erreicht. 

Zunächst erfolgt eine somatische Rekombination während der Zellreifung im Knochenmark 

(Gen-Rearrangement), gefolgt von einer somatischen Hypermutation (SHM) der 

Immunglobulin-Gene nach Antigenkontakt (Hozumi und Tonegawa, 1976; LeBien und Tedder, 

2008; Thurner et al., 2020b). 

 

Bei der Untersuchung der Immunglobulin-Gene der PZNSL-Zellen konnten sowohl somatische 

Rekombinationen als auch SHM mit hohen Mutationsfrequenzen nachgewiesen werden. Die 

Tumorzellen erfahren mittels SHM eine Selektion auf einen kompetenten BZR. Dies indiziert, 

dass BZR-Signale im PZNSL eine besondere Rolle spielen (Montesinos-Rongen et al., 2015). 

Zu einem Wechsel der Immunglobulinklasse und Expression von IgA, IgG oder IgE kommt es 

im PZNSL nicht (Montesinos-Rongen et al., 2005).   

 

Der Nachweis von SHM im PZNSL spricht dafür, dass eine Keimzentrumsreaktion im Rahmen 

eines Antigenkontakts stattgefunden hat. Das ZNS ist ein immunprivilegierter Raum ohne 

klassisches Lymphsystem. Es ist unklar, wo die B-Zelle eine solche Keimzentrumsreaktion 
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erfährt und maligne transformiert. Diskutiert wird unter anderem, ob die Zellen im Rahmen 

einer zerebralen Immunreaktion ins ZNS einwandern und dort transformieren oder ob die 

Keimzentrumsreaktion und Transformation extrazerebral erfolgen (Montesinos-Rongen et al., 

1999; Thompsett et al., 1999; Deckert et al., 2014b). 

 

Der Immunphänotyp des ZNS scheint ein besonderes Milieu für den Tumor zu schaffen, das 

für die Aggressivität und Malignität des PZNSL sowie seine selektive Manifestation im ZNS 

verantwortlich gemacht werden könnte. Trepel et al. konnten zeigen, dass rekombinante BZR 

aus PZNSL-Proben an Strukturen des ZNS binden (Deckert et al., 2014b; Trepel et al., 2014). 

Rekombinante Antikörper, die zu VH und VL der BZR des PZNSL identische Sequenzen 

besitzen, binden sowohl an physiologisch im ZNS exprimierte Proteine als auch an 

inflammationsbedingt vom Gewebe exprimierte Proteine wie Galectin-3. Dies zeigt, dass der 

BZR der Tumorzellen mit Zellen des ZNS interagiert. Für VH ist die häufige Rekombination 

der Gene aus der VH4-Familie insbesondere des Segments IGHV4-34 auffällig. Antikörper, 

die aus BZR mit rekombiniertem Gensegment IGHV4-34 gewonnen wurden, erkennen 

besonders viele Antigene. Die Ergebnisse lassen eine antigengetriggerte Selektion der 

Tumorzellen vermuten. Die Interaktion von Antigenen des ZNS mit den BZR der Tumorzellen 

scheint zu einem Tumorwachstum zu führen (Pels et al., 2005; Montesinos-Rongen et al., 

2015). 

 

Das für die Toleranz der Zelle gegenüber DNA-Strangbrüchen im Rahmen der SHM 

erforderliche Protein BCL6 wird in bis zu 60–80 % der PZNSL-Zellen in Kombination mit der 

Expression von MUM1 nachgewiesen. Translokationen des BCL6 werden in bis zu 47 % der 

Fälle beschrieben (Deckert et al., 2014a; Deckert et al., 2014b). In manchen high-grade B-Zell-

Lymphomen wird eine simultane Translokation von BCL2, BCL6 und MYC beschrieben 

(Swerdlow et al., 2016). Für das PZNSL wird ebenfalls eine simultane Expression von BCL2, 

BCL6 und MYC beschrieben (Brunn et al., 2013). BCL2 fungiert als antiapoptotisches Protein 

(Hockenbery et al., 1990). Die Protoonkogene PAX5, PIM1, c-MYC und RhoH/TTF sind 

ebenfalls somatisch mutiert (Montesinos-Rongen et al., 2004b). 

 

Die PZNSL-Zellen zeichnen sich durch eine hohe Proliferationsrate mit einem Ki67-Index von 

über 70 % aus, die unter anderem mit einer Aktivierung des NF-κB-Pathways assoziiert wird 

(Montesinos-Rongen et al., 2010; Deckert et al., 2014a). In den B-Lymphozyten des PZNSL 

können unter anderem Mutationen an MYD88, CD79B und CARD11, deren Genprodukte Teil 

des BZR-NF-κB-Pathways sind, sowie Mutationen an TNFAIP3 nachgewiesen werden 
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(Grommes et al., 2017b). TNFAIP3 ist an der Regulation der Beendigung des NF-κB-Pathways 

beteiligt (Compagno et al., 2009).  

 

Unter physiologischen Bedingungen verknüpft MYD88 Signale der Toll-like-Rezeptoren und 

der Interleukin-1-Rezeptoren mit einer Aktivierung des NF-κB-Pathways. Dies geschieht durch 

eine Komplexbildung der Interleukin-Rezeptor-aktivierten-Kinasen. Ein Austausch der Amino-

säure Leucin gegen Prolin an Position 265 von MYD88 bewirkt im DLBCL des ABC-Subtyps 

eine unkontrollierte Ausbildung dieser Komplexe (Ngo et al., 2011). In 55 % der Fälle liegt 

diese Mutation auch im PZNSL vor (Rubenstein, 2017). Als Auswirkung der Mutation von 

MYD88 wird außerdem eine Veränderung des Zytokinmilieus diskutiert, die möglicherweise zu 

einer Suppression der körpereigenen gegen den Tumor gerichteten Immunabwehr führt 

(Montesinos-Rongen et al., 2011). 

 

In murinen B-Zellen erhöhen Mutationen an CD79B die BZR-Anzahl auf der Zelloberfläche 

und hemmen ihre Internalisierung (Gazumyan et al., 2006). Ebenso konnte für ABC-DLBCL-

Zellen gezeigt werden, dass bei CD79B-Mutationen mehr BZR auf der Oberfläche exprimiert 

werden. Die Mutationen scheinen die Expression des BZR auf der Membran bei chronischer 

BZR-Aktivierung aufrechtzuerhalten (Davis et al., 2010). Eine CD79B-Mutation im PZNSL wird 

in circa 40 % der Fälle beschrieben (Rubenstein, 2017).  

 

In 16 % der Fälle liegt eine Mutation an CARD11 vor, das die Antigen-BZR-induzierte NF-κB-

Aktivierung vermittelt (Montesinos-Rongen et al., 2010).  

 

So wie für viele systemische Lymphome konnte auch für das PZNSL eine Aktivierung des 

mTOR-Komplex 1-Signalwegs nachgewiesen werden. Dieser führt zur Proliferation der Zellen 

(Nitta et al, 2016). 

 

Für Zellen des PZNSL wurde nachgewiesen, dass es häufig zu einem Verlust der Fähigkeit 

kommt, HLA-I und HLA-II zu exprimieren. Dieser Verlust könnte mit einem Überlebens- und 

Wachstumsvorteil für die Zellen einhergehen, da sie so der durch zytotoxische T-Zellen 

vermittelten Immunabwehr entgehen, die auf die Präsentation von Tumorpeptiden in 

HLA-Komplexen angewiesen ist (Riemersma et al., 2005; Ansorge und Täger, 2014). In 70–

80 % der Fälle werden Kopienverluste auf dem Chromosom 9p21.3 beschrieben, welches für 

den Zellzyklusregulator CDKN2A kodiert (Rubenstein, 2017). Chapuy et al. berichten auch von 

Kopienzahlvariationen und Translokationen auf 9p24.1/PD-L1/PD-L2 mit vermehrter Expres-

sion von PD-L1 und PD-L2 (Chapuy et al., 2016).  
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Das Endothel im Tumorgewebe exprimiert die Chemokinliganden CXCL12 und CXCL13 und 

kann mit den B-Lymphozyten des PZNSL interagieren, die die Chemokinrezeptoren CXCR4, 

CXCR5 und CCR7 sowie die Chemokinliganden CXCL12 und CXCL13 exprimieren. Es wird 

vermutet, dass Chemokine für die Ansammlung und Streuung der B-Zellen im ZNS ursächlich 

sind. Anders als bei peripheren Lymphomen wird eine Expression von CXCR4, CXCR5 und 

CCR7 beim PZNSL jedoch nur im Zytoplasma und nicht auf der Zelloberfläche nachgewiesen. 

Dies kann eine Erklärung dafür sein, dass das PZNSL nicht systemisch metastasiert (Jahnke 

et al., 2005a; Brunn et al., 2007). Als Grund für das angiozentrische Tumorwachstum werden 

hohe Konzentrationen von Interleukin-4 im Tumorgewebe und im Endothel diskutiert (Mrugala 

et al., 2009). 

 

2.3 Klinik 

 

Das PZNSL befällt das ZNS, ohne dass es zu einer systemischen Beteiligung kommt. Die 

Symptome sind rein neurologischer Art. Nur bei 2 % der Patienten wird eine B-Symptomatik 

beobachtet (Rubenstein et al., 2008). 

 

Die Klinik des PZNSL ist höchst unspezifisch. Dies erschwert eine frühzeitige Diagnose. Je 

nach Manifestationsort des Tumors liegen motorische oder sensorische fokale neurologische 

Defizite vor. Es wird außerdem über Persönlichkeitsveränderungen, Depressionen und 

Verwirrtheit berichtet. Ferner kommt es zu epileptischen Anfällen oder Kopfschmerzen, 

Übelkeit und Erbrechen als Zeichen erhöhten Hirndrucks (Rubenstein et al., 2008; Algazi et 

al., 2009). In 20 % der Fälle liegt eine vitreoretinale Beteiligung vor. Diese ist zum Diagnose-

zeitpunkt in mehr als einem Drittel der Fälle asymptomatisch oder manifestiert sich nur mit 

unspezifischen Symptomen wie Visusverlust und Glaskörpertrübungen. Häufig verbirgt sich 

die vitreoretinale Beteiligung hinter einer fehldiagnostizierten Uveitis, die nicht mehr auf eine 

Therapie mit Kortikosteroiden anspricht (Ferreri und Reni, 2007; Grimm et al., 2008; 

Kalogeropoulos et al., 2019). 

 

2.4 Diagnostik 

 

Um einem Verdacht auf ein PZNSL nachzugehen, ist die kranielle Kernspintomographie mit 

dem Kontrastmittel Gadolinium das Mittel der Wahl. Das PZNSL zeigt ein Kontrast-

mittelenhancement und ist in der T1-Wichtung hypo- bis isointens und in der T2-Wichtung 
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iso- bis hyperintens, wobei es im Vergleich zur grauen Substanz hypointens erscheinen kann 

(Haldorsen et al., 2011; Wang et al., 2014). Um das PZNSL radiologisch von anderen Tumoren 

zu unterscheiden, kann eine FDG-PET helfen (Das et al., 2011). Da keine sichere Abgrenzung 

zu anderen malignen Hirntumoren mittels Bildgebung gelingen kann, muss ein PZNSL 

differentialdiagnostisch immer in Erwägung gezogen werden und die Diagnose muss 

histopathologisch abgesichert werden (von Baumgarten et al., 2018). Hierfür ist eine 

stereotaktische Biopsie der Goldstandard (Deckert et al., 2014a). Das Tumorgewebe reagiert 

auf Kortikosteroide hochsensibel mit Nekrosen und Änderungen der Tumorarchitektur. Um die 

Diagnose nicht zu erschweren, sollte daher die Gabe von Kortikosteroiden bis zur 

Diagnosestellung vermieden werden (Weller, 1999; Mrugala et al., 2009).  

 

Sofern keine Kontraindikation vorliegt, wird eine Liquorpunktion mit zytologischer und durch-

flusszytometrischer Untersuchung des Liquors vorgenommen. Außerdem werden Zellzahl 

sowie Protein- und Glucosegehalt bestimmt und die Gen-Rearrangements der schweren 

Immunglobulinketten analysiert. Die Diagnose eines PZNSL mittels Liquoranalyse ist nur in 

wenigen Fällen möglich und auch diagnostische Marker aus dem Liquor haben bisher keinen 

festen Stellenwert in der klinischen Routine gefunden (Batchelor und Loeffler, 2006; von 

Baumgarten et al., 2018). 

 

Um eine systemische Manifestation des zerebralen Lymphoms auszuschließen, werden 

CT-Aufnahmen des Thorax, Abdomens und Beckens gemacht. Falls nötig, kann eine 

FDG-PET hinzugezogen werden, die in dieser Fragestellung sensitiver ist (Citterio et al., 

2017). Eine extrazerebrale Manifestation des PZNSL ist selten. Es gilt zu beachten, dass es 

in der CT und in der FDG-PET auch zu falsch positiven Ergebnissen kommen kann (Suh et 

al., 2019).  

 

Ferner werden eine Punktion des Knochenmarks und bei Männern eine Sonographie der 

Hoden durchgeführt (Algazi et al., 2009). Da bei PZNSL-Patienten auch eine asymptomatische 

intraokuläre Beteiligung vorliegen kann, müssen ophthalmologische Untersuchungen erfolgen 

(Grimm et al., 2008). Eine Testung auf das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) sowie Bestim-

mungen der Leber- und Nierenwerte inklusive Hepatitis-Serologie sind obligat (Abrey et al., 

2005; Rubenstein et al., 2008).  

 

Zur Abschätzung der Prognose definierte die International Extranodal Lymphoma Study Group 

das Alter, den Allgemeinzustand, die LDH-Konzentration (Lactatdehydrogenase) im Serum 



17 

 

sowie eine Beteiligung tiefer Hirnstrukturen und den Proteingehalt im Liquor als wichtige 

prognostische Marker (Ferreri et al., 2003). 

 

2.5 Therapie 

 

Das PZNSL ist besonders aggressiv und hat ein schlechteres Outcome als ein extrazerebrales 

Lymphom von ähnlicher Tumorgröße und Histologie (Citterio et al., 2017). Dies wird unter 

anderem darauf zurückgeführt, dass die Zytostatika des zur Therapie von aggressiven 

systemischen Lymphomen etablierten R-CHOP-Regimes (Rituximab, Cyclophosphamid, 

Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) eine schlechte Blut-Hirn-Schranken-Gängigkeit besitzen 

(Ferreri et al., 2019). Unbehandelt beträgt die mediane Lebenserwartung von Patienten mit 

PZNSL circa drei Monate und entspricht der Lebenserwartung von Patienten mit einem 

systemischen high-grade Non-Hodgkin-Lymphom (Schorb et al., 2016). 

 

Das PZNSL ist chemo- und strahlensensibel und reagiert hochsensibel auf eine Behandlung 

mit Kortikosteroiden. Unter der Gabe von Kortikosteroiden zeigen PZNSL-Patienten regel-

mäßig eine klinische Verbesserung. Dieser Effekt hält jedoch nur kurz an (Weller, 1999; 

Citterio et al., 2017). 

 

Den Grundstein der Therapie des PZNSL stellt eine systemische Chemotherapie mit hoch 

dosiertem Methotrexat (HD-MTX) dar. Unter HD-MTX als Monotherapie werden Ansprech-

raten von 40 % erzielt (Ferreri et al., 2009). Studien legen nahe, dass eine zusätzliche 

intrathekale MTX-Applikation der isolierten hochdosierten systemischen Gabe nicht überlegen 

ist (Khan et al., 2002). 

 

Die heutigen Therapieregime beruhen auf HD-MTX-basierten Polychemotherapien (Citterio et 

al., 2017). HD-MTX kombiniert mit hochdosiertem Cytarabin konnte das Outcome deutlich 

verbessern (Ferreri et al., 2009). Auch die Kombination von HD-MTX mit weiteren Chemo-

therapeutika wie Ifosfamid und Thiotepa erhöht das Gesamtansprechen der Therapie bei 

erhöhter Toxizität aber gleichbleibender therapieassoziierter Mortalität (von Baumgarten et al., 

2018). Lomustin, Procarbazin,Temozolomid sowie Vincaalkaloide erreichen kombiniert mit 

HD-MTX ebenfalls gute Remissionsraten bei akzeptabler Toxizität (Schorb et al., 2016). Die 

Kombination einer systemischen mit einer intraventrikulären Chemotherapie zeigt gute 

Ansprechraten, ist aber mit hohen Infektionskomplikationen verbunden (Pels et al., 2003). 
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Die IELSG32-Studie von Ferreri et al. untersuchte an Patienten unter 71 Jahren die Kom-

bination des HD-MTX/Cytarabin-Schemas mit dem chimären monoklonalen CD20-Antikörper 

Rituximab und Thiotepa. Ein signifikant höheres Therapieansprechen und verlängertes 

Gesamtüberleben im medianen 30-Monats-Follow-Up mit kompletten Remissionen in 49 % 

der Fälle konnte durch Kombination aller vier Wirkstoffe erreicht werden. Es traten jedoch 

vermehrt hämatologische Nebenwirkungen auf. Die Rate an Infektionskomplikationen war 

nicht erhöht. Das Therapieschema wird als MATRix-Regime (Methotrexat, Cytarabin, Thio-

tepa, Rituximab) bezeichnet und ist mittlerweile ein international gängiges Induktionsregime 

(Ferreri et al., 2016; Schorb et al., 2019b). 

 

Zu erwähnen ist jedoch, dass den guten Ergebnissen der IELSG32-Studie die Ergebnisse der 

HOVON 105/ALLG NHL 24-Studie gegenüberstehen, welche für die Zugabe von Rituximab zu 

einer HD-MTX basierten Polychemotherapie keine deutlichen Vorteile verzeichnen konnte 

(Bromberg et al., 2019). Der Vergleich der Ergebnisse der IELSG32-Studie und der 

HOVON 105-Studie legt nahe, dass Rituximab in der Kombination mit einer Polychemo-

therapie ein verbessertes progressionsfreies Überleben aber keine Vorteile hinsichtlich des 

Gesamtüberlebens erreicht (Schmitt et al., 2019). 

 

Als Konsolidierungstherapie liegen verschiedenen Strategien vor. Dazu gehören die Ganzhirn-

bestrahlung (WBRT), eine hoch dosierte myeloablative Chemotherapie mit autologer Stamm-

zelltransplantation (HD-ASZT) sowie eine konventionelle Chemotherapie.  

 

Seit den 1960er Jahren bildet die WBRT einen wesentlichen Therapiebaustein mit Ansprech-

raten von bis zu 90 % (Algazi et al., 2009; Ponzoni et al., 2014). Mittlerweile ist die Effektivität 

einer Kombination der WBRT mit einer Chemotherapie belegt, mit der mediane Überlebens-

zeiten von 31–90 Monaten erreicht werden. Eine konsolidierende Ganzhirnbestrahlung wird 

dennoch nicht mehr routinemäßig durchgeführt, da gezeigt wurde, dass diese zwar ein 

längeres progressionsfreies Überleben ermöglicht, das Gesamtüberleben aber nicht 

verlängert (Thiel et al., 2010; von Baumgarten et al., 2018). Des Weiteren ist die Therapie von 

gravierenden neurotoxischen Schäden begleitet. Spätfolgen der Bestrahlung sind Leuk-

enzephalopathien mit kortikalen Atrophien. Diese manifestieren sich in kognitiven Beein-

trächtigungen sowie Gangunsicherheit, Demenz, Inkontinenz und Pflegebedürftigkeit. Die 

neurotoxischen Folgen treten besonders bei älteren Patienten auf (Abrey et al., 1998; 

Wassenberg et al., 2001). Rubenstein et al. zeigten mit der CALGB 50202-Studie, dass eine 

konsolidierende Chemotherapie vergleichbar effektiv wie eine WBRT ist (Rubenstein et al., 

2013).  
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Mit der HD-ASZT können besonders bei jüngeren Patienten sehr gute Therapieergebnisse mit 

einem Gesamtansprechen von 80–96 % und einem medianen Gesamtüberleben von 64–104 

Monaten erreicht werden (von Baumgarten et al., 2018). Für ältere Patienten ist die therapie-

assoziierte Mortalität hoch, weshalb die Therapie häufig nicht in Frage kommt (Algazi et al., 

2009). Die IELSG32-Studie (Ferreri et al., 2017) und die PRECIS-Studie (Houillier et al., 2019) 

belegen, dass die HD-ASZT als Konsolidierungstherapie ähnlich wirksam wie eine WBRT ist. 

Die Autoren verweisen auf die bei der WBRT hohen neurotoxischen Auswirkungen, die gegen 

die hämatotoxischen Folgen der HD-ASZT abzuwägen sind. In der MATRix/IELSG43-Studie 

untersucht aktuell die kooperative Studiengruppe ZNS-Lymphome am Klinikum Stuttgart an 

Patienten unter 66 Jahren die Wirksamkeit einer HD-ASZT im Vergleich mit einer kon-

ventionellen Chemotherapie als Konsolidierungstherapie (EudraCT: 2012-000620-17). 

 

Ein Problem der PZNSL-Therapie stellen Rezidive dar, die bis zu 50 % der Patienten betreffen 

(Grommes und DeAngelis, 2017a). Bei primär auf HD-MTX-sensiblen Tumoren ist eine 

erneute HD-MTX-Therapie eine effektive Option (Plotkin et al., 2004). Ferner konnte gezeigt 

werden, dass bei mangelndem Ansprechen auf eine HD-MTX-Polychemotherapie mit einer 

HD-ASZT Langzeitremissionen erzielt werden können (Kasenda et al., 2017). Im Falle eines 

Rezidivs sprechen zwar 10–85 % der Patienten auf Therapien an, aber die mediane pro-

gressionsfreie Überlebenszeit beträgt nur circa drei Monate (von Baumgarten et al., 2018). 

 

Therapiefortschritte, wie zum Beispiel die Etablierung des MATRix-Regimes, wurden in den 

letzten Jahren überwiegend für jüngere Patienten erzielt. In der Patientengruppe der älteren 

und morbiden Patienten ist die Prognose schlecht und das mediane Gesamtüberleben liegt im 

Durchschnitt bei 19 Monaten (Kasenda et al., 2015). Der Einsatz einer WBRT ist aufgrund der 

therapieassoziierten Toxizität für diese Altersgruppe limitiert (Gavrilovic et al., 2006). Eine 

HD-MTX-basierte Chemotherapie ist bei älteren Patienten möglich, sofern nephroprotektive 

Maßnahmen eingeleitet werden und die Zytostatika in ihrer Konzentration an die glomeruläre 

Filtrationsleistung der Nieren angepasst werden. Laut Studienlage scheint bei Patienten, die 

über 65 Jahre alt sind, eine Kombination von HD-MTX, Rituximab und einem Alkylanz in der 

Induktionstherapie gut zu wirken (Jahnke et al., 2005b; Schorb et al., 2019b). Aktuell wird in 

der MARTA-Studie an Patienten, die über 65 Jahre alt sind, die Effektivität einer 

altersadaptierten Induktionstherapie mit anschließender HD-ASZT untersucht (Schorb et al., 

2019a).  
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Bei der Therapie des PZNSL werden auch sogenannte kleine Moleküle eingesetzt, die in 

zelluläre Signalkaskaden eingreifen. Der BTK-Inhibitor Ibrutinib zeigt in der Monotherapie im 

Vergleich zum DLBCL beim PZNSL ein besseres Ansprechen und erreicht bei manchen 

Patienten ein langes progressionsfreies Überleben. Jedoch können insbesondere bei 

Kombination von Ibrutinib mit anderen Wirkstoffen vermehrt Infektionen auftreten (Mendez und 

Grommes, 2018). Für den Immunmodulator Lenalidomid konnte in Kombination mit Rituximab 

ein langes Gesamtüberleben und eine gute Verträglichkeit beobachtet werden (Illerhaus et al., 

2018). Die Applikation des mTOR-Inhibitors Temsirolimus zeigt hohe Ansprechraten bei 

kurzem progressionsfreiem Überleben und hoher Toxizität (Korfel et al., 2016). 

 

Grundsätzlich stellt eine chirurgische Resektion des zerebralen Lymphoms keine Standard-

therapie dar, da es das Parenchym diffus und tief infiltriert und chemosensibel ist. Weller et al. 

zeigten jedoch, dass eine Resektion von Läsionen mit einem verlängerten progressionsfreien 

Überleben einhergehen kann und regen an, diese in Einzelfällen und unter Abwägung der 

chirurgischen Risiken und Folgen in Erwägung zu ziehen. Eine Empfehlung zur neuro-

chirurgischen Intervention beim PZNSL bleibt zum jetzigen Zeitpunkt aber auf die stereo-

taktische Biopsie zu diagnostischen Zwecken beschränkt (Weller et al., 2012; Grommes und 

DeAngelis, 2017a).  

 

2.6 Bedeutung von Neurabin-I für das PZNSL 

 

Neural tissue-specific F-actin-binding protein I (Neurabin-I) und sterile α-motif domain 

containing protein 14 (SAMD14) sind Autoantigene der BZR der B-Lymphozyten des PZNSL. 

Das gemeinsame Epitop der beiden Antigene ist ihre SAM-Domäne, die bei PZNSL-Patienten 

posttranslational modifiziert ist und hyperglykosyliert vorliegt (Thurner et al., 2018). Im Folgen-

den werden die beiden Antigene Neurabin-I und SAMD14 unter dem Namen Neurabin-I zu-

sammengefasst.  

 

Neurabin-I ist ein spezifisches Antigen des PZNSL, welches nicht mit BZR anderer Lymphome 

interagiert. Der Neurabin-I-reaktive BZR des PZNSL bindet nur Neurabin-I und zeigt keine 

Interaktion mit untersuchten Proteinen und Pathogenen. Ein Neurabin-I-reaktiver BZR konnte 

in acht von zwölf (66 %) PZNSL-Proben nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass es sich bei 

diesem Protein um ein dominierendes Antigen des BZR des PZNSL handelt (Thurner et al., 

2018). 
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Eine Inkubation von Zellen, die einen rekombinanten Neurabin-I-reaktiven BZR tragen, mit 

Neurabin-I führt zur Aktivierung des BZR-Pathways sowie zur Proliferation der Zellen in vitro. 

Die Interaktion der malignen Zellen mit dem überwiegend im ZNS exprimierten Protein Neu-

rabin-I wird als Grund für den Tropismus des PZNSL diskutiert (Thurner et al., 2018). 

 

Bei circa einem Drittel der PZNSL-Patienten konnten gegen Neurabin-I gerichtete Antikörper 

im Serum und im Liquor nachgewiesen werden. Dieser Antikörpernachweis steht im 

signifikanten Zusammenhang mit der Erkrankung. Ein Screening auf Antikörper gegen 

Neurabin-I in Kontrollgruppen, die unter anderem Patienten mit DLBCL umfassten, war negativ 

(Thurner et al., 2018). 

 

Das zytoplasmatische Protein Neurabin-I wird im Nervengewebe gebildet und bindet an 

F-Aktin. Das für Neurabin-I codierende Gen PPP1R9A (Protein phosphatase 1 regulatory 

subunit 9A) liegt auf Chromosom 7q21.3. Die höchste Bindungsaffinität zum BZR des PZNSL 

besteht im Bereich der Aminosäuren 1226–1251 (Nakanishi et al., 1997; Thurner et al., 2018). 

 

Bei PZNSL-Patienten mit Neurabin-I-reaktivem BZR besteht eine atypische Glykosylierung 

des Neurabin-I, welche nur in PZNSL-Patienten nachgewiesen werden kann. Bei der 

atypischen Glykosylierung handelt es sich um eine N-Glykosylierung der SAM-Domäne an 

Asparagin 1277. Unter physiologischen Bedingungen erfolgen in 97 % der Fälle N-Glyko-

sylierungen an einer Proteinstelle, die aus Asparagin, X und Serin oder Threonin besteht, 

wobei X jeder Aminosäure außer Prolin entsprechen kann. Bei PZNSL-Patienten mit 

Neurabin-I-reaktivem BZR befindet sich die N-Glykosylierung jedoch an einer atypischen 

Proteinstelle, die aus den Aminosäuren Asparagin, Leucin, Glutaminsäure und Glutamin 

(NLEQ) besteht (Thurner et al., 2014; Thurner et al., 2018).  

 

Für das PZNSL wird diskutiert, dass die atypische NLEQ-Glykosylierung in einem signifikanten 

Zusammenhang mit der Erkrankung steht (Thurner et al., 2018). Posttranslational modi-

fizierten Autoantigenen wird auch eine Rolle bei der Entstehung von anderen B-Zell-

Neoplasien zugeschrieben. Als Beispiele sind hier unter anderem hypophosphoryliertes 

arsenite resistance protein 2 (ARS2) im DLBCL und hyperphosphoryliertes Paratarg-7 bei 

Plasmazellerkrankungen anzuführen (Preuss et al., 2014; Thurner et al., 2020a). 
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Der BZR des Neurabin-I-reaktiven PZNSL interagiert sowohl mit der hyperglykosylierten 

Isoform von Neurabin-I als auch mit der Isoform ohne Hyperglykosylierung. Die hyperglyko-

sylierte Isoform wird vermutlich von CD4+-T-Zellen erkannt, die die B-Zellen stimulieren 

(Thurner et al., 2018). 

 

In Bezug auf die Entstehung autoreaktiver T-Zellen wird diskutiert, dass posttranslational modi-

fizierte Proteine an den Selektionsprozessen im Thymus nicht beteiligt sind, da sie erst unter 

bestimmten Umständen im Gewebe exprimiert werden. Der Zelle sind diese dann fremd. Als 

Ursache für posttranslationale Modifikationen von Proteinen werden unter anderem In-

flammationen oder auch weitere biochemische Veränderungen diskutiert (Doyle und Mamula, 

2012). Für das PZNSL ist die Ursache nicht bekannt. 

 

2.7 Das BAR-Therapiekonzept 

 

Der Großteil der Non-Hodgkin-Lymphome ist durch eine monoklonale Expansion von malignen 

B-Zellen charakterisiert, die einen BZR, ein membranständiges Immunglobulin, exprimieren. 

Die BZR bilden einen tumorspezifischen Oberflächenmarker der malignen Klone (Vuist et al., 

1994).  

 

Für mehrere B-Zell-Neoplasien ist es gelungen, jeweils ein dominierendes BZR-Antigen zu 

ermitteln, mit dem die BZR der malignen B-Zellen interagieren (Pfreundschuh et al., 2015). 

Hierzu zählt Paratarg-7 bei Plasmazellerkrankungen, ARS2 beim systemischen DLBCL, 

LRPAP1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein-associated protein 1) beim Mantel-

zelllymphom und Neurabin-I beim PZNSL (Preuss et al., 2014; Thurner et al., 2018; Thurner 

et al., 2019; Thurner et al., 2020a). 

 

Durch Verwendung dieser BZR-Antigene im Rahmen des BAR-Therapiekonzepts wird ein 

selektiver Angriff auf maligne Zellen über ihren BZR ermöglicht. Die Abkürzung BAR steht für 

B cell receptor antigens for reverse targeting. Das Konzept zeichnet sich durch eine exklusive 

Spezifität für die malignen Klone aus. Es kann eine selektiv auf die malignen Zellen gerichtete 

Zytoxizität vermitteln, ohne dass gesunde B-Lymphozyten geschädigt werden (Pfreundschuh 

et al., 2015).   
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Im Rahmen des BAR-Konzepts können die BZR-Antigene der malignen B-Zell-Neoplasien auf 

vielfältige Weise verwendet werden. Denkbar sind Konjugationen an Immuntoxine, Radio-

nuklide, kleine Moleküle, bispezifische Konstrukte und eine Verwendung beim Design von 

chimären Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) (Pfreundschuh et al., 2015). Für die Ver-

wendung der an ein Immuntoxin konjugierten BZR-Antigene wurden in vitro bereits über die 

Antigene vermittelte Zytotoxizitäten nachgewiesen (Thurner et al., 2018; Thurner et al., 2019).  

 

2.8 Fragestellung 

 

Für maligne B-Lymphozyten aus PZNSL-Proben konnte gezeigt werden, dass diese in 66 % 

der Fälle einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren. Neurabin-I stellt ein geeignetes BZR-

Antigen dar, mithilfe dessen im Rahmen des BAR-Konzepts die malignen Klone des PZNSL 

selektiv angegriffen werden können. Die Konjugation von Neurabin-I an ein Toxin wirkte in vitro 

toxisch auf Zellen mit einem Neurabin-I-reaktiven BZR (Thurner et al., 2018). 

 

Ziel dieser Arbeit ist die Integration des BZR-Antigens Neurabin-I in ein humanes IgG1-Anti-

körper-Format im Sinne des BAR-Therapiekonzepts. Das Konstrukt wird als IgG1-Neurabin-I-

BAR-Body bezeichnet. 

 

Um den BAR-Body zu synthetisieren wird ein Aminosäureabschnitt von Neurabin-I in ein 

IgG1-Format mit konstanten Regionen integriert. Der Abschnitt umfasst das von Thurner et al. 

ermittelte Epitop. Es wird an die Stellen der variablen Domänen der leichten und schweren 

Kette des Immunglobulins kloniert. Wenn die Klonierung gelingt, wird eine humane Zelllinie mit 

dem Produkt transfiziert, so dass eine Expression des BAR-Bodys ermöglicht wird. Nach 

seiner Aufreinigung folgt eine In-vitro-Inkubation des BAR-Bodys mit B-Lymphozyten, die 

einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren. Es wird untersucht, ob der BAR-Body an seine 

Zielzellen bindet und sie auf diese Weise markiert.  Anschließend wird getestet, ob er über 

seine Fc-Domäne bei Inkubation der Zielzellen mit mononukleären Zellen des peripheren Bluts 

(PBMCs) eine antikörperabhängige zelluläre Zytotoxizität vermitteln kann. 
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3. Material und Methodik  

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Laborgeräte und Computerprogramme 

6 Well Cell Culture Plate Merck, Darmstadt 

96 Well ELISA-Platte  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Autoklav Systec V-75 Systec, Linden 

BD FACSCanto BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

Bio Max Röntgenfilme Kodak, Rochester, USA 

Blotting-Papier VWR, Darmstadt 

Chromas Technelysium, South Brisbane, Australien 

Datenbank Blast NCBI National Center for Biotechnology Information, 

Bethesda, USA 

Eisbereiter Scotsman Industries, Vernon Hills, USA 

Elektrophoresekammern Bio-Rad, Feldkirchen 

Eppendorfgefäße Eppendorf, Hamburg 

Erlenmeyerkolben Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

FCSalyzer Programm Sven Mostböck, Wien, Österreich 

Filtropur V50 0,2 µm Sarstedt, Nümbrecht 

Gel-Dryer Bio-Rad, Feldkirchen 

Heracell CO2 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Immobilion-P PVDF Membran  Merck, Darmstadt 

Impfschlingen Sarstedt, Nümbrecht 

Inkubationsbad GFL, Burgwedel 

Kreisschüttler IKA Labortechnik, Staufen 

Kühlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz 

Ligation Calculator Düsseldorf 

Mehrkanalpipette Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop Leica Microsystems, Wetzlar 

Mikrowelle OK Imtron GmbH, Ingolstadt 

MS1 Minishaker IKA Labortechnik, Staufen 

Multilabel Plate Reader Victor² 1420  PerkinElmer, Rodgau 

ND-1000 Spectrometer Peqlab, Erlangen 

Neubauer-Zählkammer Eppendorf, Hamburg 

Papierfilter Schleicher und Schuell, Düren 

Pasteurpipetten  Hirschmann, Eberstadt  

PCR Multiply µStrip Sarstedt, Nümbrecht 

Petrischalen Sarstedt, Nümbrecht 
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Pipetten 10 µl, 100 µl, 200 µl und 1000 µl Eppendorf, Hamburg 

Pipettenspitzen 10 µl, 100 µl, 1000 µl Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettierhelfer Accu-Jet Brand, Wertheim 

Power Supply Model 1000/500 Bio-Rad, Feldkirchen 

Präzisionswaage 440–47 Kern & Sohn GmbH, Balingen 

Röntgen Entwickler Adefo Chemie, Neu Isenburg 

Röntgen Fixierer  Adefo Chemie, Neu Isenburg 

Servapor Dialysemembran MWCO 

12000–14000 

Serva, Heidelberg 

Skalpellklingen B. Braun, Melsungen 

Spektrophotometer GeneQuant Pro GE Healthcare, Solingen 

Stabpipetten 5 und 10 ml Sarstedt, Nümbrecht 

TC-Flaschen T25, T75, T175 Sarstedt, Nümbrecht 

Thermocycler Veriti 96 Well Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Thermomixer Eppendorf, Hamburg 

Tiefkühler –20 °C Liebherr, Bulle, Schweiz 

Tubes Sarstedt, Nümbrecht 

Ultracell 30 kDa Membran Amicon Merck, Darmstadt 

Ultratiefkühlschrank –80 °C Fisher Scientific, Schwerte  

UV-Tisch Vilber, Eberhardzell 

Wallac 1420 Programm Perkin Elmer, Rodgau 

Western-Blot Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Feldkirchen 

WinMDI 2.3 Purdue University Cytometry Laboratories, 

West Lafayette, USA 

Zentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg 

Zentrifugenröhrchen 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 

 

3.1.2 Molekularbiologie 

Agar BDBiosciences, Franklin Lakes, USA 

Agarose Carl Roth, Karlsruhe 

Ampicillin Ratiopharm, Ulm 

Bacto Tryptone BDBiosciences, Franklin Lakes, USA 

Bacto Yeast Extrakt BDBiosciences, Franklin Lakes, USA 

Desoxynukleosidtriphosphate Roche, Mannheim 

DH5α E. coli-Bakterien Fermentas, Waltham, USA 

DNA-Leiter 50 und 1000 Basenpaare 

(bp)  

Fermentas, Waltham, USA 

EDTA Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe 
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Glucose Merck, Darmstadt 

Isopropanol Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kanamycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Ligasepuffer Fermentas, Waltham, USA 

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt 

Molecular Biology Grade Water Eppendorf, Hamburg 

NaOH Merck, Darmstadt 

Orange G Merck, Darmstadt 

PCR-Puffer 10x Applied Biosystems, Foster City, USA 

Puffer 10x für Restriktionsenzymverdau Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Sucrose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Xylene Cyanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

3.1.3 Zellkultur 

Biocoll Separating Solution Biochrom AG, Berlin 

Dimethylsulfoxid Merck, Darmstadt  

Doxycyclin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Fetales Kälberserum Biochrom, Berlin 

G-418 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glutamin  Merck, Darmstadt  

Hygromycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Natriumazid Merck, Darmstadt 

RPMI 1640, w/o: L-Glutamine, w: 2,0 g/L 

NaHCO3 

Pan Biotec, Aidenbach 

Trypanblau Merck, Darmstadt 

X-tremeGENE Roche, Mannheim 

 

3.1.4 Proteinchemie und Immunologie 

Acrylamid Mix 30 % Carl Roth, Karlsruhe 

APS Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau Merck Darmstadt 

Coomassie Brilliant Blue R 250 Serva, Heidelberg 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Eisessig Carl Roth, Karlsruhe 

Essigsäure Merck, Darmstadt 

Glycerol Merck, Darmstadt 

Glycin  Merck, Darmstadt  

Magermilchpulver Hochwald-Molkerei, Thalfang 
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Methanol Merck, Darmstadt  

Na2HPO4 Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Caesar Loretz, Hilden 

Proteingrößenleiter Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SDS  Carl Roth, Karlsruhe 

TEMED Carl Roth, Karlsruhe 

TRIS Carl Roth, Karlsruhe  

TRIS-Hydrochlorid Carl Roth, Karlsruhe 

Triton X-100 Merck, Darmstadt 

 

3.1.5 Kits 

Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) Roche, Mannheim 

Entwicklerkit Western-Blot, 20X 

LumiGLO Reagent and 20X Peroxide 

Cell Signaling Technology, Frankfurt 

NucleoBond AX 100 Kit Macherey Nagel, Düren 

NucleoSpin Plasmid Kit  Macherey Nagel, Düren 

TOPO TA Cloning Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Zymoclean Gel DNA Recovery Kit Zymo Research, Freiburg 

 

3.1.6 Lösungen und Medien 

Agarosegel 1,5–3 g Agarose  

150 ml 1-fach TAE-Puffer  

75 µl Ethidiumbromid 

Blaumarker  0,25 % Bromphenolblau 

0,25 % Xylene Cyanol FF 

40 % Sucrose 

0,25 % Orange G 

auf 100 ml H2O abwiegen 

Coomassie-Stain 1 g Coomassie Brilliant Blue R 250 

450 ml Methanol 

450 ml H2O 

100 ml Essigsäure 

Entfärber für Coomassie-Gel 100 ml Methanol 

100 ml Eisessig 

800 ml aq. dest. 

Lämmli-Puffer 5x 144 g Glycin 

30,34 g TRIS 

10 g SDS 

ad 2 l aq. dest.  
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LB-Medium 10 g NaCl 

10 g Bacto Tryptone 

5 g Hefeextrakt 

1 l H2O 

autoklavieren 

LB-Medium-Agarplatten LB-Medium 

15 g/l Agar 

autoklavieren 

Lagerung bei 4 °C 

SDS-PAGE Sammelgel  0,68 ml H2O  

0,17 ml Acrylamid 30%ig 

0,13 ml 1,0 M TRIS pH 6,8 

0,01 ml SDS 10 % 

0,01 ml APS 10 % 

0,001 ml TEMED 

SDS-PAGE Trenngel 10%ig 2 ml H2O 

1,7 ml Acrylamid 30%ig 

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

0,05 ml SDS 10 % 

0,05 ml APS 10 % 

0,002 ml TEMED 

SDS-Puffer/Probenpuffer 5x 0,6 ml 1M TRIS pH 6,8 

2,5 ml 100 % Glycerol 

2 ml 10 % SDS 

0,5 ml 2 % Bromphenolblau 

3,9 ml H2O 

SOC-Medium 20 g Bacto Tryptone 

5 g Yeast Extrakt 

0,5 g NaCl 

950 ml H2O 

10 ml KCl 250 mM 

0,2 ml NaOH 5N pH 7 

nach dem Autoklavieren: 

5 ml MgCl2 2 M 

20 ml Glucose 1 M 

TRIS-Acetate-EDTA (TAE) 50x 242 g TRIS 

51,1 ml Eisesig 

100 ml 0,5M EDTA pH 8  

ad 1 l aq. dest. 
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TBS-Waschpuffer  

 

8,78 g NaCl 

6,05 g TRIS-hydrochlorid 

1,4 g TRIS 

1 ml Triton X-100 

ad 1 l aq. dest. 

Transferpuffer für Western-Blot 0,3 g TRIS 

1,44 g Glycin 

20 ml Methanol 

ad 100 ml aq. dest. 

Trypanblaulösung 100 ml 0,9 % NaCl 

0,5 g Trypanblau 

Zellkulturmedium 10 % FCS 500 ml RPMI 1640 

50 ml FCS 

5 ml Glutamin 200 mM 

 

3.1.7 Enzyme 

Alkalische Phosphatase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

AmpliTaq Gold Polymerase Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

T4-DNA-Ligase Fermentas, Waltham, USA 

BstEII Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

MunI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

SmaI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

AgeI Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Eco47III Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

EcoRV Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

3.1.8 Primer  

CH13-as 5’TGGACGCCGCTGGTCAGGG3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

CMV-s 5‘TGGGAGTTTGTTTTGGCACC3‘ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

Kappa-as 5’TCCAGATTTCAACTGCTCATC3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

M13 forward 5’GTTGTAAAACGACGGCCAGTG3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

M13 reverse 5’CAGGAAACAGCTATGACCATG3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

NRB AA 1168 AgeI-s 5’ACCGGTAACACATGGATTACAAAA3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

NRB AA 1168 MunI-s 5’CAATTGAACACATGGATTACAAAA3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 
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NRB AA 1285 BstEII-as 5’GGTGACCCCGAATTCAGATACATACTG3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

NRB AA 1285 SmaI-as 5’CCCGGGGAATTCAGATACATACTG3’ Sigma-Aldrich, 
St. Louis, USA 

 

3.1.9 Vektoren und Plasmide 

GFP-Plasmid José-Carreras-Institut, Homburg 

IgG1 TA  José-Carreras-Institut, Homburg 

Neurabin-I-Sequenz José-Carreras-Institut, Homburg 

pCR®2.1-TOPO Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

pSfi-Express-FLAG-tag José-Carreras-Institut, Homburg 

 

3.1.10 Antikörper 

ANTI-FLAG M2 Affinity Gel  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Anti-IgG1-APC  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach 

Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP 

conjugate  

Bio-Rad, Feldkirchen 

IgG1-LRPAP1-BAR-Body: 

humanes IgG1 mit einem Ausschnitt von 

LRPAP1 anstelle der variablen Domänen 

der schweren und leichten Kette 

José-Carreras-Institut, Homburg 

Monoclonal ANTI-FLAG M2  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

3.1.11 Zelllinien 

HEK-293T DSMZ, Braunschweig 

PBMCs Isolation aus Eigenblut 

U-2932 mit rekombinantem BZR José-Carreras-Institut, Homburg 

 

HEK-293T-Zellen exprimieren das große T-Antigen des Simian-Virus 40 (SV40). Es ermöglicht 

eine episomale Amplifikation von Plasmiden, die einen Replikationsursprung des SV40 

besitzen (Durocher et al., 2002). 

 

PBMCs wurden aus Eigenblut isoliert (dazu siehe Ziffer 3.3.7). 

 

Die U-2932-Zelllinie ist eine humane Zelllinie. Es handelt sich um B-Lymphozyten, die aus 

dem Aszites eines Patienten mit DLBCL isoliert wurden (Amini et al., 2002). Da keine PZNSL-

Zelllinie vorlag, wurden die U-2932-Zellen mit einem rekombinanten BZR eines Patienten mit 
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PZNSL transfiziert. Dieser BZR ist Neurabin-I-reaktiv und wird nach Inkubation der Zellen mit 

Doxycyclin auf der Lymphozytenoberfläche exprimiert. Sowohl VH als auch VL des trans-

fizierten BZR wurden aus einem Neurabin-I-reaktiven BZR eines Patienten mit PZNSL 

gewonnen (Thurner et al., 2018). 

 

3.2 Methoden der Molekularbiologie 

 

3.2.1 Polymerase-Ketten-Reaktion 

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) können Nukleinsäurefragmente, die von be-

kannten DNA-Sequenzen eingerahmt sind, in vitro vervielfältigt werden. Dabei werden 

einzelsträngige Oligonukleotidprimer verwendet, die sich nach Denaturierung der doppel-

strängigen DNA an komplementäre DNA-Abschnitte der Stränge anlagern (Annealing). So 

wird der Startpunkt für eine Synthese durch die DNA-Polymerase markiert. Diese synthetisiert 

den neuen Strang komplementär zur Matrize. Nach der Elongation wird der Ansatz zur 

Vorbereitung des nächsten Zyklus wieder auf Denaturierungstemperatur erhitzt, so dass sich 

der nun gebildete DNA-Doppelstrang erneut auftrennt. Nach Abkühlung kann eine neue 

Anlagerung der Primer stattfinden und eine weitere Strangsynthese erfolgen. Da auch die neu 

gebildeten DNA-Stränge als Matrize für die folgenden Zyklen dienen, führt die PCR zu einer 

exponentiellen Zunahme der DNA-Fragmente bei zyklischer Wiederholung der Schritte (Brix 

et al., 2014; Siemens und Soppa, 2017).  

 

Für die in dieser Arbeit beschriebenen Klonierungen erfolgten die genannten Schritte bei  

▪ einer Denaturierungstemperatur von 95 °C für 30 Sekunden, 

▪ einer Annealingtemperatur von 55–60 °C für 30 Sekunden  

▪ und einer Elongationstemperatur von 72 °C für 60 Sekunden. 

 

Es wurde mit 33 Zyklen gearbeitet. Die PCR-Ergebnisse wurden im Agarosegel kontrolliert. 
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Die PCR-Ansätze umfassten folgende Bestandteile: 

▪ 3 µl Puffer, 

▪ 0,2 µl DNA-Polymerase (5 U/µl),  

▪ 0,2 µl dNTPs (10 mM), 

▪ je 1 µl Primer sense und antisense (10 mM, 1:10 verdünnt), 

▪ zu amplifizierender DNA-Abschnitt: 1 µl DNA (1:1000 verdünnt) oder 

Bakterien einer auf einer Agarplatte gewachsenen Kolonie, 

▪ 23,6–24,6 µl H2O 

 

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese 

In der Gelelektrophorese können DNA-Fragmente ihrer Größe nach über ein elektrisches Feld 

aufgetrennt werden. Die Fragmente werden an der Kathode auf ein Gel aufgetragen und 

wandern aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen zur Anode. Kleine DNA-Stränge 

mit kurzen Sequenzen können die Matrix des Agarosegels dabei besser passieren und 

wandern weiter in Richtung der Anode als große Fragmente (Königshoff und Brandenburger, 

2018). 

 

Um das Gel anzusetzen, wurden Agarose und TAE-Puffer (dazu siehe Ziffer 3.1.6) gemischt 

und anschließend in einer Mikrowelle für drei Minuten erhitzt, bis sich die Agarose vollständig 

aufgelöst hatte. Danach wurde die flüssige Gelmasse mit TAE-Puffer wieder auf ihr Anfangs-

volumen aufgefüllt und auf einer Schüttelplatte auf circa 50 °C heruntergekühlt. Unter dem 

Abzug wurden 75 µl Ethidiumbromid, welches als DNA-bindender Farbstoff fungiert, 

hinzugegeben und das Gel wurde in einen mit einem Kamm bestückten Gelträger gegossen. 

Das ausgehärtete Gel wurde in eine mit TAE-Puffer gefüllte Elektrophoresekammer gelegt. 

Um die Lauffronten auf dem Gel zu detektieren, wurden die Proben mit je 2 µl Blaumarker 

gefärbt und 10–20 µl der Probe sowie ein Längenmarker in die Taschen des Gels pipettiert. 

An das Gel wurde für 30 Minuten eine Spannung von 100 V angelegt. Die Lauflänge der 

DNA-Fragmente wurde mithilfe eines UV-Transilluminators beurteilt.  

 

Zur Visualisierung der PCR-Produkte wurde ein zweiprozentiges Gel und Längenmarker der 

Größe 50 bp und für Restriktionsanalysen ein einprozentiges Gel mit einem Längenmarker der 

Größe 1000 bp verwendet.  
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3.2.3 Transformation 

Das Einbringen rekombinanter DNA in Bakterienzellen wird als Transformation bezeichnet 

(Brix et., 2014). Der Ligationsansatz wurde zu 95 µl auf Eis aufgetauten kompetenten E. coli 

DH5α-Bakterien hinzugegeben und der Ansatz für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem 

Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad für 30 Sekunden folgte eine fünfminütige Inkubation auf 

Eis. Die Bakterien wurden dann für 60 Minuten in je 200 µl SOC-Medium bei 37 °C auf dem 

Schüttler inkubiert. 

 

3.2.4 Vermehrung der transformierten Bakterien 

Die transformierten Bakterien werden in einem Selektionsmedium angezüchtet, das ein 

Antibiotikum enthält, gegen das die Bakterien keine Resistenz besitzen. Mit der Trans-

formation des Plasmids wird den Bakterien ein Resistenzgen zugeführt, das ein Wachstum im 

mit Antibiotikum versehenen Medium zulässt. So ist eine Selektion derjenigen Bakterien 

möglich, die erfolgreich transformiert werden konnten. 

 

Die Bakterien wurden zunächst auf Agar kultiviert. Später folgten eine Selektion und Anzucht 

einzelner Klone im LB-Medium. Die Bakterien wurden jeweils in autoklavierten LB-Medien in 

Zentrifugenröhrchen und bei größeren Volumina in mit Folie abgedeckten Erlenmeyerkolben 

auf dem Kreisschüttler oder auf Agar bei 37 °C vermehrt. Zur Selektion der Kolonien wurden 

Medien und Agar mit Ampicillin (100 µg/ml, 1:1000) oder Kanamycin (25 µg/ml, 1:4000) 

versehen.  

 

3.2.5 Klonscreening  

Um zu überprüfen, ob Transformationen erfolgreich waren, wurde die DNA der Bakterienklone 

unter Verwendung geeigneter Primer amplifiziert. 

 

Im Rahmen des Screenings nach der Transformation wurde jeweils ein Drittel des oben unter 

3.2.1 angegebenen PCR-Ansatzes verwendet. Mit einer sterilen Pipettenspitze konnte eine 

Bakterienkolonie von der Agarplatte ausgewählt und in den vorbereiteten PCR-Ansatz 

überführt werden. Die Pipettenspitze wurde anschließend sicher aufbewahrt und diente nach 

der PCR der Weitervermehrung der getesteten Kolonie in LB-Medium. 
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3.2.6 Plasmid-DNA-Isolierung 

Die Plasmidisolierung erfolgte aus am Vortag mit transformierten E. coli angeimpftem LB-

Medium (3–5 ml bzw. 100 ml) mithilfe der Plasmid-DNA-Purification-Kits von Macherey-Nagel 

nach den Angaben des Herstellers. Es kamen das NucleoSpin-Plasmid-Kit für die Minis sowie 

das NucleoBond-AX-100-Kit für die Midis zum Einsatz. Die Methode beruht auf einer 

alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim und Doly, 1979).  

 

3.2.7 Bestimmung der Nukleinsäurekonzentration  

Um die Konzentration der isolierten Plasmide und der aufbereiteten Inserts und Vektoren zu 

bestimmen, wurde ihre Absorption bei 260 nm photometrisch bestimmt. Anhand des 

Quotienten der Absorptionswerte von 260/280 nm konnte außerdem auf die Reinheit der 

isolierten Proben geschlossen werden. Dieser Quotient beläuft sich bei einer reinen 

DNA-Probe auf circa 1,8 (Hauk, 2013). 

 

3.2.8 Sequenzierung 

Die isolierten Plasmide wurden durch die Firma SEQ-IT in Kaiserslautern über die Primer M13 

forward und reverse sequenziert. 

 

3.2.9 Restriktionsenzymverdau  

Zur Vorbereitung der Ligation müssen der Vektor und das Insert mit Restriktionsenzymen 

behandelt werden, so dass diese kompatible Schnittstellen erhalten. Ebenfalls dient der Res-

triktionsenzymverdau dazu, den korrekten Einbau des Inserts zu überprüfen. 

 

Der Verdau erfolgte als 30 µl-Ansatz mit je 2 µg DNA, 3 µl zu den Enzymen kompatiblem 

Puffer, je 1 µl Enzym (10 U/µl) und X µl H2O für eine Stunde bei 37 °C im Wasserbad. Um die 

Selbstligation des geschnittenen Vektors zu verhindern, wurde dem Vektor anschließend 1 µl 

alkalische Phosphatase (10 U/µl) hinzugefügt und der Ansatz zunächst für zehn Minuten bei 

37 °C und danach für fünf Minuten bei 75 °C inkubiert. 
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3.2.10 DNA-Aufreinigung nach Restriktionsenzymverdau 

Die mit den Restriktionsenzymen geschnittenen DNA-Fragmente wurden per Gelelektro-

phorese in einem 1%-igen Gel aufgetrennt. Der Ansatz des geschnittenen Inserts wurde 

vollständig auf das Gel aufgetragen und die entsprechende Bande mit einem sterilen Skalpell 

unter UV-Sicht herausgetrennt und isoliert. Zur Kontrolle des geschnittenen Vektors wurden 

2 µl Vektor mit 5 µl H2O sowie 2 µl Blaumarker auf das Gel aufgetragen.  

 

Mit dem Zymoclean-Gel-DNA-Recovery-Kit konnten die sich im isolierten Gelstück befindliche 

DNA des Inserts und der geschnittene Vektor nach Herstellerangaben aufgereinigt werden. 

Die Anleitung wurde um eine Wiederholung des Waschschritts erweitert, um ein noch besser 

gereinigtes Produkt zu erhalten.  

 

3.2.11 Ligation  

Bei einer Ligation werden die Enden des geschnittenen Inserts mit denen des nach dem 

Restriktionsenzymverdau geöffneten Vektors durch eine Ligase verknüpft. Dabei verestert die 

Ligase die Phosphatgruppe des einen DNA-Strangs mit einer Hydroxygruppe der Desoxy-

ribose des anderen DNA-Strangs. 

 

Die Ligationen wurden mit je 1 µl DNA-T4-Ligase (10 U/µl), 1 µl Ligasepuffer und 0,5–1 µl 

Vektor und X µl Insert (Insert:Vektor 3:1) und X µl H2O als 10 µl-Ansatz für drei Stunden bei 

Raumtemperatur durchgeführt.  

 

3.2.12 pCR®2.1-TOPO-Klonierungsvektor  

Taq-DNA-Polymerasen synthetisieren amplifizierte Produkte mit einem Desoxyadenosin-

Überhang (Testori et al., 1994). Der für die Ligation verwendete pCR®2.1-TOPO-Vektor enthält 

einen passenden Desoxythymidin-Überhang. So können die PCR-Amplifikate effektiv und zeit-

sparend ligiert werden.  

 

Die Ligation wurde mit dem TOPO-TA-Cloning-Kit durchgeführt. Zu 1 µl Insert wurde je 0,25 µl 

Puffer und 0,25 µl Vektor hinzugegeben und der Ligationsansatz wurde anschließend für fünf 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

 



36 

 

3.3 Methoden der Zellkultur 

 

Die Zellen wurden bei 37 °C unter einer Begasung mit 5 % CO2 kultiviert. Um einer 

Kontamination mit Pilzsporen und Bakterien vorzubeugen, erfolgten sämtliche Arbeiten an 

einer Zellkulturbank in steriler Umgebung. Die Zelllinien wurden in dem oben unter 3.1.6 

beschriebenen Zellkulturmedium kultiviert.  

 

3.3.1 Kultivierung von HEK-293T-Zellen 

Die HEK-293T-Zellen wurden regelmäßig unter dem Mikroskop auf ihre Konfluenz überprüft. 

Die Zellen wurden in einem Medium mit dem Antibiotikum G-418 (500 mg/l) kultiviert, um eine 

Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen zu erreichen.  

 

Je nach Wachstumsverhalten der Zellen wurde das Medium gewechselt und aufgefangen, um 

aus diesem das exprimierte Protein zu isolieren. Um das Medium zu wechseln, wurden die 

Zellen aufgeschüttelt und das Medium mit den gelösten Zellen in einem Zentrifugenröhrchen 

aufgefangen. Anschließend wurden circa 10 % des Mediums mit den darin enthaltenen Zellen 

in eine neu mit G-418-Medium vorbereitete Zellkulturflasche übertragen und diese weiter 

kultiviert.  

 

3.3.2 Kultivierung von U-2932-Zellen 

Die mit einem Neurabin-I-reaktiven BZR transfizierten U-2932-Zellen wurden ebenfalls in 

einem Selektionsmedium kultiviert. Dieses besteht aus dem Zellkulturmedium, das um das 

Selektionsantibiotikum Hygromycin (250 mg/l) ergänzt wurde (Thurner et al., 2018).  

 

3.3.3 Kultivierung von PBMCs 

Das Zellkulturmedium, in dem die PBMCs kultiviert wurden, hatte einen FCS-Gehalt von 1 %. 

 

3.3.4 Expression des gegen Neurabin-I gerichteten BZR in U-2932-Zellen 

Die Aktivierung der Expression des für den BZR codierenden Gens basiert auf dem 

Mechanismus der Tetracyclin-gesteuerten Genregulation. Dabei bindet Tetracyclin an einen 

reversen Tet-Transaktivator, der eine Konformationsänderung erfährt und an die Tet-

Operatoren stromaufwärts der TATA-Box bindet. Dies ermöglicht die Transkription des 
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Zielgens. Der Mechanismus wird als Tet-on-Mechanismus bezeichnet (Gossen et al., 1995; 

Das et al., 2016). 

 

Die Expression des BZR wurde durch eine Inkubation der Zellen mit dem Tetracyclin 

Doxycyclin der Konzentration 1 µg/ml induziert, welches am Vortag auf die Zellkultur gegeben 

wurde.  

 

3.3.5 Gewinnung des in den Überstand sezernierten Proteins 

Die HEK-293T-Zellen sezernieren das exprimierte Protein in den Überstand der Zellkultur, aus 

dem das Protein isoliert werden konnte. Im Rahmen des Mediumwechsels wurde der Über-

stand in Zentrifugenröhrchen isoliert, bei 2500 rpm für drei Minuten zentrifugiert und in einem 

Sammelgefäß (500 ml) aufgefangen. Um einer Keimbildung vorzubeugen, wurde das 

Sammelgefäß mit 1 ml Natriumazid versehen.  

 

3.3.6 Transfektion 

Als Transfektion wird das Einbringen von rekombinanter DNA in eine eukaryontische Zelle 

bezeichnet (Brix et al., 2014). Die Expression des großen T-Antigens des SV40 durch die 

HEK-293T-Zellen ermöglicht nach der Transfektion eine episomale Amplifikation des 

transfizierten Plasmids über seinen SV40-Replikationsursprung (Durocher et al., 2002). Um 

vorzubeugen, dass die transfizierte Zelle das Plasmid wieder abbaut und entfernt, wird mit 

einem Selektionsmedium gearbeitet. Dies umfasst das Antibiotikum G-418, für das die 

Plasmide ein Resistenzgen enthalten (siehe 3.3.1). 

 

Um die Fremd-DNA in die Zellen einzubringen, wurde die Methode der Lipofektion gewählt. 

Bei dieser kommt es zur Bildung von lipophilen Komplexen zwischen DNA und synthetischen 

kationischen Lipiden, die anschließend mit der Lipiddoppelschicht der Zellmembran ver-

schmelzen und die DNA ins Zellinnere überführen (Netzker, 2016). 

 

Die Transfektion erfolgte an in 2 ml Zellkulturmedium kultivierten HEK-293T-Zellen mit einer 

Konfluenz von etwa 50–70 %. Zur Vorbereitung wurde 1 µg Plasmid-DNA in 100 µl reinem 

RPMI1640 verdünnt. Anschließend wurde der Ansatz mit 3 µl X-tremeGENE gemischt und für 

zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf die Zellen 

gegeben. 
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3.3.7 Isolierung von PBMCs 

PBMCs wurden aus EDTA-Blut mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Dazu wurde das 

Blut auf Ficoll-Trennlösung im Verhältnis 1:1 geschichtet. Anschließend folgte für 30 Minuten 

eine Zentrifugation mit 400 g bei Raumtemperatur ohne Bremse. Hierbei kam es zur Auf-

trennung der Blutbestandteile nach ihrer Dichte. Anders als Erythrozyten sowie Granulozyten 

haben die PBMCs eine geringere Dichte als die Ficoll-Trennlösung. Die PBMCs setzen sich 

deshalb oberhalb der Trennlösung als Ring ab (Kanof et al., 1996). Sie konnten dann ab-

pipettiert und auf 15 ml mit PBS aufgefüllt werden. Es folgten drei Waschschritte bei 1500 rpm 

für vier Minuten bei 9 °C mit 15 ml PBS. 

 

3.3.8 Zellzahlbestimmung mithilfe der Neubauer-Zählkammer 

Um die Zellen in ihrer Vitalität unterscheiden zu können, wurden sie mit Trypanblau (0,5 %) 

(siehe Ziffer 3.1.6) im Verhältnis 1:1 gefärbt. Da der Farbstoff lediglich die Plasmamembranen 

der beschädigten Zellen passieren kann, färbt er nur die nicht vitalen Zellen. Die lebenden und 

nicht gefärbten Zellen wurden in zwei diagonal liegenden Eckquadraten in einer Neubauer-

Zählkammer ausgezählt. Die Zellkonzentration wurde nach der Formel „Anzahl der 

Zellen x 10.000 x Verdünnungsfaktor = Anzahl der Zellen/ml“ berechnet. 

 

3.4 Methoden der Immunologie und Proteinchemie 

 

3.4.1 Konzentrierung des Überstands 

Der Überstand mit dem exprimierten Konstrukt wurde in Vorbereitung auf die Behandlung mit 

dem ANTI-FLAG-M2-Affinity-Gel zunächst filtriert und anschließend über eine 30 kDa-Mem-

bran konzentriert. 

 

3.4.2 Aufreinigung des Überstands 

Das Protein aus dem Überstand wurde mit dem ANTI-FLAG-M2-Affinity-Gel isoliert. Dieses ist 

gegen die FLAG-Struktur des Proteins gerichtet und kann es so gezielt binden. Um 50 ml 

Überstand zu reinigen, wurde mit 200 µl ANTI-FLAG-M2-Affinity-Gel gearbeitet. Das Gel 

wurde zur Vorbereitung in 1 ml PBS-Waschpuffer gewaschen und abzentrifugiert und 

anschließend in den Überstand übertragen und der Überstand über Nacht bei 4 °C auf einem 

Rolltisch inkubiert. 
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Der Überstand wurde für zehn Minuten bei 2500 rpm zentrifugiert und das abzentrifugierte Gel 

in ein neues Gefäß überführt und für weitere drei Minuten bei 1800 rpm zentrifugiert. Es folgten 

drei Waschschritte mit jeweils 1 ml PBS bei 10.000 rpm für 30 Sekunden. Die Lösung des 

FLAG-Proteins von der Gelmatrix erfolgte durch Hinzugabe von 250 µl Glycin (pH 3), gefolgt 

von einem zweiminütigen Warteschritt, währenddessen sich die Anti-FLAG-Strukturen des 

Gels wieder von den FLAG-Strukturen des Proteins lösen. Das Gel wurde bei 10.000 rpm für 

30 Sekunden abzentrifugiert und der Überstand mit dem isolierten Protein mit 25 µl Na2HPO4 

versehen. Um den nicht physiologischen sauren pH-Wert zu puffern, folgte über Nacht eine 

Dialyse über eine in den Deckel des Eppendorfgefäßes eingespannte Dialysemembran mit 

PBS. 

 

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen 

nach ihrer Molekülmasse. Durch Verwendung von SDS wird die natürliche Ladung der 

Proteine überdeckt, indem SDS an die Proteine in einem zu ihrer Molekülmasse proportionalen 

Verhältnis bindet und ihnen eine negative Ladung verleiht. Die Proteine werden anschließend 

auf ein Gel aufgetragen und wandern in einem elektrischen Feld in Richtung der Anode. Dabei 

wirkt das Polyacrylamidgel wie ein Maschennetz, so dass kleinere Proteine im elektrischen 

Feld weniger stark zurückgehalten werden und weiter wandern als größere (Kalbitzer, 2014).  

 

Das Gel enthielt einen Trenn- und einen Sammelanteil, die sich in ihren pH-Werten unter-

schieden. Zuerst wurde das Trenngel zubereitet und in die Apparatur gegossen. Anschließend 

diente destilliertes Wasser dazu, die Kante des Trenngels gerade aushärten zu lassen. Nach 

Aushärtung des Trenngels wurde das Wasser entfernt und das angesetzte Sammelgel auf das 

polymerisierte Trenngel gegossen. Zur Ausbildung der Geltaschen wurde ein Kamm in das 

Sammelgel eingebracht. 

 

Die Proben für die Elektrophorese wurden mit SDS-Probenpuffer gefärbt (Proteinproben aus 

dem Überstand mit 1-fach Puffer, Eluate mit 2-fach Puffer und Zellpellets mit je 150 µl 5-fach 

Puffer). Anschließend wurden die Proben und ein Protein-Größenmarker in die Geltaschen 

pipettiert. Das Gel wurde in einer mit Lämmli-Puffer gefüllten Kammer eingespannt. Die Gel-

Laufzeit betrug etwa 40 Minuten bei 200 V. 

 



40 

 

3.4.4 Transfer 

Um die Proteine in einer Folgereaktion nachweisen zu können, müssen diese durch Anlegen 

eines elektrischen Feldes auf eine Trägermembran übertragen werden.  

 

Die Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) wurde zunächst für fünf Minuten in 

100%igem Methanol und anschließend für zehn Minuten in Transferpuffer mit 20 % Methanol 

vorbehandelt. Die Blotting-Filterpapiere wurden ebenfalls vor Benutzung mit 20 % Methanol 

enthaltendem Transferpuffer behandelt. Die Schichtung für den Blot beinhaltete je drei 

Blotting-Filterpapiere zu beiden Polen hin und dazwischen die vorbehandelte PVDF-Membran 

sowie das Gel. Mit einem Glasstab konnten durch Überrollen Luftblasen entfernt werden. Der 

Transfer auf die Membran erfolgte bei 480 mA und 24 V für 30–45 Minuten. 

 

3.4.5 Blockung 

Um freie Proteinbindungsstellen zu blockieren, wurde die PVDF-Membran in 50 ml TBS und 

5 g Milchpulver bei 4 °C über Nacht auf dem Schüttler mit anschließendem Waschschritt in 

reinem TBS für zwei Minuten vorbehandelt. 

 

3.4.6 Immundetektion  

Die PVDF-Membran mit den übertragenen und blockierten Proteinen wurde für 45 Minuten 

leicht schüttelnd mit Monoclonal-ANTI-FLAG-M2 behandelt (1:2500 in 15 ml TBS-Wasch-

puffer). Es folgten fünf Waschschritte von je zwei Minuten in TBS-Waschpuffer auf dem 

Schüttler. Anschließend wurde die Membran mit dem gegen den Primärantikörper gerichteten 

peroxidasemarkierten Sekundärantikörper (1:3000 in 15 ml TBS-Waschpuffer) schüttelnd für 

45 Minuten behandelt und fünfmal für je zwei Minuten in TBS-Waschpuffer gewaschen.  

 

3.4.7 Chemolumineszenz  

Der peroxidasemarkierte Sekundärantikörper wurde mithilfe des Kits von Cell Signaling Tech-

nology nachgewiesen. Die an den Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettichperoxidase 

katalysiert die Chemolumineszenzreaktion von Luminol. Dabei wird Luminol in ein angeregtes 

Dianion umgewandelt, welches in einem energiereichen Triplett-Zustand vorliegt und an-

schließend auf ein niedrigeres Energieniveau fällt. Es kommt zur Emission von Licht, das mit 

einem Röntgenfilm nachgewiesen werden kann (Giussani et al., 2019). 
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Die Substrate wurden im Verhältnis 1:20 mit 2 ml H2O angesetzt. Anschließend wurde der 

Ansatz auf die zwischen zwei Folien liegende PVDF-Membran gegeben und in einer Film-

kassette für eine Minute inkubiert.  

 

Die Proteinbanden wurden durch Auflegen eines Röntgenfilms in einer Dunkelkammer für 

circa 30 Sekunden bis fünf Minuten nachgewiesen. Anschließend wurde der Film entwickelt, 

gewässert und fixiert. 

 

3.4.8 Coomassie-Gelfärbung 

Die Färbung nach Coomassie ist eine unspezifische Nachweismethode von Proteinen auf 

einem SDS-Gel. Der Coomassie-Brilliant-Blau R-250-Farbstoff lagert sich an die Seitenketten 

von Proteinen an und färbt diese.  

 

Nach der SDS-Gelelektrophorese wurde das Gel für 30 Minuten in einer Petrischale mit 

Coomassie-Färbelösung geschwenkt und anschließend über Nacht in Coomassie-Entfärber-

lösung entfärbt und getrocknet. 

 

3.4.9 Konzentrationsbestimmung von Eluaten 

Die Konzentration des Proteins im Eluat wurde mit dem Spektralphotometer bei 280 nm be-

stimmt.  

 

3.4.10 Durchflusszytometrie 

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen mit Laserlicht bestrahlt. Über die Analyse von 

Streu- und Fluoreszenzverhalten kann so auf Eigenschaften sowie Oberflächenmerkmale der 

Zellen geschlossen werden (McKinnon, 2018). 

 

5 x 106 Zielzellen wurden mit einem FLAG-markierten IgG1-BAR-Body der Konzentration 

10 µg/ml für 30 Minuten inkubiert und anschließend gefärbt. Hierzu wurden die Zellen mit 

einem Sekundärantikörper (Anti-FLAG, Konzentration 1:500 in PBS) und einem Tertiär-

antikörper (Anti-IgG1-APC, Konzentration 1:10 in PBS), der an einen Farbstoff gekoppelt ist, 

behandelt. Mittels Durchflusszytometrie konnte die Intensität des Farbstoffs in den Assays 

ermittelt werden und eine Aussage darüber getroffen werden, wie gut der BAR-Body an die 

Zielzellen gebunden hatte. 
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Die BAR-Bodys und Antikörper wurden als 50 µl-Ansätze im Abstand von 30 Minuten auf die 

auf Eis inkubierten Zielzellen pipettiert. Dazwischen erfolgten jeweils Waschschritte von drei 

Minuten in 600 µl PBS bei 1800 rpm. Die Analyse erfolgte in 600 µl PBS. 

 

3.4.11 LDH-Assay 

Lactatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, welches ubiquitär in allen 

Zellen vorkommt. Bei Zellmembranschädigung in einer Zellkultur tritt es in das Medium über. 

Die Ermittlung der LDH-Konzentration im Zellmedium dient als quantitativer Marker für 

Zytotoxizität und Zelltod im Assay. Dabei wird LDH durch die Reduktion von NAD+ zu 

NADH+H+ nachgewiesen. Das NADH+H+ dient als Reduktionsmittel bei der Bildung von 

Formazan, welches ein Absorptionsmaximum bei 492 nm hat. Die Absorptionswerte der 

einzelnen Assays werden photometrisch erfasst. Sie sind proportional zu den LDH-

Konzentrationen (Decker und Lohmann-Matthes, 1988).  

 

Die Assays enthielten sowohl Zielzellen als auch PBMCs und wurden mit BAR-Bodys oder 

reinem RPMI als Hintergrundkontrolle inkubiert. Die LDH-Assays wurden mit dem Cytotoxicity-

Detection-KitPLUS von Roche nach Herstellerangaben durchgeführt.  

 

Zur Vorbereitung wurden Zielzellen und PBMCs jeweils dreimal in reinem RPMI bei 1500 rpm 

für drei Minuten gewaschen. Die Ansätze enthielten alle circa 5 x 103 Zielzellen und circa 

5 x 104 Effektorzellen. Die BAR-Bodys wurden in reinem RPMI auf 10 µg/ml, 5 µg/ml, 2,5 µg/ml 

und 1,25 µg/ml verdünnt. Außerdem wurden die minimale Lyse in einem Assay ohne 

BAR-Body mit 5 µl reinem RPMI pro Ansatz sowie die maximale Lyse durch Hinzugabe von 

5 µl zytotoxisch wirkendem Triton X-100 pro Ansatz bestimmt.  

 

Die Assays wurden für drei Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Es folgte die enzy-

matische LDH-Detektion.  Die bei 490 nm gemessenen Absorptionswerte sind als Mittelwerte 

einer Dreifachbestimmung mit Standardabweichung angegeben. Anschließend wurde die 

spezifische Lyse in Prozent nach der Formel 
ermittelter Absorptionswert – minimale Lyse 

maximale Lyse – minimale Lyse
 x 100 

berechnet.  



43 

 

4. Ergebnisse  

 

4.1 Klonierung des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys 

 

Die variablen Domänen eines physiologischen Immunglobulins umfassen jeweils 110 Amino-

säuren (Ansorge und Täger, 2014). An die Positionen von VH und VL des IgG1-BAR-Bodys 

wurde deshalb mit den Aminosäuren 1168–1285 von Neurabin-I ein ähnlich langer Abschnitt 

integriert. Der als VH und VL klonierte Neurabin-I-Abschnitt beinhaltet die Aminosäuresequenz 

1126–1251, welche die höchste Bindungsaffinität zum Neurabin-I-reaktiven BZR des PZNSL 

hat und das Epitop ist (Abbildung 1). Die Sequenz befindet sich dabei in der Mitte der variablen 

Region des Immunglobulins und wird von beiden Seiten durch weitere Aminosäuren von 

Neurabin-I umschlossen. Arbeiten, bei denen das Epitop von Neurabin-I in ein Fab-Format 

bestehend aus CH1 und einem Ausschnitt aus Neurabin-I als VH kloniert wurde, zeigen, dass 

der BZR das Epitop so am besten bindet (Bewarder et al., 2020).  

 

 

Abbildung 1: Ausschnitt aus der Proteinsequenz der Isoform 3 von Neurabin-I. Hervor-

gehoben ist die Aminosäuresequenz 1168–1285, die in den IgG1-Vektor kloniert wurde (aus 

www.uniprot.org, primary accession number: Q9ULJ8-3). 

 

Um den BAR-Body zu klonieren, wurde auf einen IgG1-Vektor aus dem Labor zurückgegriffen. 

Dieser enthält die konstanten Domänen der schweren Kette CH1, CH2 und CH3 sowie der 

leichten Kette CL des IgG1. Der Vektor verfügt über eine Furin-2A-Schnittstelle, die eine 

Zusammenlagerung der Immunglobulinketten im Rahmen der Translation ermöglicht 

(Abbildung 2). Der Vektor enthält ein Ampicillin-Resistenzgen. 
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Abbildung 2: Ausschnitt aus dem verwendeten IgG1-Vektor. Der schweren und leichten 
Kette sind Signalpeptide vorangestellt.  

 

Die einzelnen Klonierungsschritte der VH und VL wurden separat für VH über die Schnittstellen 

MunI und BstEII und für VL über die Schnittstellen AgeI und SmaI vorgenommen. VH und VL 

wurden nacheinander in den IgG1-Vektor integriert (Abbildung 3). Der IgG1-Vektor ist ein 

TA-Vektor und wurde anschließend in einen Expressionsvektor integriert.  

 

 

 

Abbildung 3: Klonierungsschritte für die Konstruktion des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys. 

Die Integration der Aminosäuren AA1168–1285 aus Neurabin-I (weiß) in den IgG1-Vektor 

erfolgte nacheinander. Die Abbildung zeigt oben das physiologische IgG1 ohne klonierte 

Regionen und unten den BAR-Body mit klonierten Sequenzen anstelle der variablen 

Regionen.  
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4.1.1 Amplifikation der Neurabin-I-DNA 

 

Zur Vorbereitung der Klonierung in den IgG1-Vektor erfolgte die Amplifikation der 

Neurabin-I-DNA per PCR. Dadurch wurde erreicht, dass die Neurabin-I-Sequenz von 

charakteristischen Schnittstellen flankiert wird, die für die Klonierung in die VH- und VL-Region 

des IgG1-Vektors erforderlich sind. Die Amplifikation der Neurabin-I-Sequenz, die in die 

VH-Region integriert wurde, erfolgte mit den Primern MunI-s und BstEII-as. Die Amplifikation 

der Neurabin-I-Sequenz, die in die VL-Region integriert wurde, erfolgte mit den Primern AgeI-s 

und SmaI-as. Die aus dieser PCR hervorgegangen Produkte werden im Folgenden als 

NRB-VH und NRB-VL bezeichnet. 

 

Die Länge der amplifizierten DNA-Sequenz belief sich auf 117 Aminosäuren. Dies entspricht 

351 Basenpaaren (bp). Sowohl für NRB-VH als auch für NRB-VL konnten Banden dieser 

Länge nach der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese dargestellt werden (Abbildung 4). 

 

 

 

Abbildung 4: PCR-Kontrolle der Amplifikation der Neurabin-I-DNA mittels Agarose-Gel-

elektrophorese. Für die Integration in VH erfolgte die Amplifikation der Neurabin-I-DNA mit 

den Primern MunI-s und BstEII-as; das Produkt wird als NRB-VH bezeichnet (links). Für die 

Integration in VL erfolgte die Amplifikation mit den Primern AgeI-s und SmaI-as; das Produkt 

wird als NRB-VL bezeichnet (rechts). 

 

Die mit den Schnittstellen für die Integration in VH und VL amplifizierten DNA-Sequenzen 

NRB-VH und NRB-VL wurden in den pCR®2.1-TOPO-Vektor ligiert, kompetente E. coli DH5α-

Bakterien mit dem Plasmid transformiert und über Nacht inkubiert. Mittels PCR mit den Primern 

M13 forward und reverse wurden einzelne Kolonien auf eine erfolgreiche Transformation 

untersucht (Abbildung 5). Klon NRB-VH #2 und NRB-VL #6 wurden in LB-Medium mit 

Ampicillin weiter kultiviert. Die Plasmid-DNA wurde isoliert und sequenziert.  
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Abbildung 5: PCR-Kontrolle der Integration von NRB-VH (oben) und NRB-VL (unten) in 

den pCR®2.1-TOPO-Vektor mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

4.1.2 Klonierung der Neurabin-I-DNA in die VH-Position des IgG1-Vektors 

 

Zunächst wurde NRB-VH in den IgG1-Vektor kloniert. Der Restriktionsenzymverdau des 

IgG1-Vektors sowie des aufgereinigten NRB-VH-Plasmids erfolgte mit den Restriktionsendo-

nukleasen BstEII und MunI (Abbildung 6). 

 

 

Abbildung 6: Kontrolle des Restriktionsenzymverdaus des IgG1-Vektors und der 

NRB-VH-DNA mit BstEII und MunI mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

Anschließend erfolgte die Ligation, die Transformation kompetenter E. coli DH5α-Bakterien 

mit dem gebildeten Plasmid und die Anzucht der Bakterien auf Agar mit Ampicillin. Mittels 

PCR-Analyse einzelner Bakterienkolonien mit den Primern MunI-s und CH13-as wurde die 

korrekte Transformation der Plasmide überprüft (Abbildung 7). Der Bakterienklon 

IgG1-NRB-VH #2 wurde weiter inkubiert und die Plasmid-DNA wurde isoliert und sequenziert. 
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Abbildung 7: PCR-Kontrolle der Integration von NRB-VH in den IgG1-Vektor mittels 

Agarose-Gelelektrophorese 

 

4.1.3 Klonierung der Neurabin-I-DNA in die VL-Position des IgG1-Vektors 

 

Um NRB-VL in den IgG1-Vektor zu klonieren, der nun NRB-VH enthielt, wurden der Vektor 

und die amplifizierte NRB-VL-DNA (siehe oben Ziffer 4.1.1) mit den Restriktionsendonukle-

asen SmaI und AgeI geschnitten und anschließend ligiert (Abbildung 8).  

 

 

Abbildung 8: Kontrolle des Restriktionsenzymverdaus des IgG1-NRB-VH-Vektors und 

der NRB-VL-DNA mit SmaI und AgeI mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

Kompetente E. coli DH5α-Bakterien wurden mit dem Ligationsprodukt transformiert und über 

Nacht auf Agarplatten mit Ampicillin inkubiert. Eine PCR mit den Primern Kappa-as und AgeI-s 

diente der Kontrolle auf eine erfolgreiche Transformation (Abbildung 9). Es folgten die An-

züchtung des Klons IgG1-NRB-VH-NRB-VL #7, die Plasmidaufreinigung und die Sequenzier-

ung der Plasmid-DNA. 
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Abbildung 9: PCR-Kontrolle der Integration von NRB-VL in den IgG1-NRB-VH-Vektor 

mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

4.1.4 Klonierung des fertigen Konstruktes in den Expressionsvektor 

 

Um den BAR-Body von einer Zelllinie exprimieren zu lassen, musste die in einem TA-Vektor 

vorliegende, mit NRB-VH und NRB-VL klonierte IgG1-Sequenz, in einen Expressionsvektor 

(pSfi-Express-FLAG-tag) kloniert werden. 

 

Der pSfi-Express-FLAG-tag-Vektor wurde durch Austausch des eGFP gegen eine FLAG-

Sequenz aus einem pEGFP-C1-Vektor gewonnen (Bewarder et al., 2020). Diese FLAG-

Sequenz liegt neben dem Insert und wird ebenfalls exprimiert. Der IgG1-BAR-Body erhält so 

ein FLAG-Tag, welches in der anschließenden Aufbereitung und Testung über eine Anti-

FLAG-Struktur gebunden und detektiert werden kann. Der Vektor verfügt über ein Kanamycin-

Resistenzgen. 

 

Die mit NRB-VH und NRB-VL klonierte IgG1-Sequenz wurde mit Eco47III geschnitten 

(Abbildung 10). Ein mit EcoRV geschnittener pSfi-Express-FLAG-tag-Vektor lag dem Labor 

bereits vor.  

 



49 

 

 

Abbildung 10: Kontrolle des Restriktionsenzymverdaus der IgG1-Sequenz mit Eco47III 

mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

Nach dem Restriktionsenzymverdau wurden die IgG1-Sequenz und der Vektor ligiert, 

kompetente E. coli DH5α-Bakterien mit dem Plasmid transformiert und auf Agar mit Kana-

mycin inkubiert. Per Klonscreening (Abbildung 11) mit den Primern CMV-s und CH13-as 

konnten dann korrekt transformierte Klone ausgewählt werden. Klon #30 und #31 sowie #33–

35 wurden weiter inkubiert. 

 

 

 

Abbildung 11: PCR-Kontrolle der Integration des IgG1-Inserts in den pSfi-Vektor mittels 

Agarose-Gelelektrophorese 

 

Bei beiden verwendeten Restriktionsenzymen handelt es sich um gerade schneidende 

Enzyme, die gerade Enden produzieren. Das Insert kann folglich bei der Ligation sowohl in 

richtiger als auch falscher Orientierung in den Vektor integriert werden. Eine Restriktions-

enzymanalyse des klonierten pSfi-IgG1-Vektors mit BstEII konnte nach dem Klonscreening 

nachweisen, dass das Insert in der richtigen Orientierung integriert war. Für alle angezüchteten 

Klone konnte eine korrekte Integration nachgewiesen werden (Abbildung 12). 
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Abbildung 12: Kontrolle des Restriktionsenzymverdaus des pSfi-IgG1-Vektors mit 

BstEII mittels Agarose-Gelelektrophorese 

 

4.2 Expression des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys 

 

4.2.1 Transfektion 

 

Zur Expression des BAR-Bodys wurden fünf HEK-293T-Zellkulturen mit den fünf in 4.1 herge-

stellten Plasmiden #30, #31 und #33–35 transfiziert. Zur Kontrolle der Transfektion dienten 

Zellen aus derselben Kultur, die zeitgleich mit einem GFP-Plasmid (grün fluoreszierendes 

Protein) transfiziert wurden. Nach vier Tagen konnte in diesen Zellen unter einem 

UV-Mikroskop eine Fluoreszenz beobachtet werden, so dass davon ausgegangen werden 

konnte, dass die Zellen das Plasmid aufgenommen hatten und das GFP exprimierten. 

 

Mittels Western-Blots wurde der IgG1-Antikörper vier Tage nach der Transfektion im Über-

stand sowie in den Zellpellets der fünf Transfektionsansätze nachgewiesen. Der BAR-Body 

wurde durch sein FLAG-Tag auf der PVDF-Membran mit einem monoklonalen Anti-FLAG-

Antikörper detektiert. Dieser Primärantikörper konnte per Sekundärantikörper und Chemo-

lumineszenz auf einem Röntgenfilm sichtbar gemacht werden (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: Nachweis des FLAG-markierten IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys aus trans-

fizierten HEK-293T-Zellen vier Tage nach Transfektion mittels Western-Blots. Der 

BAR-Body wurde sowohl in Zellpellets (links) als auch in Überstanden (rechts) nachgewiesen. 

 

4.2.2 Aufreinigung des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys 

 

Nachdem der BAR-Body gemäß der unter 3.4.1 und 3.4.2 beschriebenen Methode aus dem 

Zellkulturüberstand isoliert und aufgereinigt war, betrug seine Konzentration im Eluat 

449 µg/ml. Das Eluat wurde mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Ein Teil des 

SDS-Gels wurde mit Coomassie angefärbt und ein anderer Teil für einen Western-Blot weiter-

verwendet.  

 

Für einen IgG-Antikörper wird eine Molekularmasse von 150 kDa beschrieben (Ansorge und 

Täger, 2014). Dem entsprach das Ergebnis der Coomassie-G-Färbung, die zeigte, dass das 

im Eluat aufgereinigte Protein eine Größe von 130 bis 180 kDa hatte (Abbildung 14). Der 

Western-Blot bestätigte zudem, dass das aufgereinigte Konstrukt eine FLAG-Struktur besaß 

und es sich also um den aufgereinigten BAR-Body handelte. 
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Abbildung 14: Nachweis des FLAG-markierten IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys im auf-

gereinigten Eluat mit einem Coomassie-G-gefärbten SDS-Gel (links) und mittels Wes-

tern-Blots (rechts) 

 

4.3 Funktionstests 

 

4.3.1 Durchflusszytometrie 

 

Der IgG1-Neurabin-I-BAR-Body wurde mit zwei Zellkulturen der U-2932-Zelllinie inkubiert, die 

sich in der Induktion der Transkription des Gens für den Neurabin-I-reaktiven BZR unter-

scheiden. In einer der Kulturen wurde die BZR-Expression auf der Zelloberfläche am Vortag 

durch eine Inkubation mit Doxycyclin induziert. 

 

Die U-2932-Zielzellen beider Zellkulturen wurden nach der Beschreibung in Ziffer 3.4.10 mit 

dem IgG1-Neurabin-I-BAR-Body inkubiert. Danach folgte eine Behandlung mit einem 

monoklonalen Anti-FLAG-Antikörper und einem Anti-IgG1-APC-Antikörper. In der Durchfluss-

zytometrie diente die Detektion APC-gefärbter Zielzellen als Nachweis dafür, dass diese den 

BAR-Body gebunden haben. Bei jedem der sechs gemessenen Ereignisse wurden 1 x 104 

Zellen analysiert (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der APC-Intensität der Zielzellen in den 

mit dem IgG1-Neurabin-I-BAR-Body (B und D) und dem IgG1-LRPAP1-BAR-Body (A und 

C) inkubierten Ansätzen. A und B zeigen die Ergebnisse der U-2932-Zellen, die keinen 

Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren. C und D zeigen die Ergebnisse der U-2932-Zellen, die 

einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren. 

 

In der Zellkultur, in der die Zellen einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren und mit dem 

IgG1-Neurabin-I-BAR-Body behandelt wurden, zeigte sich eine Zunahme der APC-Intensität 

(Abbildung 15, rote Kurve in D). Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Zellen den 

BAR-Body gebunden haben. In der Kultur, in der die Zellen keinen Neurabin-I-reaktiven BZR 

exprimieren, ist keine Zunahme der APC-Intensität bei Inkubation der Zellen mit dem BAR-

Body zu erkennen (Abbildung 15, rote Kurve in B). Es konnte gezeigt werden, dass der 

IgG1-Neurabin-I-BAR-Body nur an Zellen der mit Doxycyclin vorbehandelten Kultur bindet und 

diese Bindung selektiv über den Neurabin-I-reaktiven BZR erfolgt.  

 

Zur Kontrolle wurden die beiden Zellkulturen zusätzlich mit dem IgG1-LRPAP1-BAR-Body 

inkubiert, dessen variable Region einen Teil des Proteins LRPAP1 enthält. Der Kontroll-

BAR-Body führte in keiner der beiden Zellkulturen zu einem Anstieg der APC-Intensität 

(Abbildung 15, blaue Kurven in A und C). Dies zeigte, dass die einen Neurabin-I-reaktiven BZR 
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tragenden Zielzellen keine Bindungen mit anderen BAR-Bodys eingehen, sondern nur 

spezifisch den mit dem BZR kompatiblen IgG1-Neurabin-I-BAR-Body binden. 

 

4.3.2 LDH-Assay 

 

Mittels LDH-Assays wurde untersucht, ob der IgG1-Neurabin-I-BAR-Body bei Inkubation der 

Zielzellen mit PBMCs Zytotoxizität vermittelt. LDH diente dabei als quantitativer Marker, um 

einen mit dem Zelltod einhergehenden Verlust der Zellmembranintegrität zu erfassen. Die 

freigesetzte LDH in den einzelnen Assays wurde nach einer dreistündigen Inkubation bei 37 °C 

photometrisch bestimmt.  

 

Analog zum Versuchsaufbau der Durchflusszytometrie wurden sowohl zur Expression eines 

Neurabin-I-reaktiven BZR aktivierte als auch inaktivierte U-2932-Zellen mit PBMCs inkubiert. 

Alle Assays enthielten sowohl Zielzellen als auch PBMCs im Verhältnis 1:10. Die Zellen 

wurden entweder mit dem IgG1-Neurabin-I-BAR-Body oder dem Kontroll-BAR-Body 

(IgG1-LRPAP1-BAR-Body) verschiedener Konzentrationen inkubiert. Zur Hintergrundkontrolle 

wurden zusätzlich Zielzellen und PBMCs in reinem RPMI ohne BAR-Body inkubiert. Tabelle 1 

und Abbildung 16 zeigen die jeweils ermittelten Absorptionswerte sowie die Werte der 

minimalen und der maximalen Lyse. 
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Tabelle 1. Ergebnisse des LDH-Assays 

BZR-
Expression 

[µg/ml] reines RPMI IgG1-
LRPAP1 

IgG1-NRB minimale 
Lyse 

maximale 
Lyse 

 10 0,581 ± 0,02 0,597 ± 0,02 1,843 ± 0,06 0,587 ± 0,01 2,759 ± 0,02 

 5 0,584 ± 0,03 0,601 ± 0,02 1,013 ± 0,04   

 2,5 0,582 ± 0,04 0,573 ± 0,03 0,821 ± 0,02   

 1,25 0,577 ± 0,03 0,567 ± 0,02 0,684 ± 0,01   

Keine BZR-
Expression 

      

 10 0,565 ± 0,03 0,569 ± 0,01 0,553 ± 0,05 0,592 ± 0,02 2,775 ± 0,07 

 5 0,570 ± 0,04 0,599 ± 0,03 0,576 ± 0,08   

 2,5 0,588 ± 0,03 0,603 ± 0,02 0,567 ± 0,07   

 1,25 0,585 ± 0,04 0,599 ± 0,03 0,566 ± 0,05   

Dargestellt sind die Absorptionswerte bei 490 nm in Abhängigkeit der inkubierten BAR-Bodys 

verschiedener Konzentrationen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte einer Dreifachbestimmung. 

Oben: die Ergebnisse der Ansätze, in denen zuvor mittels Doxycyclin die Expression eines 

Neurabin-I-reaktiven BZR in den U-2932-Zellen induziert worden ist. Unten: die Ergebnisse 

der Ansätze, in denen die Expression eines Neurabin-I-reaktiven BZR in den U2932-Zellen 

nicht induziert ist. Für beide Ansätze wurde eine minimale und maximale Lyse erfasst. 

 

 

 

Abbildung 16: Lyse von U-2932-Zellen mit und ohne Neurabin-I-reaktiven BZR. 

Dargestellt sind die Absorptionswerte (OD) bei 490 nm des LDH-Release-Assays mit U-2932-

Zellen, die einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren (links) und mit U-2932-Zellen, die kei-

nen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren (rechts). Alle Assays enthielten U-2932-Zellen und 

PBMCs und wurden mit dem IgG1-Neurabin-I-BAR-Body der Konzentrationen 1,25–10 µg/ml 

und dem Kontrollantikörper IgG1-LRPAP1-BAR-Body inkubiert. 
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Abbildung 17: Spezifische Zelllyse in U-2932-Zellen mit Neurabin-I reaktivem BZR in 

Abhängigkeit der Konzentration des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys. Die spezifische Zell-

lyse ist konzentrationsabhängig und reicht von 4 % bei einer Konzentration von 1,25 mg/ml bis 

zu 58 % bei einer Konzentration von 10 µg/ml. 

 

Wie die Ergebnisse der Durchflusszytometrie gezeigt hatten, bindet der IgG1-Neurabin-I-

BAR-Body spezifisch an Zielzellen, die einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren. Die in 

Abbildung 16 und 17 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass der BAR-Body in vitro nach Bin-

dung an die Zielzellen eine von PBMCs ausgehende Zelllyse vermitteln kann. Diese Lyse ist 

konzentrationsabhängig. Bei einer Konzentrierung des BAR-Bodys auf 10 µg/ml konnte nach 

einer dreistündigen Inkubation mit PBMCs eine spezifische Zelllyse von 58 % gemessen 

werden (Abbildung 17).  

 

In Assays, in denen die Zielzellen keinen BZR exprimierten oder in denen reines RPMI ohne 

BAR-Body inkubiert wurde, ließ sich kein zytotoxischer Effekt beobachten. Auch nach der 

Inkubation mit dem Kontroll-BAR-Body zeigte sich keine vermehrte Zelllyse (Abbildung 16 und 

17). Dies bestätigte die Spezifität des konstruierten IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys für seine 

Zielzellen und zeigt, dass hierdurch eine selektive Zytotoxizität gegen diejenigen Zellen 

gerichtet werden kann, die den BAR-Body gebunden haben.  
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5. Diskussion 

 

5.1 Das BAR-Konzept in der PZNSL-Therapie 

 

In Deutschland gilt das MATRix-Protokoll als Behandlungsstandard für jüngere Patienten mit 

einer PZNSL-Erkrankung. Es umfasst die Gabe von hochdosiertem Methotrexat, Cytarabin 

und Thiotepa in Kombination mit dem monoklonalen CD20-Antikörper Rituximab (Schorb et 

al., 2019b). Mit diesem Therapieregime konnten im Rahmen der IELSG32-Studie gute Über-

lebenszeiten für Patienten erzielt werden. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dass die 

Kombination aller Zytostatika des MATRix-Protokolls zu vermehrt hämatologischen Neben-

wirkungen führt (Ferreri et al., 2016). Grund für die therapieassoziierten Nebenwirkungen der 

Zytostatika ist die unspezifisch gerichtete zytotoxische Wirkung, die alle proliferierenden Zellen 

angreift. Daher werden neben den neoplastischen Zellen auch gesunde Zellen zerstört. 

 

Inhalt der onkologischen Forschung ist die Entwicklung einer Targeted Therapy. Dabei handelt 

es sich um Therapieformate, die gegen molekulare Zielstrukturen der Zellen gerichtet sind. 

Diese ergänzen oder ersetzen mittlerweile häufig die konventionelle Chemotherapie (Jochims 

et al., 2006). Auch diese Therapie ist jedoch durch eine nicht spezifisch auf die Tumorzelle 

vermittelte Zytotoxizität limitiert, da häufig keine Differenzierung zwischen gesunden und 

malignen Zellen gelingt (Peters und Brown, 2015). In Studien zum PZNSL wird unter anderem 

Rituximab, Ibrutinib und Temsirolimus eingesetzt. 

 

Rituximab ist gegen das Antigen CD20 gerichtet. Dieses wird auf Prä-B-Zellen sowie reifen 

B-Zellen exprimiert und findet sich sowohl auf normalen B-Lymphozyten als auch auf malignen 

B-Lymphozyten (Arzneimittelkommission der deutschen Ärzteschaft, 2018). Nach Bindung 

von Rituximab an CD20 vermittelt der Antikörper verschiedene zytotoxische Mechanismen 

(dazu näher unter 5.2). Die Zytotoxizität richtet sich gegen den gesamten CD20-positiven 

B-Zell-Bestand des Patienten. Dabei findet keine Differenzierung zwischen maligner und 

gesunder Zelle statt, so dass immunologische und hämatologische Nebenwirkungen die Folge 

sind. Daher geht der Einsatz von Rituximab bei circa 30–55 % der Patienten mit einem Non-

Hodgkin-Lymphom mit Infektionen (unter anderem Herpes Zoster, Zytomegalie- und Can-

didainfektionen sowie Reaktivierung einer Hepatitis-B-Infektion) und mit Leukenzepha-

lopathien einher (Torchia et al., 2016; Salles et al., 2017). Ferner warnt die Arzneimittel-

kommission der deutschen Ärzteschaft vor schweren Immundefekten mit Hypogamma-

globulinämie und protrahierter Depletion der B-Lymphozyten nach Behandlung mit Rituximab 

(Arzneimittelkommission der deutschen Ärzteschaft, 2018). Besonders bei simultaner Gabe 
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mit weiteren Chemotherapeutika treten Leukopenien, Neutropenien und Panzytopenien auf 

(Salles et al., 2017).   

 

Für die in der PZNSL-Therapie untersuchten Therapeutika Ibrutinib und Temsirolimus werden 

hohe therapieassoziierte Mortalitätsraten beschrieben, die unter anderem auf schwere 

Aspergillosen bei Ibrutinibgabe und auf Pneumonien unter der Anwendung von Temsirolimus 

zurückzuführen sind (Rubenstein, 2017). 

 

Im Gegensatz zu den oben vorgestellten Therapeutika zeichnet sich das BAR-Konzept durch 

eine besonders hohe Spezifität für die malignen B-Zell-Klone aus. Diese wird durch die 

Verwendung der BZR-Antigene als therapeutische Zielstruktur erreicht. Für das PZNSL 

konnten in acht von zwölf Fällen die SAM-Domäne von Neurabin-I und SAMD14 als Antigene 

der BZR der malignen Zellen gefunden werden (Thurner et al., 2018). Da das PZNSL eine 

klonale Erkrankung ist, exprimieren die malignen Klone den gleichen Neurabin-I-reaktiven 

BZR. Die Expression ist für die Zellen des PZNSL charakteristisch und besteht nicht in anderen 

Neoplasien. Durch Integration des Antigens Neurabin-I in ein Therapieformat, welches die 

PZNSL-Zellen über ihren Neurabin-I reaktiven BZR angreift, kann die Zytotoxizität selektiv auf 

die malignen Zellen gerichtet werden.  

 

Die in dieser Arbeit untersuchte Fragestellung konnte erfolgreich beantwortet werden. Es ist 

in dem vorgestellten Forschungsprojekt gelungen, das BZR-Antigen Neurabin-I in ein 

IgG1-Format zu integrieren und zu exprimieren. Der IgG1-Neurabin-I-BAR-Body enthält 

Neurabin-I anstelle der variablen Domänen der schweren und leichten Kette des Immun-

globulins. In vitro bindet dieser BAR-Body an B-Zellen, die einen Neurabin-I-reaktiven BZR 

exprimieren. Mittels LDH-Release-Assay konnte eine spezifische und durch den gebundenen 

BAR-Body vermittelte Zytotoxizität bei Inkubation der Zielzellen mit Effektorzellen nach-

gewiesen werden.  

 

Bei einer Konzentrierung des BAR-Bodys auf 10 µg/ml konnte nach einer dreistündigen 

Inkubation mit Effektorzellen eine spezifische Zelllyse von 58 % erreicht werden. Es wurde 

nicht untersucht, ob sich dieser Wert zum Beispiel durch eine längere Dauer der Inkubation 

oder ein anderes Verhältnis von Ziel- und Effektorzellen weiter verbessern lässt. Allerdings 

können bei solchen Überlegungen auch einige fixe Parameter eine Rolle spielen. Zu denken 

ist zum Beispiel an die Affinitätskonstante des BAR-Bodys zum BZR, die über Oberflächen-

plasmonenresonanzspektroskopie ermittelt werden könnte. Dies ist im Rahmen dieser Arbeit 

nicht erfolgt. 
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Für das PZNSL zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ein selektiver Angriff auf maligne 

Klone mit dem BAR-Body über den für sie spezifischen BZR in vitro möglich ist, so dass das 

BAR-Konzept im IgG1-Format mit Neurabin-I erfolgsversprechend ist. Aufgrund der selektiv 

vermittelten Zytotoxizität besteht die Hoffnung, dass der Therapieansatz bei Anwendung am 

Patienten mit weniger therapieassoziierten Nebenwirkungen einhergeht, da nur die malignen 

Klone und keine anderen B-Zellen zerstört werden. 

 

Ein weiterer Vorteil des BAR-Konzepts liegt darin, dass es bei einer Vielzahl von Patienten 

angewendet werden kann. So zeigt zum Beispiel die Immuntherapie mit CAR-T-Zellen zwar 

sehr gute Therapieerfolge, erfordert aber für jeden Patienten die Aufbereitung patienten-

eigener T-Zellen und ihre Ex-vivo-Ausstattung mit chimären Antigenrezeptoren (Buchholz et 

al., 2018). Auch Therapiekonzepte mit Antiidiotyp-Strukturen beinhalten ein für jeden Patienten 

individuelles Design (Vuist et al., 1994; Torchia et al., 2016). Für den BAR-Body gilt dies nicht, 

obwohl er ebenfalls höchst spezifisch an der Zielstruktur wirkt. Er kann bei mehreren Patienten 

eingesetzt werden, da seine Zielstruktur, der Neurabin-I-reaktive BZR, in 66 % der PZNSL-

Proben nachgewiesen werden konnte (Thurner et al., 2018). 

 

Im Rahmen des BAR-Konzepts kann Neurabin-I auch an ein Immuntoxin gebunden werden, 

um Tumorzellen erfolgreich zu lysieren (Thurner et al., 2018). Vorteil des mit der vorliegenden 

Arbeit untersuchten Therapieansatzes ist, dass auf eine externe Gabe einer zytotoxischen 

Substanz verzichtet werden kann.  

 

Es muss allerdings diskutiert werden, ob die Grundidee, die Zelle über den BZR anzugreifen, 

das BAR-Konzept gleichzeitig anfällig für Resistenzmechanismen macht. Die Immunglobulin-

Gene der PZNSL-Zellen sind sowohl somatisch rekombiniert als auch somatisch hypermutiert. 

Darüber hinaus lässt sich eine fortlaufende somatische Hypermutation mit intraklonaler 

Heterogenität nachweisen (Thompsett et al., 1999; Montesinos-Rongen et al., 2015). Die 

genetische Variabilität der malignen B-Zellen könnte leicht zu Mutationen des BZR führen. 

Dann wäre die Bindung des BAR-Bodys an den BZR beeinflusst oder die therapeutische 

Zielstruktur des BAR-Bodys ginge ganz verloren. 
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5.2 Der BAR-Body als Mediator der Zytotoxizität 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der BAR-Body Zielzellen mithilfe von Effektorzellen 

gezielt zerstören kann. Im Folgenden sollen diese Vorgänge und weitere vom BZR als Target 

des BAR-Bodys ausgehende Prozesse beleuchtet und diskutiert werden. 

 

Effektormechanismen des Immunsystems 

 

Zytotoxische Effekte von monoklonalen Antikörpern werden über Effektormechanismen des 

Immunsystems erzielt, die über den Fc-Teil der Immunglobuline vermittelt werden (Vuist et al., 

1994). Trotz unterschiedlicher Zielstrukturen der monoklonalen Antikörper wird die Zyto-

toxizität durch dieselben Mechanismen vermittelt (González-González et al., 2019). Diese 

umfassen unter anderem eine antikörperabhängige zelluläre Zytotoxizität (ADCC), eine 

komplementabhängige Zytotoxizität (CDC) sowie eine komplementabhängige zellvermittelte 

Zytotoxizität (CDCC) (Peters und Brown, 2015).  

 

Bei In-vitro-Inkubation des BAR-Bodys mit Zielzellen und Effektorzellen kommt es zum 

ADCC-Mechanismus. Dieser wird durch natürliche Killerzellen, Granulozyten und Monozyten 

vermittelt, die über ihre Fcγ-Rezeptoren mit dem Fc-Teil des BAR-Bodys interagieren und die 

mit dem BAR-Body beladenen Zielzellen lysieren (Salles et al., 2017). Da die Zielzellen im 

Rahmen dieser Arbeit lediglich mit aus Vollblut isolierten PBMCs inkubiert wurden und das 

Serum inklusive Komplementfaktoren verworfen wurde, liefern die Ergebnisse keine Aussage 

darüber, ob der BAR-Body ebenfalls eine CDC oder CDCC vermittelt.  

 

Für den Fcγ-Rezeptor IIIa ist ein Polymorphismus bekannt, der bei manchen Patienten zu 

einer Rituximab-Resistenz führt (Bonavida, 2014). Eine ADCC ist bei diesen Patienten nur 

eingeschränkt möglich und würde auch eine Therapie mit dem BAR-Body limitieren. 

 

Proliferative Signalkaskaden 

 

Nach Bindung an den BZR wird für das Antigen Neurabin-I eine proliferative Signalkaskade 

beschrieben (Thurner et al., 2018). Daher ist es denkbar, dass der BAR-Body im Rahmen 

eines therapeutischen Einsatzes ebenfalls einen proliferativen Effekt auf die malignen Klone 

ausübt und sie nicht wie gewünscht zerstört. Anders als bei Thurner et al. umfasst der 

BAR-Body jedoch nicht nur das proliferativ stimulierende Antigen, sondern zusätzlich die 

schweren Regionen eines IgG1. So werden die malignen Klone durch die Fc-Teile des IgG1 
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für Effektorzellen markiert und können gezielt zerstört werden. Dies zeigen die Ergebnisse des 

LDH-Assays dieser Arbeit. Ob die proliferationsstimulierenden oder die zytotoxischen Effekte 

eines BAR-Bodys überwiegen, muss in weiteren Proliferationsassays untersucht werden. 

 

BZR-Apoptoseprogramme 

 

Neben Überlebens- und Aktivierungssignalen werden über den BZR auch Apoptosepro-

gramme initiiert. Diese dienen der Elimination von autoreaktiven B-Zellen. Der Einsatz von 

monoklonalen Antiidiotypen-Antikörpern hat gezeigt, dass sich diese Apoptoseprogramme 

auch therapeutisch nutzen lassen und so eine Tumorregression von Non-Hodgkin-

Lymphomen erzielt werden kann (Vuist et al., 1994; Tsubata, 2001; Carter et al., 2016). Die 

Inkubation der Zielzellen mit monoklonalen Antiidiotyp-Strukturen induziert BZR-Signal-

kaskaden, die zu einem aktivierungsinduzierten Zelltod führen (Torchia et al., 2016).  

 

Es ist daher denkbar, dass auch der BAR-Body einen BZR-induzierten Zelltod der malignen 

Klone auslösen könnte. Sollten sich diese Überlegung bestätigen, könnte davon ausgegangen 

werden, dass der BAR-Body bei seinem therapeutischen Einsatz die Tumorzellen nicht mehr 

nur für Effektorzellen zur Lyse markiert, sondern auch direkte BZR-vermittelte Zelltod-

programme initiiert. 

 

Internalisierung des BAR-Body-BZR-Komplexes  

 

Antikörper-Wirkstoff-Konjugate (AWK) sind monoklonale Antikörper, die an Toxine konjugiert 

sind. Sie werden nach Bindung an ihre Zielstruktur per Rezeptor vermittelter Endozytose 

internalisiert und schädigen die Zellen. Obwohl die CD20-Struktur als nicht internalisierend gilt, 

konnte sogar für den chimären monoklonalen CD20-Antikörper Rituximab je nach 

konjugiertem Toxin eine Internalisierung nachgewiesen werden (Peters und Brown, 2015). 

Das Therapieformat der AWK zeigt, dass es bei Bindung von monoklonalen Antikörpern an 

zelluläre Oberflächenstrukturen zur Internalisierung der Antikörper kommt. Dies könnte auch 

auf den BAR-Body zutreffen. 

 

Auch zwei weitere Aspekte könnten für eine Internalisierung des IgG1-Neurabin-I-BAR-Bodys 

sprechen. Zum einen handelt es sich bei seiner Zielstruktur, dem BZR, um eine besondere 

Zielstruktur, die die physiologische Aufgabe einer Antigeninternalisierung mit Prozessierung 

und Präsentation auf MHCII hat (Courtney et al., 2014). Zum anderen konnte eine 
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Internalisierung eines an das Neurabin-I-Epitop konjugierten Immuntoxins nachgewiesen 

werden (Thurner et al., 2018). 

 

Sofern diese Hypothese bestätigt werden kann und eine Internalisierung des BAR-Bodys 

nachgewiesen wird, müsste untersucht werden, welche Auswirkungen dies auf die vom 

BAR-Body vermittelte Zytotoxizität hat. Für Rituximab wird beispielsweise die Internalisierung 

des Antikörpers als Resistenzmechanismus, im Rahmen dessen die Markierung der Zelle für 

zytotoxische Effektormechanismen verloren geht, diskutiert (Salles et al., 2017). Es ist unklar, 

ob dieser Effekt angesichts der Vielzahl der auf der Lymphozytenoberfläche exprimierten BZR, 

die als mögliche Zielstrukturen bestehen, eine Relevanz hat. Sofern die B-Zelle den BAR-Body 

nicht nur internalisiert, sondern auch prozessiert und auf MHCII präsentiert, müsste untersucht 

werden, inwiefern das Immunsystem auf die präsentierten Fragmente des BAR-Bodys 

reagiert. 

 

Diese Arbeit zeigt, dass PZNSL-Zellen, die einen Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren, 

in vitro mit dem hergestellten BAR-Body markiert und per ADCC lysiert werden können. 

Weitere Untersuchungen bleiben nötig, um abschließend zu klären, ob bei der Lyse der mit 

dem BAR-Body beladenen Zellen weitere zytotoxische Mechanismen eingreifen, inwiefern der 

BAR-Body über den BZR direkte Apoptoseprogramme initiiert und an proliferativen Kaskaden 

beteiligt ist und ob der BAR-Body internalisiert wird.  

 

5.3 Das humane IgG1 als Therapieformat  

 

Im Rahmen des BAR-Konzepts sind Konjugation der BZR-Antigene in verschiedene Formate 

denkbar (Pfreundschuh et al., 2015). In dieser Arbeit erfolgte die Integration des BZR-Antigens 

Neurabin-I in ein humanes IgG1-Format. Im Folgenden werden Vor- und Nachteile des 

IgG1-Formats diskutiert. 

 

Die Molekularmasse eines IgG-Proteins beträgt 150 kDa (Ansorge und Täger, 2014). Aufgrund 

dieser großen Molekularmasse haben monoklonale IgG-Antikörper eine lange Halbwertszeit 

und werden nicht renal ausgeschieden (Wang et al., 2008). Ferner schützen Bindungen des 

Fc-Teils des Antikörpers an neonatale Fc-Rezeptoren vor dem Abbau (Roopenian und Akilesh, 

2007). Dies führt zu lang im therapeutischen Bereich anhaltenden Antikörperspiegeln. 
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Die Größe des Immunglobulins kann jedoch eine effiziente Tumorpenetration limitieren (Lucas 

et al., 2019). Dieses Problem stellt sich insbesondere bei Zielstrukturen im ZNS, die die 

Überwindung der Blut-Hirn-Schranke erfordern (siehe dazu 5.4.3). Darüber hinaus bergen die 

langen Halbwertszeiten von monoklonalen Antikörpern Risiken von Toxizität und ungewollten 

Wechselwirkungen mit molekularen Strukturen (Lucas et al., 2019). Außerdem muss mit einer 

vom Fc-Teil ausgehenden Aktivierung des Immunsystems gerechnet werden (Kholodenko et 

al., 2019). Beim Einsatz monoklonaler chimärer Antikörper kann es ferner zur Bildung humaner 

antichimärer Antikörper kommen (Salles et al., 2017). Bei der Verwendung monoklonaler 

humaner Antikörperformate ist dies nicht zu erwarten.  

 

Bei Patienten mit einem Neurabin-I-reaktiven BZR können sowohl im Serum als auch im Liquor 

Autoantikörper gegen Neurabin-I nachgewiesen werden (Thurner et al., 2018). Ob von diesen 

eine prognostische Bedeutung für das PZNSL ausgeht, ist nicht geklärt. Jedoch sind eine 

Interaktion und Komplexbildung der Autoantikörper mit dem im Rahmen der Therapie 

verabreichten BAR-Body wahrscheinlich. In weiteren Untersuchungen wäre zu klären, 

inwiefern diese Komplexe zur Akkumulation in Gewebe oder Gefäßen neigen und Immun-

prozesse oder Toxizität initiieren. Ferner muss untersucht werden, ob die Autoantikörper die 

verabreichten BAR-Bodys eventuell abfangen, bevor diese die BZR der malignen Zellen 

erreichen.  

 

Für monoklonale Antikörper wird eine Elimination direkt an der Zielzelle oder über Organe mit 

großem mononukleären Phagozytensystem wie die Leber, die Lunge oder die Milz 

beschrieben (Lucas et al., 2019). Konsequenzen einer Verteilung des BAR-Bodys in diesen 

Organen müssen ebenfalls in pharmakokinetischen Studien analysiert werden. 

 

Für den IgG1-Isotypen wird eine starke ADCC und CDC beschrieben (Yu und Liu, 2019). Diese 

Effektormechanismen sind bei einer Therapie mit BAR-Bodys gewünscht. 

 

Peters und Brown schlagen vor, bei der Wahl eines für die AWK-Therapie geeigneten 

Antikörpers bestimmte Anforderungen zu stellen. Diese umfassen eine geringe Reaktivität mit 

gesundem Gewebe, eine hohe Affinität zur Zielstruktur, eine geringe Immunogenität sowie 

eine lange Halbwertszeit (Peters und Brown, 2015). Nach diesen Parametern sollte auch der 

konstruierte BAR-Body beurteilt werden. Einige dieser Parameter müssen noch weiter 

untersucht werden, andere konnten bereits im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen 

geklärt werden. So belegen die Ergebnisse dieser Arbeit eine hohe Spezifität zur Zielstruktur 

und lassen also eine geringe Reaktivität mit gesundem Gewebe erwarten. Auch ermöglicht die 
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Klonierung in ein IgG-Format lange Halbwertszeiten. Der Umfang der Immunogenität ist, wie 

erörtert, nicht geklärt. Jedenfalls entfällt aber aufgrund der Wahl eines humanen IgG-Formats 

die Bildung eines humanen antichimären Antikörpers.  

 

5.4 Ausblick  

 

5.4.1 Ausstehende Verifikation der Ergebnisse an PZNSL-Zelllinien 

 

Es gibt bislang keine EBV-negative PZNSL-Zelllinie, die als Testzelllinie für den BAR-Body 

hätte verwendet werden können (Thurner et al., 2018). Die in dieser Arbeit vorgestellten Tests 

wurden daher stattdessen an einer DLBCL-Zelllinie (U-2932-Zelllinie) durchgeführt, die mit 

einem Neurabin-I-reaktiven BZR eines Patienten transfiziert wurde. Die verwendeten 

U-2932-Zellen sind biologisch eng mit PZNSL-Zellen verwandt (Thurner et al., 2018). Dennoch 

ist es für die Weiterentwicklung des BAR-Konzepts mit Neurabin-I im IgG1-Format sinnvoll, 

die hier erzielten Ergebnisse an PZNSL-Zelllinien zu überprüfen, wenn diese verfügbar 

werden.  

 

5.4.2 Untersuchung weiterer PZNSL-Proben auf die Zielstruktur des BAR-Bodys 

 

Nach aktuellem Stand exprimieren 66 % der PZNSL einen Neurabin-I-reaktiven BZR. Dieser 

Prozentwert ergibt sich aus den Analysen von zwölf PZNSL-Proben, in denen in acht Fällen 

ein Neurabin-I-reaktiver BZR nachgewiesen wurde (Thurner et al., 2018). Auf diese Ergeb-

nisse stützt sich die Hypothese, dass 66 % der PZNSL-Patienten für eine Therapie mit dem 

BAR-Body in Frage kämen.  Die untersuchte Patientengruppe ist mit zwölf Patienten jedoch 

recht klein. Daher sollten weitere PZNSL-Proben gewonnen werden und auf den Neurabin-I-

reaktiven BZR untersucht werden, um noch bessere Aussagen darüber treffen zu können, bei 

wieviel Prozent der Erkrankten ein Einsatz des BAR-Bodys erfolgen kann.   

 

5.4.3 Beschränkung des Therapiekonzepts durch die Blut-Hirn-Schranke 

 

Der Einsatz von Antikörpern in der PZNSL-Therapie ist dadurch limitiert, dass diese die Blut-

Hirn-Schranke aufgrund ihrer Molekülgröße nicht gut überwinden können. Ein systemisch 

verabreichter BAR-Body würde daher im ZNS des Patienten wahrscheinlich nur geringe 
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Konzentrationen erreichen, die für einen Therapieeffekt eventuell nicht ausreichen. Bei syste-

mischer Therapie mit Rituximab (375 mg/m²) liegen beispielsweise die Liquorspiegel bei 0,1 % 

der Serumspiegel (Batchelor et al., 2011). Im Rahmen der HOVON 105/ALLG NHL 24-Studie 

(Bromberg et al., 2019) konnten für eine zusätzliche Gabe von Rituximab zu einer HD-MTX-

basierten Polychemotherapie bei PZNSL-Patienten keine deutlichen Vorteile belegt werden.  

  

Obwohl nur sehr geringe Liquorspiegel erreicht werden, stellt die Rituximab-Therapie nach 

dem MATRix-Protokoll derzeit dennoch den Behandlungsstandard für PZNSL-Patienten dar. 

Die Therapieerfolge von Rituximab werden mit langen Halbwertszeiten, einer hohen Affinität 

zu den malignen B-Zellen und einer hohen Akkumulation um die Tumorzellen erklärt 

(Batchelor et al., 2011; Doolittle et al., 2014).  

 

Die gute Wirkung von Rituximab könnte auch auf der in zerebralen Tumoren veränderten 

Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke beruhen. Hinweise auf eine verbesserte Schranken-

permeabilität im Tumorgewebe sind veränderte Tight Junctions, ein vergrößerter perivas-

kulärer Raum sowie vermehrte Pinozytosevakuolen. Eine veränderte Blut-Hirn-Schranke im 

Tumorgewebe wird auch als Blut-Tumor-Schranke bezeichnet und kann als Erklärung für das 

Ansprechen einiger zerebraler Tumore auf systemisch verabreichte Chemotherapeutika 

dienen (Deeken und Löscher, 2007). Für das PZNSL gilt, dass bei 70 % der PZNSL-Patienten 

die Blut-Hirn-Schranke nicht intakt ist (Waldera-Lupa et al., 2017). Auch konnte an im Rahmen 

der Angiogenese neu gebildeten Gefäßen des PZNSL keine physiologische Blut-Hirn-

Schranke nachgewiesen werden (Takeuchi et al., 2007).  

 

Diese Beobachtungen der veränderten Architektur der Blut-Hirn-Schranke im PZNSL lassen 

vermuten, dass es dem BAR-Body möglich sein könnte, die Blut-Hirn-Schranke besser als 

erwartet zu überwinden. Ein In-vivo-PZNSL-Tiermodell wird zeigen müssen, inwiefern diese 

Vermutung zutrifft und der systemisch verabreichte BAR-Body im Liquor von Versuchstieren 

mit PZNSL nachweisbar ist. 

 

Xenograftmodelle als In-vivo-Tumormodelle sind jedoch dadurch limitiert, dass diese ein 

verändertes Tumorwachstum aufzeigen, da sie nicht alle Tumorstadien eines humanen 

Organismus durchlaufen und schneller proliferieren (Lucas et al., 2019). Dies könnte auch die 

Ausbildung einer für das PZNSL charakteristischen und in Teilen durchlässigeren Blut-Hirn-

Schranke im Xenograftmodell beeinflussen. Unter der Annahme, dass sich die Blut-Hirn-

Schranke des Tumorgewebes im Modellorganismus nicht in gleicher Weise ausbildet wie bei 

Menschen, wäre es sogar denkbar, dass der BAR-Body das PZNSL bei Patienten besser 
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erreicht als in einem Modellorganismus. Die Frage, wie gut der BAR-Body die Blut-Hirn-

Schranke überwinden kann, wird sich endgültig nur mit großen klinischen Studien beantworten 

lassen.  

 

5.4.4 Strategien zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke  

 

Auch wenn spekuliert werden kann, dass die Blut-Hirn-Schranke im Menschen besser 

überwunden werden kann als im Tiermodell, bedarf es Strategien, um die Blut-Hirn-

Schranken-Gängigkeit des konstruierten BAR-Bodys im Menschen zu verbessern, damit eine 

ausreichende zytotoxische Konzentration im PZNSL gewährleistet werden kann. Um 

Pharmaka ins ZNS zu bringen, gibt es verschiedene Strategien. 

 

Zum einen können sie direkt intrathekal verabreicht werden. In der PZNSL-Therapie ist dies 

aktuell nicht vorgesehen, da der Nutzen einer intrathekalen Applikation von Zytostatika nicht 

klar zu erkennen ist und eine solche Therapie Infektionsrisiken birgt (Pels et al., 2003; Citterio 

et al., 2017). Die intrathekale Applikation des BAR-Bodys wird unter Abwägung der Infek-

tionsrisiken untersucht werden müssen. 

 

Zum anderen gibt es pharmakologische Ansätze, systemisch verabreichte Pharmaka ins ZNS 

zu bringen. Dabei wird zwischen einer Öffnung und einer Überwindung der Blut-Hirn-Schranke 

unterschieden. 

 

Konzepte zur Öffnung der Blut-Hirn-Schranke umfassen zum Beispiel die intraarterielle Gabe 

von hyperosmotischer Mannitollösung. Diese lässt die Endothelzellen temporär schrumpfen 

und öffnet Tight Junctions. Dadurch steigt die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke innerhalb 

von 15 Minuten auf ein Maximum an, so dass auch große Moleküle wie Antikörper die Blut-

Hirn-Schranke passieren können (Jahnke et al., 2006; Doolittle et al., 2014). Eine bessere 

Blut-Hirn-Schranken-Gängigkeit für Antikörper könnte auch durch Bestrahlung erreicht werden 

(Lampson, 2011). Darüber hinaus ist im Tiermodell eine Öffnung der Blut-Hirn-Schranke für 

IgG durch therapeutischen Ultraschall mit Mikrobläschen gelungen (Janowicz et al., 2019). 

Ferner konnten bei PZNSL-Patienten gute Therapieerfolge durch die Kombination von an ein 

CNGRCG-Peptid gekoppeltem Tumornekrosefaktor-α, der die Endothelpermeabilität erhöht 

und einer R-CHOP-Chemotherapie erzielt werden (Ferreri et al., 2019). 
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Konzepte zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke beinhalten meist eine Konjugation der 

monoklonalen Antikörper an molekulare Strukturen, die mit endothelialen Transportsystemen 

interagieren. Diese transportieren ihre Substrate per rezeptorvermittelter Transzytose in die 

Endothelzelle. Vielversprechende Erfolge werden beispielsweise durch eine Integration mono-

klonaler Antikörper in ein bispezifisches Format oder in Kapseln aus Cholin- und Acetyl-

cholinanaloga erzielt (Bates und Power, 2019; Wu et al., 2019). Auch die Konjugation an 

liposomale Partikel zeigt gute Ergebnisse bei der Überwindung der Blut-Hirn-Schranke und 

gleichzeitiger Erhaltung der Zytotoxizität des Antikörpers Rituximab in vitro (Saesoo et al., 

2018).  

 

Die grundsätzlichen Vor- und Nachteile der Strategieansätze müssen auch bei der Fortführung 

des BAR-Konzepts mit Neurabin-I im humanen IgG1-Format berücksichtigt werden. Die 

Öffnung der Blut-Hirn-Schranke mittels Osmose oder Bestrahlung wurde zwar bereits bei 

PZNSL-Patienten erfolgreich durchgeführt, birgt aber Risiken in Form zerebraler Krampf-

anfälle, Infektionen und Ischämien sowie hoher Neurotoxizität (Jahnke et al., 2006). Eine 

pharmakologische Überwindung der Blut-Hirn-Schranke scheint risikoärmer. Die Modulierung 

des BAR-Bodys darf jedoch nicht seine Interaktion mit den Zielzellen beeinträchtigen. Es wird 

abzuwägen sein, mit welchen Strategieansätzen die Blut-Hirn-Schranke so überwunden 

werden kann, dass der BAR-Body weiterhin zuverlässig an seine Zielstruktur, den BZR, bindet 

und auch in der Lage ist, einen zytotoxischen Effekt zu vermitteln. Hohe zerebrale 

Konzentrationen des BAR-Bodys sind nutzlos, wenn dieser nach seiner Modulation keine 

Effektorzellen mehr aktivieren kann.  

 

5.4.5 Möglichkeit der Anwendung des BAR-Bodys zur Therapie von ZNS-Lymphomen bei 

immunsupprimierten Patienten 

 

Immunsuppression, insbesondere eine HIV-Infektion, stellt ein großes Risiko für die Ent-

stehung eines ZNS-Lymphoms dar (Fraser et al., 2015). Anders als bei immunkompetenten 

Patienten liegt bei dieser Patientengruppe eine Assoziation mit einer EBV-Infektion vor, die für 

eine andere Pathophysiologie des ZNS-Lymphoms ursächlich ist (Antinori et al., 1999; Deckert 

et al., 2014b). Der BZR und seine Signalwege spielen bei EBV-assoziierten B-Zell-

Lymphomen vermutlich eine geringere Rolle (Thurner et al., 2020b). Es ist nicht klar, ob klonale 

B-Zellen des ZNS-Lymphoms beim immunsupprimierten Patienten überhaupt einen 

Neurabin-I-reaktiven BZR exprimieren und ob ein therapeutischer Einsatz des BAR-Bodys 

Wirkung zeigen würden. Zur Beantwortung dieser Frage wäre es auch interessant zu 

untersuchen, inwiefern ZNS-Lymphom-Patienten mit Immunsuppression, wie zum Beispiel 
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HIV-Patienten, das atypisch glykosylierte Neurabin-I und einen Neurabin-I-reaktiven BZR 

exprimieren. 

 

5.4.6 Fazit 

 

PZNSL-Patienten haben derzeit eine schlechte Therapieprognose. Mit dem vorgestellten 

Therapiekonzept lassen sich in vitro sehr vielversprechende Ergebnisse erzielen. Für die An-

wendung des Konzepts in vivo dürfte die Überwindung der Blut-Hirn-Schranke die größte 

Hürde darstellen. Wenn es aber gelingt, das Therapiekonzept so weiter zu entwickeln, dass 

es an PZNSL-Patienten angewendet werden kann, werden diese von einer Therapie 

profitieren können, die höchstspezifisch auf die Tumorzellen gerichtet ist und dadurch 

voraussichtlich erheblich geringere Nebenwirkungen hat als eine Polychemotherapie. 
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