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ZUSAMMENFASSUNG

1 Zusammenfassung

Das Antiphospholipidsyndrom (APS) ist eine systemische Autoimmunerkrankung, die
laborchemisch durch das Vorhandensein von Antiphospholipidantikérpern (APL), speziell
Anti-Cardiolipin-Antikérpern (ACL), oder durch die Nachweisbarkeit des so genannten
Lupus Antikoagulans (LA) und klinisch durch das Auftreten von vendsen und arteriellen
Thrombosen oder bei Frauen durch rezidivierende Aborte charakterisiert ist.

Obwohl der genaue dem APS zugrunde liegende Mechanismus noch nicht geklirt wurde,
geht man davon aus, dass die APL eine malBigebliche Rolle in der Pathogenese des APS
spielen.

APL sind eine heterogene Gruppe von Autoantikorpern, die durch Immunoassays und
funktionelle Koagulationsteste nachgewiesen werden konnen. Sie binden negativ geladene
Phospholipide, lipidbindende Proteine oder Komplexe aus beiden. APL findet man nicht nur
im Kontext der Autoimmunerkrankung. Sie konnen transient nach akuten Infektionen
nachgewiesen werden und stellen vermutlich einen Teil des polyreaktiven natiirlichen
Autoantikorper-Repertoires dar, fiir das in Gesunden eine Rolle in der angeborenen
Immunabwehr postuliert wird.

Es ist bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen, was die so genannten pathogenen APL, die
im Rahmen des APS zu beobachten sind, von den nicht pathogenen natiirlichen oder
infektassoziierten Antikdrpern unterscheidet. Unklar ist ebenso, ob die verschiedenen APL

gleichen Ursprungs sind und wie deren Regulation zum Pathomechanismus des APL beitrigt.

In dieser Doktorarbeit wurde deshalb versucht, APL aus APS-Patienten genauer zu
charakterisieren, um Hinweise auf deren mogliche Bedeutung fiir die Pathogenese des APS zu
erhalten.

Das zentrale Resultat der vorliegenden Arbeit war die erfolgreiche Generierung dreier
monoklonaler APL produzierender humaner Hybridomzelllinien aus B-Zellen von APS-
Patienten, JGG9, HLC9 und HVA2. Die zugehorigen Antikorper wurden strukturell
analysiert. Zwei der APL, HLC9 und HVA2, weisen ein fiir polyreaktive, natiirliche APL
typisches Bindungsprofil auf. Sie binden unterschiedliche Phospholipide ohne Beteiligung
von phospholipidbindenden Proteinen, so genannten Kofaktoren. Dennoch weisen ihre
schweren Ketten Mutationen auf, die auf einen antigengesteuerten Prozess hinweisen. JGG9
hingegen ist reaktiv gegen einen Protein-Phospholipid-Komplex aus B2-Glykoprotein I
(B2GPI) und Cardiolipin. Dieses Bindungsprofil wird hiufig als typisch fiir pathogene APL
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bezeichnet. Analysen der DNA-Sequenzen und Vergleiche mit zugrunde liegenden
Keimbahnsequenzen zeigten, dass es sich bei JGG9 um den Antikorper mit der hochsten
Mutationsrate in der variablen Region handelt. Interessanterweise sind diese Mutationen
sowohl hinsichtlich ihrer Lokalisation als auch hinsichtlich ihrer Art sehr ungewohnlich. Ein
hoher Grad an Insertionen in den Framework-Regionen (FR) der variablen Region fiihrt zu
einer Verschiebung des Leserasters und damit zu einer stark verénderten Aminosdure-
Sequenz. Fiir die variable Region typische Sequenzmuster bleiben dennoch erhalten, was
dafiir spricht, dass ein funktioneller Antikorper exprimiert wird. Die stark verdnderte Sequenz
geht nicht wie fiir Antikorper typisch auf somatische Hypermutation in den complementarity
determining regions (CDR) zuriick, d.h. es ist auch nicht davon auszugehen, dass die
Mutationen Resultat eines antigengesteuerten Prozesses sind.

Ein Nachweis der Pathogenitit der generierten APL im Tiermodell ist nicht erfolgt und wird
fiir weitergehende Untersuchungen angestrebt. Untersuchungen von JGG9 und einem
weiteren in der Arbeitsgruppe erzeugten APL, HL5B, in zelluldren Bindungstests konnten
keine direkte Interaktion von HL5B oder JGG9 mit Monozyten nachweisen, obwohl in
vorangegangenen Arbeiten in funktionellen zelluldren Tests fiir HL5B eine Induktion des
Tissue Faktors auf Monozyten, die fiir pathogene APL hiufig beschrieben wird, gezeigt

wurde.

Weiterhin konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Schritte in der Etablierung einer
Methode zur Generierung von monoklonalen APL aus B-1-Zellen erzielt werden. B-1-Zellen
sind die Produzenten des natiirlichen Autoantikdrper-Repertoires, polyreaktiver Antikorper,
die ubiquitdr verbreitete Antigene, u.a. Lipide erkennen. Der Zusammenhang zwischen
natiirlichen APL und APL im Rahmen des APS ist bisher nicht geklidrt. Mit der Etablierung
einer Methode zur Isolierung von B-1-Zellen aus Gesunden und auch aus APS-Patienten und
zur Generierung monoklonaler Antikorper sollten vergleichende Studien zwischen
pathogenen und natiirlichen APL ermdglicht werden. Die Isolierung der B-1-Zellen und deren
Immortalisierung weisen verschiedene Schwierigkeiten auf. B-1-Zellen aus Gesunden
konnten erfolgreich isoliert und in zwei Fillen auch immortalisiert werden. Fusion und
Klonierung zur Produktion monoklonaler APL waren nicht erfolgreich. In der vorliegenden

Arbeit werden mogliche Griinde und mogliche alternative Losungen diskutiert.

Abschliefend konnte eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe B2GPI- und

Prothrombin-freie IgG-Fraktionen aus Seren von Gesunden, APS-Patienten und Patienten mit
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akuter Epstein-Barr-Virus-Infektion (EBV) isoliert werden. Die Kofaktorabhédngigkeit der
Bindung von APL an Phospholipide wurde mehrfach als Merkmal einiger APL beschrieben —
hier werden v.a. B2GPI und Prothrombin beschrieben. Viele Gruppen gehen davon aus, dass
die Kofaktorabhingigkeit mit der Pathogenitit der APL einhergeht. Klinische Tests
beriicksichtigen bei der Untersuchung der Kofaktorabhéngigkeit der APL in Seren von APS-
Patienten jedoch meist das Vorhandensein der Kofaktoren im Serum, und damit deren
Einfliisse auf die Testergebnisse, nicht. Die hier entwickelte Methode konnte im Rahmen
einer medizinischen Doktorarbeit erfolgreich in Untersuchungen zur Kofaktorabhingigkeit
der APL von APS- und EBV-Patienten eingesetzt werden. Sie wurde so entwickelt, dass sie
hinsichtlich des methodischen und des zeitlichen Aufwandes ohne weiteres in der klinischen

Diagnostik genutzt werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zur weiteren Aufkldrung der strukturellen
Eigenschaften von APL bei. Besonders mit JGGY9 wurde ein Antikorper charakterisiert, der
sehr ungewohnliche Mutationen trigt. Auch wenn eine direkte Beteiligung an pathologischen
Prozessen nicht nachgewiesen ist, ist dies v.a. vor dem Hintergrund interessant, dass JGG9
aus einer Patientin mit besonders schwerer APS-Symptomatik isoliert wurde.

Die ersten Untersuchungen und Uberlegungen zu B-1-Zellen stellen einen Beitrag zur gerade
beginnenden Diskussion iiber mogliche Zusammenhinge zwischen in unterschiedlichen
Situationen auftretenden APL dar (natiirliche, infektassozierte und pathogene APL).

Nicht zuletzt konnte eine Methode entwickelt werden, die in einer weiteren Doktorarbeit die
Unterscheidung kofaktorabhingiger und —unabhidngiger APL ermoglicht hat. Da diese
Methode standardisierbar und auf Routine-Tests iibertragbar ist, kann sie zur signifikanten

Verbesserung der diagnostischen Spezifitit im Nachweis pathogener APL beitragen.

Sowohl die Definition des APS als auch die zugrunde liegenden Pathomechanismen sind
nicht ganz unumstritten, besonders hinsichtlich der Abgrenzbarkeit gegeniiber anderen
Erkrankungen. Die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit erzielten Ergebnisse werden in

diesem Kontext diskutiert.
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2 Einleitung

2.1 Antiphospholipidsyndrom

2.1.1 Geschichte, Klinik, Diagnose und Klassifikation des Antiphospholipidsyndroms

Das  Antiphospholipidsyndrom ist eine systemische Autoimmunerkrankung, die
laborchemisch durch Autoantikérper gegen anionische Phospholipide (APL) und klinisch
durch arterielle oder vendse Thrombosen sowie bei Frauen durch rezidivierende Aborte
gekennzeichnet ist. Die immunologische Reaktion von Patientenserum  mit
Phospholipidpréparationen wurde erstmals 1906 von Wassermann beschrieben (Wassermann
et al., 1906). Die diagnostische Bedeutung dieser Reaktivitit lag in der Erkennung der
Syphilis. Die bei Wassermann (und ab 1946 im VDRL-Test) zu diagnostischen Zwecken
herangezogenen und als ,,Reagine* beschriebenen Serumbestandteile stellen eine heterogene
Gruppe phospholipidreaktiver Antikorper dar. Fiir eine weitere, vom Vorliegen der Syphilis-
Erkrankung unabhingige Gruppe lipidreaktiver (und in der Syphilis-Diagnostik als falsch-
positiv reagierender) Antikorper konnte in vitro eine Hemmung phospholipidreaktiver
Gerinnungsschritte gezeigt werden. 1980 wurde erstmals eine erhohte Frequenz von
Thrombosen bei Patienten mit solchen als Lupus-Antikoagulans beschriebenen Antikdrpern
festgestellt (Mueh et al., 1980). Auffallend war hier, dass die in funktionellen Tests zu
verldngerten Blutgerinnungszeiten fithrenden Antikorper mit dem klinischen Bild der
Thrombose, also einer gesteigerten Gerinnungsneigung, einhergingen. Es kristallisierte sich
immer mehr ein Zusammenhang zwischen dem Lupus-Antikoagulans bzw. den APL und
thrombo-embolischen Komplikationen heraus, deren unmittelbare Assoziation unterdessen
gezeigt werden konnte (Mueh et al., 1980; Harris et al., 1983; Harris et al., 1986; Hughes et
al., 1986). 1986 wurde diesbeziiglich von Harris und Hughes der Begriff
,ZAntiphospholipidsyndrom* geprédgt. Heute fasst man das LA und nicht mit der Syphilis in
Zusammenhang stehende lipidreaktive Antikorper als APL zusammen. Bei den APL im

Rahmen des APS handelt es sich hdufig um Anti-Cardiolipin-Antikorper.
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Abbildung 2-1: LA-Bestimmung (Abbildung nach Hanly, 2003)

Das APS charakterisiert Patienten, bei denen arterielle oder vendse Thrombosen oder
vermehrte Fehlgeburten auftreten, und die gleichzeitig in diagnostischen Tests einen erhohten
ACL-Serumtiter oder eine positive LA-Reaktion zeigen. Als Klassifikationskriterien fiir das
APS wurden also laborchemisch entweder das Auftreten von ACL oder von Lupus-
Antikoagulans und klinisch Manifestationen von thrombo-embolischen Ereignissen oder
wiederholte Aborte definiert (Tabelle 2-1) (Wilson et al., 1999; Greaves et al., 2000). Diese
so genannten ,,Sapporo-Kriterien wurden kiirzlich revidiert und auf der Basis neuer
klinischer, laborchemischer und experimenteller Hinweise erweitert (Miyakis et al., 2006).
Dieses Update der Klassifikationskriterien ist jedoch noch nicht allgemein akzeptiert und wird
derzeit intensiv diskutiert.

In den Jahren nach der Beschreibung des APS wurden dem APS zunehmend weitere klinische
Manifestationen zugeschrieben (Alarcon-Segovia, 1992; Shapiro, 1996). So ist das APS z.B.
eine wichtige Ursache fiir Schlaganfille im Alter unter 40 Jahren und besonders auch in der
Pidiatrie (deVeber et al., 1998; Kilian et al., 2006). Die in letzter Zeit vermehrt verwendeten

Begriffe , katastrophales APS* und ,,systemisches APS* spiegeln die schweren Konsequenzen
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wieder, die das APS - zum Teil ausgelost durch thrombotische Ereignisse in
unterschiedlichsten Korperregionen — auf verschiedene Organsysteme haben kann (Asherson,
1992; Shoenfeld, 2003; Asherson, 2005; Cervera et al., 2005), bis hin zum
Multiorganversagen.

Man unterscheidet das primére APS, bei dem weitere autoimmunologische Merkmale fehlen,
von dem mit anderen Autoimmunkrankheiten assoziierten sekundidren APS. Das sekundire
APS findet sich v.a. im Zusammenhang mit dem systemischen Lupus erythematosus (SLE).

Etwa ein Drittel der SLE-Patienten zeigt laborchemische und klinische Merkmale des APS.

Tabelle 2-1: Klassifikationskriterien des APS nach (Wilson et al., 1999).

Klinisch Serologisch / laborchemisch
Venose oder arterielle Mittlerer oder hoch positiver
Thrombosen / Embolien IgG-APL-Titer
Wiederholte Aborte Positiver LA Test

Mittlerer oder hoch positiver
IgM-ACL-Titer und positiver
LA Test

Diagnose des APS bei mindestens einem klinischen und einem
serologischen Kriterium.

Die serologischen Tests miissen mindestens zweimal im Abstand von
mehr als zwei Monaten positiv sein.

Die  wurspriinglich zu den  Klassifikationskriterien  z@hlende
Thrombozytopenie wird seit 1999 nicht mehr als klinisches Kriterium
gewertet.

Die Frage nach der Inzidenz v.a. des primidren APS ist nur schwer zu kldren. Neben der
Faktor V-Leiden-Mutation gilt das APS als der haufigste Grund fiir Thrombophilien und
macht etwa 20 % der Fille von wiederholten Thrombosen bei jiingeren Patienten aus.
Ungefihr 15 % der Fille von wiederholten Aborten werden auf das APS zurtickgefiihrt. Der
relative Anteil sowohl des APS als auch der genetischen Thrombophilien als Ursache fiir
Thrombosen geht mit zunehmendem Alter der Patienten zuriick. Bei den iiber 65-Jihrigen
werden Thrombosen hauptsichlich durch Atherosklerose oder Krebserkrankungen ausgelost
(Lockshin und Erkan, 2003). Trotz Behandlung mit Antikoagulanzien wurden bei APS-
Patienten, die 10 Jahre lang beobachtet wurden, in 29 % der Fille wieder auftretende

Thrombosen und eine Mortalitidt von 10 % beobachtet (Shah et al., 1998).
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Eine eindeutige Abgrenzung des APS ist aus mehreren Griinden schwierig. Hier ist besonders
hervorzuheben, dass schon die Klassifikationskriterien fiir das APS klinische Manifestationen
einschlieen, die auch bei anderen Erkrankungen vorkommen konnen. So sind Thrombosen
hiufig unabhingig vom APS nach operativen Eingriffen, unter oraler Kontrazeption oder
beeinflusst durch andere Faktoren (z.B. genetisch bedingte Thrombophilien) zu beobachten.
Auch ungeklirte Aborte miissen nicht immer durch das APS verursacht sein.

Auch ACL sind nicht nur im Kontext des APS zu finden. Sie wurden schon bei Wassermann
zur Diagnose der Syphilis herangezogen. Dies ist nur ein Beispiel dafiir, dass bei Patienten im
Verlaufe von Infektionserkrankungen APL, insbesondere auch ACL, nachgewiesen werden
konnen — allerdings sind APL, die als Folge einer Infektion gebildet werden, meist nur
transient im Serum detektierbar und verschwinden im Allgemeinen wenige Wochen nach
Abklingen der Infektion. Auch im Serum von Gesunden konnen sich voriibergehend APL
finden, ohne dass eine Ursache hierfiir auszumachen ist — abhéngig von der Definition des
Cut-Offs des gewihlten Testes und der Testkonfiguration kann dieses Phinomen in bis zu 5
% einer ansonsten gesunden Population beobachtet werden. Meist handelt es sich um niedrig
titrige Antikorper (Lockshin und Erkan, 2003).

Dartiber  hinaus  ist immer  hiufiger eine  Ausweitung des  Begriffes
,2Antiphospholipidsyndrom* festzustellen. Patienten, die zwar keine Thrombosen oder
rezidivierende Aborte aufweisen, bei denen aber ein erhohter ACL-Titer nachgewiesen wird,
werden von einigen Untersuchern als APS-Patienten diagnostiziert, wenn sie an Livedo
reticularis, Thrombozytopenie, Herzklappen-Erkrankungen, Multiple Sklerose-dhnlichen
Konditionen oder einer progressiven kognitiven Dysfunktion leiden (Lockshin und Erkan,
2003). Neben den eigentlichen Symptomen zur Klassifikation des APS sind also viele
seltenere Komplikationen mit dem APS in Zusammenhang gebracht worden, die in der
Revision der Sapporo-Kriterien als APL-assoziierte klinische Manifestationen bezeichnet

werden, aber nicht in die Kriterien mit aufgenommen wurden (Miyakis et al., 20006).

Neben dem bisher nur geringfiigig aufgekldarten Pathomechanismus stellt die beschriebene
Problematik hinsichtlich der eindeutigen Diagnostizierbarkeit des APS einen wesentlichen
Grund fiir Schwierigkeiten in der Entwicklung von rationalen Behandlungsstrategien dar.
Das heterogene klinische Bild hat zu diskrepanten Empfehlungen fiir die Behandlung des
APS gefiihrt. Prospektive, kontrollierte klinische Studien zu den unterschiedlichen

Therapieansitzen sind selten. Aktuelle Behandlungen sind hauptsichlich symptomatisch und
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bekdmpfen nicht die immunologischen Ursachen der Erkrankung. Hier steht im Vordergrund,
das Risiko fiir weitere thrombo-embolische Ereignisse zu verringern und die Prognose einer
Schwangerschaft bei Frauen zu verbessern. Fiir beides werden derzeit antikoagulatorische
Behandlungsstrategien verfolgt. Es stehen Thrombozytenaggregationshemmer, hoch- und
niedermolekulare Heparine und Cumarine zur Verfiigung. Die Wirksamkeit dieser Agenzien
ist von Patient zu Patient unterschiedlich und Therapieempfehlungen, die spezifisch sind fiir
Subgruppen von APS-Patienten, werden noch immer kontrovers diskutiert.

Wissenschaftliche Publikationen beschreiben immer wieder FEinzelerfolge mit neuen
Behandlungsstrategien. So konnte bei Patienten der Verlauf des APS durch den Einsatz
intravendser Immunglobuline (IVIG) oder des monoklonalen Anti-CD20-Antikorpers
Rituximab gebessert werden (Arabshahi et al., 2005; Konova, 2005; Rubenstein et al., 2006).
Unter Diskussion steht weiterhin die Frage nach dem besten Zeitpunkt fiir eine Therapie und
der Therapiedauer: Sollten Personen, die einen stark erhohten APL-Titer aufweisen, jedoch
noch keine klinischen Symptome gezeigt haben, prophylaktisch mit Antikoagulanzien
behandelt werden? Sollten alle Schwangeren auf APL getestet werden, und sollten sie bei
positiven Testergebnissen behandelt werden? Und wie lange? Kann durch die
antikoagulatorische Therapie die Entstehung der mit dem APS in Verbindung gebrachten
weiteren Krankheitsbilder (wie Livedo reticularis, Thrombozytopenie oder kognitive
Dysfunktion) verhindert werden? Welche Behandlungen sollen angewendet werden bei

Patienten, die trotz intensiver Antikoagulation weitere Thrombosen entwickeln?

Die Frage nach der geeigneten Therapie ist &dhnlich schwierig wie die individuelle
Identifikation der Risikopatienten. Es ist zu erwarten, dass mit vermehrtem Wissen iiber die
Mechanismen der Thrombose-Induktion und der Ursache der Aborte innovative

Behandlungsmethoden entwickelt werden konnen.

2.1.2 Mogliche dem APS zugrunde liegende Pathomechanismen

APL sind assoziiert mit Thrombosen und Fehlgeburten bei Patienten mit APS. Die im
Zusammenhang mit dem APS vorkommenden APL sind eine heterogene Gruppe von
Antikorpern.  Sie  sind  gekennzeichnet durch ihre  Féhigkeit, Phospholipide,
phospholipidbindende Proteine oder Komplexe aus beiden zu binden oder durch ihre
Fahigkeit, phospholipidabhingige Gerinnungsreaktionen in vitro zu verldngern (LA).

Mehrere Untersuchungen zeigen eine direkte Involvierung von APL in thrombotische

Ereignisse, auch wenn hier die Kenntnis der einzelnen zugrunde liegenden Interaktionen und
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Schritte oft noch fehlt. Die Untersuchungen wurden mit Patientenserum, polyklonalen IgG-
Fraktionen oder monoklonalen APL durchgefiihrt. So konnte gezeigt werden, dass manche
APL mit phospholipidabhingigen Gerinnungsschritten interferieren. Dariiber hinaus konnten
Einfliisse von APL auf Thrombozyten, Monozyten und Endothelzellen gezeigt werden, die
zur Induktion von gerinnungsfordernden Oberflichenmolekiilen fithren und damit zu einer —
auch in Patienten beobachteten — gesteigerten prokoagulanten Aktivitdt beitragen konnen.
Erst kiirzlich ist es gelungen, hieran beteiligte Signaltransduktionswege genauer aufzukliren

(Lopez-Pedrera et al., 2006b).

Die Vielfalt in der Bindungsspezifitit der APL spiegelt die Heterogenitit hinsichtlich ihrer

Funktionen und ihrer Einfliisse auf gerinnungsfordernde Vorgédnge wider.

2.1.2.1 Antiphospholipidantikorper und ihre Antigene und Kofaktoren

Als Kofaktoren, deren Beteiligung an der Bindung des Phospholipids als Voraussetzung fiir
die Pathogenitit des Antikorpers im Kontext des APS diskutiert wird, werden v.a. B2GPI,
aber auch Prothrombin, Annexin V, Protein S und Protein C genannt (Galli et al., 1990;
Matsuura et al., 1990; McNeil et al., 1990; Bevers et al., 1991; Sammaritano et al., 1992; Ordi
et al., 1993; Oosting et al., 1993). Wie vorher beschrieben konnen APL entweder direkt an
Phospholipide alleine, an Komplexe aus Phospholipiden und phospholipidbindenden
Kofaktoren oder an die Plasmaproteine alleine binden. Abhéngig davon, welches Antigen
durch den Antikorper erkannt wird, spricht man von Kkofaktorabhingiger oder

kofaktorunabhéngiger Bindung.

Von den fiinf als Kofaktoren fungierenden Proteinen ist das B2GPI hinsichtlich seiner
Interaktion mit den APL und Phospholipiden auf molekularer Ebene am besten untersucht
und klinisch am bedeutsamsten. Die Beteiligung von B2GPI an der Bindung der
Phospholipide durch APL wurde erstmals durch McNeil et al. 1990 beschrieben (McNeil et
al., 1990). APL, die als polyklonales Serum im ELISA Reaktivitit gegen Cardiolipin zeigten,
wurden iiber Phospholipid-Affinitdtschromatographie und nachfolgende Ionen-Austausch-
Chromatographie isoliert. Das Isolat zeigte anschlieBend weder im ELISA (bei dem ein
serumfreies Blockierungsreagenz verwendet wurde), noch an eine Phospholipid-
Affinitdtssdule Bindung. Nur bei Zugabe von humanem Plasma oder Serum oder von

bovinem Serum konnte die Bindungsfihigkeit gegen Phospholipide wieder hergestellt
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werden. Aus humanem Serum konnte ein fiir die Bindung notwendiger Kofaktor isoliert und
als B2GPI identifiziert werden.

32GPI, auch als Apolipoprotein H (ApoH) bekannt, ist ein Bestandteil des humanen Plasmas,
in dem es in einer Konzentration von etwa 200 pug/ml vorliegt. Ein Grofteil des B2GPI liegt
assoziiert mit Lipoproteinen, vornehmlich mit HDL (High-Density Lipoprotein) oder
Chylomikronen, vor (Polz und Kostner, 1979). Es besteht aus einer -einzelnen
Glykoproteinkette aus 326 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von etwa 50 kDa. Das
B2GPI weist 5 Doménen auf, wobei sich N-terminal vier so genannte ,,Sushi-Doménen‘
befinden, denen sich C-terminal eine fiinfte Doméne anschlief3t. Die Sushi-Dominen bestehen
aus short consensus repeats (SCR) vom complement control protein module-Typ (CCP). Die
fiinfte Doméne beinhaltet eine Lysin-reiche Region und weist einen positiv geladenen
Charakter auf. Diese Architektur ermoglicht dem B2GPI Bindungen an negativ geladene
Bindungspartner wie Heparin, DNA, Zellmembranbestandteile (v.a. bei apoptotischen Zellen,
bei denen negativ geladene Phospholipide an die Zelloberflache gelangen), Endothelzellen,
Makrophagen und negativ geladene Phospholipide.

Die fiir die Interaktion mit den APL und Phospholipiden zustidndige Region im B2GPI wird
noch immer kontrovers diskutiert, wobei hauptsichlich die Doméne V als Phospholipid-
Bindungsstelle und als Epitop fiir APL vorgeschlagen wird (Hunt und Kirilis, 1994), was
durch Rontgenstrukturanalyse des kristallisierten Proteins untermauert werden konnte
(Schwarzenbacher et al., 1999). Aber auch eine Beteiligung der Sushi-Doméinen an der Lipid-
Protein-Interaktion wurde berichtet (Hagihara et al., 1995). Studien mit doménendepletierten
32GPI-Mutanten und APL von APS-Patienten wiesen auf Doméne IV als Epitop fiir APL hin
(Hasunuma et al., 1997; George et al., 1998b). Hierbei ist noch immer unter Diskussion, ob
APL Epitope auf dem nativen B2GPI erkennen, oder ob das Epitop erst nach Bindung des
Proteins an negativ geladene Strukturen exponiert wird (Galli et al., 1990).

32GPI kann die Prothrombinase-Aktivitiat von ADP-aktivierten Thrombozyten inhibieren und
ist somit in der Lage, als Antikoagulans zu wirken (Nimpf et al., 1986; Shi et al., 1993).
AuBerdem bindet es oxidiertes LDL (Low Density Lipoprotein) (Horkko et al., 1997). Dies
impliziert eine Beteiligung an atherosklerotischen Prozessen. Dariiber hinaus wird die
Beteiligung von B2GPI an weiteren physiologischen Prozessen untersucht.

Die bisher beschriebenen Funktionen des B2GPI hinsichtlich Antikoagulation und eventuell
Atherosklerose weisen auf die Rolle hin, die der Kofaktor in der Pathogenese des APS haben

konnte.
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2.1.2.2 Einfluss auf die plasmatische Gerinnung und Protein C und S

Thrombosen stellen die hiufigste klinische Manifestation des APS dar. Sie kénnen die Gefille
samtlicher Organe betreffen. Die in vivo—Mechanismen, die fiir die Entstehung der
Thrombosen bei APS-Patienten verantwortlich sind, sind noch nicht vollstindig aufgeklirt.
Jedoch werden unterschiedliche Wege diskutiert.

APL konnen direkt mit der Gerinnungskaskade interagieren, oder durch Interaktion mit Zellen
einen prokoagulanten Status induzieren. Die Induktion der prokoagulanten Aktivitdt auf
unterschiedlichen Zelltypen wird im folgenden Kapitel ausfiihrlich dargestellt (Kapitel
2.1.2.3).

Verschiedene an der Gerinnung bzw. der Antikoagulation beteiligte Faktoren wurden als
Kofaktoren fiir die Antigenbindung bei APL beschrieben, z.B. Prothrombin, Annexin V,
Protein S und Protein C. Diese Faktoren sind an der Regulation der Koagulation beteiligt, und
es liegt nahe, dass Antikorper durch ihre Bindung an diese Faktoren mit deren Rolle
interferieren (Levine et al., 2002). Zum Beispiel ist bewiesen, dass die Bindung von Annexin
V an prokoagulante Oberflichen durch APL inhibiert wird (Rand et al., 1997; Rand et al.,
1998). Weiterhin wurde vorgeschlagen, dass die Interaktion von APL mit dem aktivierten
Protein C (APC) — Antikoagulationsweg ein Hauptmechanismus des direkten Einflusses von
APL auf die Gerinnungskaskade und ein Ausloser prokoagulanter Aktivitét ist (Oosting et al.,
1993; Bokarewa et al., 1994; Smirnov et al., 1995; Esmon et al., 1999). Das antikoagulante
Protein C-System reguliert die Aktivitit der Gerinnungsfaktoren VIIIa und Va (Abbildung
2-2), die an der Aktivierung von Faktor X und Prothrombin beteiligt sind. Hierbei spaltet
Protein C in seiner aktivierten Form (APC) Faktor VIIla und Faktor Va unter Beteiligung von
Proteinkofaktoren (wie Protein S) auf negativ geladenen Phospholipid-Oberfldachen (Dahlback
und Villoutreix, 2005).

Eine Bindung von APL an Protein C und S kann zu einer Inhibition der Aktivitit dieser
Proteine und damit zu einer Beeintrichtigung des APC-Antikoagulationsweges fiihren.
Hieraus resultiert dann ein prothrombotischer Status (Esmon et al., 1999). Auch ist denkbar,
dass phospholipidabhéngige Schritte im APC-Weg durch Bindung von APL an Phospholipide
gestort werden. Die Aktivierung des Protein C ist phospholipidabhingig, ebenso die APC-
vermittelte Spaltung der Gerinnungsfaktoren Va und VIlla (Abbildung 2-3).
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Subendotheliale Zelle

Protein C

Protein S

Abbildung 2-2: Antikoagulatorische Proteine zur Regulation der plasmatischen Gerinnung
(Abbildung entnommen aus www.die-thromboseneigungen.de)

Da es jedoch auch prokoagulatorische Schritte in der Gerinnungskaskade gibt, die
Phospholipidabhingigkeit aufweisen, stellt sich die Frage, wieso hier keine FEinfliisse zu
beobachten sind. Esmon et al. konnten Hinweise darauf gewinnen, dass sich die Bediirfnisse
an die Membranbeschaffenheit und den Zustand der Membranen bei phospholipidabhiingigen
Schritten des APC-Weges und den phospholipidabhéngigen Reaktionen prokoagulanter
Komplexe signifikant unterscheiden, v.a. hinsichtlich des Phosphatidylethanolamin-Gehaltes
(PE). Diese Unterschiede, besonders die Notwendigkeit eines hohen PE-Anteils in der
Membran bei phospholipidabhingigen Schritten des APC-Weges, konnten fiir die
unterschiedlichen Auswirkungen der APL auf pro- und antikoagulatorische Reaktionen

verantwortlich sein (Esmon et al., 1999).
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Abbildung 2-3: Gerinnung und Fibrinolyse (Abbildung entnommen aus www.laborlexikon.de)
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2.1.2.3 Einfluss der Antiphospholipidantikorper auf Monozyten, Thrombozyten und

Endothelzellen: Induktion eines prokoagulanten Status im APS

Als Ursache fiir thrombotische Ereignisse, die wiederholt bei APS-Patienten beobachtet
werden, werden neben der direkten Beeinflussung der Gerinnung (z.B. durch Inaktivierung
von Protein C und S) und fibrinolytischer Prozesse durch APL (Marciniak und Romond,
1989; Malia et al., 1990; Keeling et al., 1991; Ruiz-Arguelles et al., 1991; Oosting et al.,
1993) Interaktionen der APL mit Zellen, die an der Thrombusformation beteiligt sein konnen
oder eine prokoagulante Aktivitdt entwickeln konnen, diskutiert.

Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass APL in der Lage sind, Endothelzellen,
Monozyten oder Thrombozyten zu aktivieren. Sowohl die Mechanismen, die zur Aktivierung
dieser Zellen fiihren, als auch die genauen an der induzierten prokoagulanten Aktivitit
beteiligten Prozesse sind noch nicht abschlieBend geklidrt und unterschiedliche Theorien
werden hierzu diskutiert. Eine Zusammenfassung findet sich in Abbildung 2-4. Die
Untersuchungen fokussieren sich hauptsichlich auf Endothelzellen und Monozyten, wobei
vorgeschlagen wird, dass die Interaktion zwischen beiden Zelltypen malgeblich an
thrombotischen Prozessen beteiligt sein konnte. Die Aktivierung von Endothelzellen durch
APL in vitro wurde erstmals von Simantov et al. gezeigt (Simantov et al., 1995). In HUVECs
(Human Umbical Vein Endothelial Cells) konnte nachgewiesen werden, dass APL in der
Lage sind, die Expression des Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) zu induzieren
(Cho et al., 2002). Dieser Effekt konnte sowohl mit monoklonalen APL als auch mit
polyklonalem Serum von APS-Patienten ausgelost werden. Auch MCP-1-Serum-Level von
SLE-Patienten, deren Serum LA-Aktivitidt aufweist, korrelierten mit den gemessenen APL-
Titern bei diesen Patienten, was den direkten, in vitro gezeigten Zusammenhang der beiden
Parameter auch fiir die in vivo-Situation unterstreicht. Die Induktion der erhohten MCP-1-
Expression scheint dabei B2GPI-abhéngig zu sein. Neben der Stimulierung der Migration hat
MCP-1 weitere Auswirkungen auf Monozyten, ndmlich u.a. die Induktion des Tissue Faktors
(TF) und der Sekretion proinflammatorischer Cytokine. Auch andere Beobachtungen
unterstreichen die Bedeutung der Interaktion zwischen Endothelzellen und Monozyten als
Resultat ihrer Aktivierung durch APL. So wurde die Induktion der Adhésionsmolekiile
ICAM-1, VCAM-1 und E-Selektin auf Endothelzellen und die darauf folgende gesteigerte
Adhision von Monozyten gezeigt (Del Papa et al., 1995; Simantov et al., 1995; George et al.,
1998a). Hier konnte sowohl ein Zusammenhang mit Thrombosen (Pierangeli et al., 1999;
Pierangeli et al., 2001) als auch mit fotaler Resorption (George et al., 1998a) im Tiermodell

nachgewiesen werden.
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Abbildung 2-4: Pathomechanismen beim APS — zelluldre Mechanismen
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Hinsichtlich der Monozyten wird eine Induktion der TF-Expression, sowohl als Resultat der
Endothel-Monozyt-Interaktion als auch durch direkte Stimulierung der Monozyten durch
APL, beschrieben (Kornberg et al., 1994; Cuadrado et al., 1997; Amengual et al., 1998;
Lackner et al., 2000; Pierangeli et al., 2000). Dies spiegelt sich auch in einem erhohten Level
von TF-RNA in Monozyten, der bei APS-Patienten im Vergleich zu Normalprobanden
gefunden wird, wider (Dobado-Berrios et al., 1999). Neuere Untersuchungen gehen davon
aus, dass APL simultan und unabhiingig voneinander den p38-MAP-Kinase-Signalweg und
den MEK-1/ERK-Weg aktivieren und dadurch eine erhohte TF-Expression induzieren
(Lopez-Pedrera et al., 2006b). Auch in Thrombozyten konnte eine Aktivierung des p38-MAP-
Kinase-Weges durch APL nachgewiesen werden (Vega-Ostertag et al., 2004).

Es ist noch weitgehend unklar, wie die Interaktion der APL mit Endothelzellen, Monozyten
und Thrombozyten aussieht, und welche zelluldren Strukturen als Interaktionspartner fiir APL
dienen. Es gibt Hinweise darauf, dass die prokoagulante Aktivitét nicht durch direkte Bindung
der Antikbrper an Monozyten oder Endothelzellen ausgelost wird, sondern dass
phospholipidbindende Proteine wie B2GPI eine Briickenfunktion zwischen zirkulierenden
APL und zellulidren Zielstrukturen einnehmen (Del Papa et al., 1995; Meroni und Riboldi,
2001). Dennoch ist nicht auszuschlie3en, dass auch direkte Wechselwirkungen zwischen APL
und Endothelzellen und Monozyten stattfinden und sich auf den entsprechenden
Zelloberflichen Antigene fiir phospholipidreaktive Antikorper finden. Die Identifizierung
dieser moglichen Antigene ist Gegenstand intensiver Forschungen und auch ein Aspekt der

vorliegenden Arbeit.

2.1.2.4 Antiphospholipidantikorper und gyniikologische Symptome: Die Bedeutung des

Komplementsystems im Antiphospholipidsyndrom

Neben den thrombotischen Ereignissen stellt das Auftreten von wiederholten Aborten das
zweite klinische Klassifikationskriterium fiir das APS dar. Ein direkter Zusammenhang
zwischen den APL und den Schwangerschaftskomplikationen konnte verschiedentlich in
Mausmodellen gezeigt werden, in denen Aborte, fotale Wachstumsverzogerungen und
Nekrosen der Plazenta nach Injektion von mono- oder polyklonalen humanen und murinen
APL beobachtet wurden (Branch et al., 1990; Blank et al., 1991; Piona et al., 1995; Ikematsu
et al., 1998). Als Ursache fiir diese Beobachtungen wurden intrauterine Thrombosen (Piona et
al., 1995) diskutiert. Eine direkte Bindung von APL an Trophoblast-Zellen konnte gezeigt
werden (Di Simone et al., 2000). Beides scheint jedoch nicht ausreichend fiir die Induktion

der Aborte, Wachstumsverzogerungen und plazentaren Nekrosen zu sein. Histopathologische
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Untersuchungen an Plazenten von Frauen mit APS zeigen deutliche Zeichen der Beteiligung
weiterer proinflammatorischer Prozesse (Out et al., 1991; Magid et al.,, 1998).
Untersuchungen von Holers et al. konnten im Tiermodell eine Beteiligung des
Komplementsystem an den zum Abort fithrenden Prozessen im APS demonstrieren (Holers et
al., 2002; Salmon et al., 2003). APL, die schwangeren Méusen injiziert wurden, konnten im
Gegensatz zu Kontroll-Antikdrpern in der Dezidua angereichert gefunden werden und fiithrten
hier zu einer extensiven Komplementablagerung. FEine direkte Auswirkung dieser
Komplementablagerung auf die Auslosung wachstumsretardierender Prozesse beim Fotus und
auf Aborte konnte nachgewiesen werden. Da bekannt ist, dass Komplementfragmente auch
Endothelzellen und Thrombozyten aktivieren konnen (Hattori et al., 1989; Benzaquen et al.,
1994) und dadurch zur Induktion eines prokoagulanten Phénotypes fithren und an der
Thrombose-Entstehung  beteiligt sein  konnten, wurde die Auswirkung eines
Komplementinhibitors (Crry-Ig, ein C3-Konvertase-Inhibitor, der den klassischen und
alternativen Komplementweg inhibieren kann) auf die Thrombusformation in einem Modell
zur operativ induzierten Thrombusformation in der Arbeit von Holers et al. getestet. Auch
hier konnte eine Beteiligung des Komplements an der Thrombusentstehung gezeigt werden.
Holers et al. schlagen zur Erklirung der pathogenen Effekte der APL auf die fotale
Entwicklung einen Mechanismus vor, der als erstes von einer direkten Bindung der APL an
Plazentastrukturen ausgeht, was auch in mehreren anderen Untersuchungen gezeigt werden
konnte. Durch diese Bindung werde eine prokoagulante Aktivitit auf Endothelzellen und
Thrombozyten ausgelost, die zur Thrombusformation beitragen konnen. Dies scheint jedoch
noch nicht ausreichend zu sein zur Verursachung von Aborten oder
Wachstumsverzogerungen. Durch die Aktivierung des Komplementsystems komme es zur
weiteren Endothelzell- und Thrombozytenaktivierung, zur Gewebehypoxie und zu
entzindlichen Prozessen in der Plazenta, was schlielich zum Verlust des Fotus fithre. Die
ersten zwel Schritte legen eine Wirkung des vorgeschlagenen Mechanismus auch bei den
thrombo-embolischen Komplikationen nahe (Salmon und Girardi, 2004).

Der beschriebene Mechanismus konnte durch Untersuchungen zum Wirkmechanismus des
Heparins im Tiermodell zu Aborten und fotaler Wachstumsretardierung untermauert werden
(Girardi et al., 2004). Die Therapie von Frauen mit durch das APS verursachten Fehlgeburten
fokussiert sich hauptsidchlich auf die Privention von Thrombosen, aber diese
antikoagulatorische Strategie ist in der Verhinderung von Aborten nur teilweise erfolgreich

(Levine et al., 2002; Derksen et al., 2004). Demgegeniiber konnte Heparin schon in
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subantikoagulanten Dosen zur Verbesserung des Outcomes einer Schwangerschaft fithren
(Derksen et al., 2004).

Fiir Heparin konnten schon 1929 inhibierende Effekte auf das Komplementsystem
nachgewiesen werden (Ecker und Gross, 1929). Auch bei anderen Erkrankungen, in deren
Pathogenese Komplementaktivierung eine Rolle spielt, wurden therapeutische Erfolge mit
subantikoagulanten Heparindosen beschrieben, z.B. bei Erkrankungen der Koronararterien
(Hirsh et al., 2001; Menon et al., 2001).

Die Untersuchungen von Girardi et al. zeigen deutlich, dass die protektive Wirkung von
Heparin in einem Mausmodell zum APL-induzierten Abort bzw. zur Wachstumsverzogerung
beim Fotus nicht auf den antikoagulatorischen Effekt zuriickzufiihren ist, sondern klar aus der
Komplement-inhibitorischen Wirkung resultiert. In vitro-Experimente komplettieren hier die
in vivo-Beobachtungen. Durch an Trophoplasten-dhnliche Zellen gebundene APL ausgeloste

Komplementaktivierung konnte durch Heparin vollstindig verhindert werden.

Aus den vorgestellten Untersuchungen geht jeweils der Vorschlag einer das
Komplementsystem inhibierenden Strategie als mogliche Behandlungsoption hervor. Die
Untersuchungen unterstreichen die Bedeutung des Komplementsystems in der Pathogenese

des APS.
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Abbildung 2-5: Pathomechanismen beim APS — Untersuchungen zur fotalen Resorption im
Mausmodell

2.1.2.5 Infektionen und das Antiphospholipidsyndrom

Es ist generell akzeptiert, dass Autoimmunerkrankungen durch das Zusammenspiel vieler
unterschiedlicher genetischer Faktoren und Umwelteinfliisse, z.B. Krankheitserreger,
ausgelost werden. Das gesunde Immunsystem ist normalerweise tolerant gegeniiber
korpereigenen Molekiilen, also gegeniiber Autoantigenen. Diese Toleranz wird schon

wihrend der Lymphozyten-Entwicklung durch klonale Deletion von Zellen, die Reaktivitit
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gegeniiber ubiquitir vorhandenen Selbstantigenen zeigen, und durch klonale Inaktivierung bei
der Prisentation von Gewebe-spezifischen Antigenen ohne kostimulatorische Signale erzielt.
Weitere Mechanismen sind in Tabelle 2-2 und Tabelle 2-3 zusammengefasst. Es werden
unterschiedliche Mechanismen diskutiert, die unter Beteiligung von Krankheitserregern zur
Autoimmunitit fiihren konnen, z.B. eine Zerstdrung bestimmter Immunzell-Subsets durch
Viren oder die iiberméBige Aktivierung von bestimmten T- oder B-Zellen durch mikrobielle
Superantigene, die zu einer Imbalance des Immunsystems fiihren und unter Umstinden
bleibende Verdnderungen mit sich bringen. Tabelle 2-4 zeigt eine Zusammenstellung der

Mechanismen, die zur Zerstorung der Selbsttoleranz durch Infektionen fiihren.

Tabelle 2-2: Toleranzmechanismen bei B-Zellen

Toleranz-Mechanismus Durchbrechung
B- Fehlende CD4-T-Zell-Hilfe Autoreaktive CD4-T-Zellen
Zellen 1 der T-Zell-Zone der Lymphknoten Epitop-Spreading

existieren keine autoreaktiven CD4-T-
Zellen, die mit Selbstantigenen beladene
B-Zellen aktivieren konnten.

Induktion von B-Zell-Anergie Bindung loslicher Selbstantigene durch
Zirkulierende 16sliche Antigen - keine Pathogene = Komplexbildung
multivalenten Komplexe = bei Bindung:
IgM-Expression |, B-Zell-Rezeptor-
Signaling |

Apoptose anerger B-Zellen Inhibition oder Deletion der Suppressor-
durch Fas/Fas-Ligand-Interaktion mit T-Zellen
autoreaktiven T-Zellen.

Elimination autoreaktiver B-Zellen in
Keimzentren
(Nach somatischer Hypermutation)

Daneben gehoren viele bakterielle und virale Proteine sowie die anderer Krankheitserreger zu
Proteinfamilien, die in unterschiedlichen Spezies konserviert sind. Diese weisen
Sequenzhomologien zu humanen Proteinen auf, so dass Antigene von Krankheitserregern
identisch mit Autoantigenen sein konnen, oder zumindest eine groBe Ahnlichkeit zeigen
konnen. Diese molekulare Mimikry ist bei unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen als ein
am Verlust der Selbsttoleranz beteiligter Faktor im Gespriach (Karlsen und Dyrberg, 1998;
Oldstone, 1998; Albert und Inman, 1999; Regner und Lambert, 2001; Wucherpfennig, 2001).
Ein erhohter Titer von APL wird, wie schon beschrieben, im Zusammenhang mit vielen
Infektionserkrankungen, so auch der Syphilis, beobachtet. Man spricht von so genannten

infektassozierten Antikorpern. Es ist hier noch umstritten, ob diese Antikorper
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kofaktorabhingig oder —unabhingig sind, aber die Reaktivitidt von Antikorpern gegen B2GPI
im Rahmen einer Infektion wurde beschrieben (Loizou et al., 1997). Im Verlauf einiger der
mit einer Erhohung des APL-Titers einhergehenden Infektionen werden klinische
Manifestationen des APS beobachtet. Nach einem kiirzlich veroffentlichten Review konnten
frithere Hautinfektionen (18%), HIV-Infektionen (17 %), Pneumonien (14 %), Hepatitis C-

Virus-Infektionen (13 %) und Harnwegs-Infektionen mit einer Manifestation des APS in

Tabelle 2-3: Toleranzmechanismen bei T-Zellen

Toleranz-Mechanismus Durchbrechung

T

- Immunologische Ignoranz Aktivierung der ignoranten T-Zellen
Zellen

MHC-Prisentation von Selbst-Antigenen auf
einem Level, der ausreichend fiir die T-Zell-
Erkennung, jedoch nicht zur Induktion von
Toleranz oder zur Aktivierung von T-Zellen
ist.

Abwesenheit von kostimulatorischen Induktion von Kostimulatoren

Molekiilen

- Antigenerkennung in Abwesenheit von
Kostimulatoren fiihrt zur T-Zell-Anergie

- Kostimulatorische Molekiile (z.B. B7)
sind in der Peripherie nicht konstitutiv
exprimiert und sind nur durch bestimmte
Ausloser, z.B. Infektionen (bakterielle
Bestandteile) induzierbar.

- Eine einmal ausgeloste
Autoimmunantwort kann nicht
aufrechterhalten werden, wenn im
Gewebe keine weitere Kostimulation

erfolgt.
Suppressor-T-Zellen Inhibition oder Deletion der Suppressor-T-
Spezifische Toleranz Zellen
Immunologisch privilegierte Orte Trauma des privilegierten Ortes =
Antigene verlassen immunologisch unkontrollierter Antigenaustritt =
privilegierte Orte (Gehirn, Auge, Testis, Aktivierung nicht toleranter T-Zellen

Uterus) zusammen mit anti-
inflammatorischen Cytokinen = Induktion
einer Toleranz oder einer nicht zerstorenden
T-Zell-Antwort.

Verbindung gebracht werden und werden daher als Ausloser fiir die Autoimmunerkrankung
diskutiert (Cervera et al., 2004). Hierbei kann das APS noch im Laufe der akuten Infektion

auftreten oder erst lange Zeit nach Abklingen der Infektion entstehen.

Die im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen diskutierte molekulare Mimikry kann

sich prinzipiell auf Epitope fiir T-Zell-Rezeptoren oder auf Antigene fiir Antikorper, also fiir
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B-Zellen, beziehen. Als B-Zell-Antigene im APS fungieren Phospholipide und lipidbindende

Proteinkofaktoren.

Da es sich bei Phospholipiden um ubiquitdr bei allen Spezies vorkommende Molekiile
handelt, ist es nicht verwunderlich, bei APL Ahnlichkeiten zwischen Fremdantigenen und
Autoantigenen zu finden und dass gegen Krankheitserreger gerichtete APL partiell auch
gegen Autoantigene, also Phospholipide des Wirts, gerichtet sein konnen.

In diesem Zusammenhang sind die autoreaktiven CDS5-positiven B-1-Zellen interessant. In
der Literatur finden sich immer wieder Hinweise auf diesen B-Zell-Typus, der fiir die
Produktion natiirlicher Autoantikorper verantwortlich ist. Die B-1-Zellen sind durch die
Expression von CDS5 charakterisiert. Sie zeichnen sich durch ihre Pridominanz v.a. in der
humanen fotalen Milz und im Nabelschnurblut aus, wo sie mehr als 90 % der B-Zellen
ausmachen (Bhat et al., 1992). CD5 findet sich auf T-Zellen und auf B-1-Zellen, wird aber
auf konventionellen, unstimulierten B-2-Zellen nur sehr niedrig exprimiert. Im Laufe der
Entwicklung vermindert sich der B-1-Zell-Anteil auf 25 — 35 % der gesamten B-Zell-
Population, wobei die CD5"-B-Zellen etwa 1 — 8 % der gesamten peripheren
Blutlymphozyten des adulten Individuums darstellen (Bhat et al., 1992). Bei den von den B-1-
Zellen synthetisierten natiirlichen Autoantikdrpern handelt es sich hauptsdachlich um IgM-
Antikorper, die mit ubiquitdren Nicht-Peptid-Antigenen wie Kohlehydraten und Lipiden
reagieren. Sie dienen als erste unspezifische Immunabwehr. Diese natiirlichen Autoantikorper
konnen die Quelle fiir infektionsassoziierte APL darstellen und verfiigen iiber die inhérente
Eigenschaft, Autoantigene zu erkennen.

Nicht jede Infektion miindet in eine Autoimmunerkrankung. Trotz der im Falle der Lipid-
Antigene ins Auge stechenden molekularen Mimikry oder der vélligen Ubereinstimmung
zwischen Selbst- und Fremdantigen wird die Autoreaktivitit beim Gesunden langfristig
verhindert. Besonders neuere Arbeiten heben hervor, dass CDS5 eine Rolle in der Erhaltung
der Toleranz gegeniiber Autoantigenen spielt (Hippen et al., 2000). Die Anzahl der peripheren
CD5"-B-Zellen ist bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen erhoht, wie z.B. bei
rheumatoider Arthritis, beim Sjogren-Syndrom, bei Multipler Sklerose (Talal et al., 1992) und
auch beim APS (Mahmoud et al., 2001).

Auch fiir B2GPI wird die Ahnlichkeit zu mikrobiellen Antigenen als Ursache fiir die
Aktivierung entsprechender Antikorper vorgeschlagen (Shoenfeld et al., 2006; Blank et al.,
2002). Ein Vergleich von B2GPI-Peptiden mit Proteindatenbanken konnte Peptide aus
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Proteinen von unterschiedlichen Krankheitserregern identifizieren, die eine hohe Homologie
zum B2GPI aufweisen (Shoenfeld et al., 2006; Blank und Shoenfeld, 2004). Eine Infektion
von Miusen mit den so identifizierten Pathogenen fiihrt zur Produktion von Antikérpern, die,
isoliert und in trichtige Miuse infundiert, zur Wachstumsretardierung und zum Verlust der
Foten und zu einer verldngerten Gerinnungszeit in vitro, also zu APS-Symptomen fiihren.
Zum ersten Mal konnte so gezeigt werden, dass Erreger, die Bestandteile mit struktureller
Ahnlichkeit zu B2GPI aufweisen, pathogene anti-82GPI-Antikérper und Manifestationen des
APS induzieren konnen (Asherson und Shoenfeld, 2000). Auch durch Immunisierung von
Miusen mit B2GPI-homologen Peptiden aus Pathogenen konnte die Produktion von
Antikorpern induziert werden, die mit B2GPI kreuzreagieren (Gharavi et al., 2002).

Es wird daraus deutlich, dass molekulare Mimikry zwischen Pathogenen und B2GPI
ursidchlich an der Entstehung eines APS beteiligt sein konnte. Mechanismen der molekularen
Mimikry konnen sowohl fiir B2GPI als auch fiir Phospholipide zur Generierung von

pathogenen APL fiihren.

Tabelle 2-4: Zerstorung der Selbsttoleranz bei Infektionen

Mechanismus Effekt Beispiel
Zerstorung von Zell- oder Austreten abgekapselter Sympathische Ophthalmie
Gewebebarrieren Selbstantigene = Aktivierung

nicht toleranter Zellen

Infektion Antigen-
prasentierender Zellen

Induktion kostimulatorischer
Aktivitit

Adjuvanz-Effekt in EAE
(Experimentelle
Autoimmunenzephalitis)

Bindung von Selbstantigenen
durch Pathogene

Immunreaktion gegen Komplex
(Selbstreaktion)

Interstitielle Nephritis?

Molekulare Mimikry Kreuzreaktive Antikorper und APS, Multiple Sklerose?
T-Zellen
Superantigen Polyklonale Aktivierung Rheumatoide Arthritis?

autoreaktiver T-Zellen

Zerstorung von Lymphozyten-
Subsets

Imbalance des Immunsystems

Autoimmun-Thyroiditis?

Die Frage bleibt jedoch offen, wieso Infektionen und die damit verbundene molekulare
Mimikry nur bei einigen Individuen zur Entwicklung eines Autoimmunsyndroms fiihrt,
wihrend bei anderen gleiche Infektionen ohne derartige Konsequenzen bleiben. Hier werden
verschiedene Mechanismen vorgeschlagen,

ndmlich genetische Pridisposition fiir

Autoimmunerkrankungen oder Mingel in den Regulationswegen =zur langfristigen
Aufrechterhaltung der Toleranz. Auch B2GPI-Polymorphismen wurden beschrieben und als

mit der Frequenz von anti-B2GPI-Antikorpern korrelierend beobachtet (Prieto et al., 2003;
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Yasuda et al., 2005). Hierin konnte ebenso ein Zusammenhang zur Suszeptibilitét fiir das APS

zu finden sein.

2.2 Antiphospholipidantikorper

2.2.1 Antiphospholipidantikorper im Antiphospholipidsyndrom

APL zeichnen sich durch ihre Heterogenitit aus. Dies spiegelt sich auch in dem klinischen
Bild des APS wider. Neben den thrombo-embolischen und intrauterinen Komplikationen
werden zahlreiche andere klinische Manifestationen dem APS zugeordnet. Davon ausgehend,
dass APL an der Pathophysiologie der klinischen Symptome beteiligt sind, was zumindest fiir
Thrombosen und fiir Schwangerschaftskomplikationen in verschiedenen in vitro- und in vivo-
Untersuchungen gezeigt werden konnte, konnten verschiedene APL-Subgruppen fiir
verschiedene klinische Erscheinungsformen des APS verantwortlich sein.

Es ist bekannt, dass die Autoantigenspezifitit von APL sehr breit ist und unterschiedliche
anionische Phospholipide erkannt werden. Diese Komplexitit wird durch die
Kofaktorabhidngigkeit der APL im Antiphospholipidsyndrom und durch die Tatsache, dass
auch kofaktorunabhingige (eigentlich Infektionen charakterisierende) APL im Kontext des
APS gefunden werden konnten (Menon et al., 1997; Lackner et al., 2000), erweitert. Die
beschriebene Heterogenitit konnte auch in einem einzelnen APS-Patienten dargestellt
werden: Die klonale Analyse der APL dieses einzelnen Patienten mit primidren APS zeigte
eine extreme Heterogenitit der APL hinsichtlich der Kofaktorabhingigkeit, der Funktionalitit
in in vitro-Tests und schlieBlich der genetischen Konstitution (Lieby et al., 2001).

Die strukturelle Heterogenitit der am APS beteiligten Antikorper zeigt sich u.a. durch das
Auftreten von unterschiedlichen Immunglobulin-Klassen (IgG, IgA und IgM) bei APL. Auch
hinsichtlich der variablen Region wird diese Vielfalt erginzt: Die Verwendung eines breiten
Spektrums von V-Genen im Rearrangement der APL-V-Regionen zeigt, dass auch auf dieser
Ebene keine einheitliche Struktur festgelegt ist (Chukwuocha et al., 2002; Giles et al., 2003).
Die somatische Hypermutation scheint eine wichtige Rolle fiir die Antigenspezifitit der APL
zu spielen (Giles et al., 2003) und trigt zur Variabilitit des APL-Spektrums bei.

Zur Unterscheidung von pathogenen und nicht pathogenen Antikorpern im APS existieren
mehrere Theorien: Mehrere Gruppen schlagen vor, dass die LA-Aktivitit zusammen mit
einem hohen Titer an IgG-APL zur Vorhersage von thrombotischen Ereignissen und Aborten
herangezogen werden konnen. Als weiterer Hinweis auf die Pathogenitit der APL wird das

Vorhandensein von somatischer Hypermutation in der variablen Region von APL diskutiert,
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da man davon ausgeht, dass diese Antikorper im Rahmen der Affinitétsreifung Kontakt zu
ithrem Antigen hatten und somit pathophysiologisch relevant sind. Die Theorie der
Kofaktorabhidngigkeit von pathophysiologisch bedeutsamen APL ist wohl die am weitesten
verbreitete Theorie, wobei hier v.a. die B2GPI-Abhingigkeit als wichtig fiir die Pathogenitit
angesehen wird.

Die Untersuchungen an APL finden hauptsidchlich unter Verwendung von polyklonalen APL
oder einzelnen monoklonalen IgG- oder IgM-APLs statt. Eine Gruppe um J.-L. Pasquali
verfolgt den interessanten Ansatz, klonale Analysen von allen in einzelnen Patienten
vorhandenen APL moglichst vollstindig durchzufiithren (Lieby et al., 2001; Lieby et al.,
2003).

Hinsichtlich der Mechanismen, die zur Pathogenitit fithren — unabhiingig davon, welche Rolle
hier LA-Aktivitit, die somatische Hypermutation und/oder die Kofaktorabhéangigkeit spielen -
und vor dem Hintergrund, dass APL bei 2 -5 % der gesunden Population transient und nicht
mit APS-Symptomen in Verbindung stehend bei Infektionspatienten gefunden werden, stellen
sich drei wichtige Fragen:

Welche Stimuli fiihren zur Induktion von pathogenen APL? Welche funktionelle Rolle
spielen diese Autoantikorper? Wie wird ihre Produktion kontrolliert? Welche strukturellen
Merkmale kennzeichnen pathogene APL?

V.a. zur ersten und zur dritten Frage werden erst langsam Untersuchungsansétze generiert.

2.2.2 Struktur und genetische Konstitution der Antiphospholipidantikorper

Zur Abgrenzung von pathogenen gegeniiber nicht pathogenen APL wird vorgeschlagen, dass
pathogene APL vom IgG-Subtyp sind, eine Spezifitit fiir negativ geladene Phospholipide
aufweisen und B2GPI-abhingig sind, wihrend nicht pathogene APL, die bei Gesunden und
bei Patienten mit Infektionskrankheiten oder mit malignen Erkrankungen beobachtet werden,
vom IgM-Typ sind und neutrale und negative Phospholipide kofaktorunabhéngig binden. Es
wird jedoch noch immer kontrovers diskutiert, ob diese Kriterien tatsdchlich pathogene von
nicht pathogenen APL unterscheiden. Es stellt sich die Frage, in welchen strukturellen
Eigenschaften der Antikorper sich die Unterschiede widerspiegeln. In diesem Zusammenhang
werden molekulare Strukturen auf DNA-Ebene von pathogenen APL untersucht, um
gemeinsame Eigenschaften dieser APL zu identifizieren, die sie von nicht pathogenen APL
unterscheiden.

Antikorper-Molekiile sind aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten
Ketten zusammengesetzt. Wihrend die schweren Ketten den Antikorper-Isotyp bestimmen (u,

Y, O, a.und €), konnen die leichten Ketten in allen Isotypen entweder vom K- oder A-Typ sein.
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Die C-terminalen konstanten Doménen der schweren und leichten Ketten sind hoch
konserviert, wihrend die N-terminalen Regionen sich durch eine hohe Sequenzvariabilitit
auszeichnen (variable Regionen) und verantwortlich fiir die Antigenbindung sind. Die
antigenbindenden variablen Regionen bestehen aus so genannten CDR- (complementarity
determining regions) und FR- Regionen (framework regions). Sowohl schwere als auch
leichte Ketten weisen je 3 CDRs auf, die eine extrem hohe Variabilitit hinsichtlich der
Sequenz und der Linge zeigen. Die die CDRs trennenden FR-Regionen sind konservierter.
MacCallum et al. konnten zeigen, dass bestimmte Aminosdurereste innerhalb der CDR eher
am Antigen-Antikorper-Kontakt beteiligt sind als andere, und dass auch vereinzelte FR-
Aminosdurereste als Kontaktstellen fungieren (MacCallum et al., 1996). Bei der Analyse von
Strukturmerkmalen, die fiir die Bindung der APL an ihre Antigene verantwortlich und
charakteristisch sind, miissen besonders die variablen Regionen und in diesen die Antigen-
Kontaktstellen beriicksichtigt werden.

Variable Regionen kodierende Sequenzen werden wihrend der B-Zell-Entwicklung durch
Rekombination von Vy-, Dy- und Jy-Segmenten (bei den schweren Ketten) bzw. von V- und
Ji-Segmenten (bei den leichten Ketten) zusammengesetzt (Rearrangement). Von diesen

Gensegmenten steht eine gro3e Anzahl zur Rekombination zur Verfiigung (Abbildung 2-6).

K Leichte Kette - ~
Ll vkl L2 V2 C LVk J  Jkl Cxkl Jx<4 Cx4
230
A Leichte Kette e 3

{ = — {1

L1VAlL L2 VA2 L LVA J JAL1-5 CA
240

Schwere Kette ~ N 7

L1 VH1 L2 VH2 L LVH J U DHI1-27 J JH1-5 Cu ....
65

Abbildung 2-6: Genomische Organisation der V-Gen-Segmente (adaptiert nach Janeway et al.,
Immunology)
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Dies fiihrt zu der hohen Diversitit der Antikorpern und ihrer Antigen-Bindungsregionen, die
durch eine Ungenauigkeit im Rearrangementprozess beim Aneinanderfiigen der einzelnen
Segmente und durch Deletion von Nukleotiden oder durch das Einfiigen von so genannten P-
und N-Nukleotiden erhoht wird. N-Nukleotide werden wihrend des Rearrangements in die
Verbindungen zwischen den einzelnen Gensegmenten eingefiigt. Sie sind nicht kodiert und
werden durch die Terminale Desoxynucleotidyl-Transferase inseriert. P-Nukleotide werden
ebenso an den Verbindungen der einzelnen Gensegmente gefunden. Sie entstehen durch
inverse Wiederholung der Sequenz am Ende des angrenzenden Gensegmentes, die aus
Haarnadelstrukturen wihrend des Rearrangement-Prozesses entstehen kann (palindrome
Nukleotide).

Nach einem erfolgreichen Rearrangement beginnen die B-Zellen mit der Produktion von
zundchst IgM. Die IgM tragen in ihrer variablen Region Gensegmente in
Keimbahnkonfiguration. In so genannten ,Keimzentren“ kommt es als Reaktion auf
Antigenbindung unter T-Zell-Hilfe zum Klassenswitch und zur somatischen Hypermutation
in den variablen Regionen der schweren und leichten Kette. Diese Punktmutationen kdnnen
entweder stille Mutationen (silent, S) sein, die nicht zu einem Aminosdureaustausch fiihren,
oder in einer Anderung der Aminosiduresequenz miinden (replacement, R). R-Mutationen
konnen die Affinitit des Antikorpers zu seinem Antigen erhohen, vermindern oder keine
Auswirkung in diesem Zusammenhang zeigen. B-Zellen, die als Folge der somatischen
Hypermutation eine hohere Affinitdt zu ihrem Antigen aufweisen, werden durch Bindung an
dieses Antigen selektiert und zur klonalen Expansion stimuliert. Orte der somatischen
Hypermutation sind die hochvariablen CDRs, die unmittelbar Kontaktstellen mit dem Antigen
aufweisen.

Im Falle der autoreaktiven APL sollten im Gesunden die autoreaktiven B-Zellen inhibiert
vorliegen und auch eine T-Zell-Unterstiitzung und damit eine somatische Hypermutation
nicht moglich sein. Diese Schutzmechanismen miissen im APS, wie auch bei anderen

Autoimmunerkrankungen, dereguliert sein.

Auf der Suche nach einer Moglichkeit zur Diskriminierung pathogener von nicht pathogenen
APL auf Basis der strukturellen Eigenschaften stellen sich beziiglich des genetischen

Hintergrundes unterschiedliche Fragen.

Verschiedene Gruppen haben die Verwendung bestimmter Gensegmente in der

Rekombination lipidreaktiver Antikdrper untersucht. Ein fiir APL typisches Vorherrschen
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bestimmter V-Gen-Familien oder V-, D- und J-Segmente konnte nicht festgestellt werden.
Vielmehr spiegeln die Hiufigkeiten des Vorliegens bestimmter Gensegmente in untersuchten
APL die ohnehin unabhingig von der Antigenspezifitit beobachtete Privalenz bestimmter

Familien und Segmente wider (de Wildt et al., 2000; Giles et al., 2003).

Eine wichtige und in molekulargenetischen Untersuchungen von monoklonalen APL immer
gestellte Frage ist die nach dem Vorliegen von somatischer Hypermutation. Somatische
Mutationen konnen an unterschiedlichen Stellen in der variablen Region auftreten. Sie konnen
zufilliger Natur sein oder Ausdruck eines durch das Antigen gesteuerten Selektionsprozesses,
der Antigenreifung. Im letzteren Falle spricht man von somatischer Hypermutation, die im
Laufe der B-Zell-Antwort auf ein Antigen stattfindet. Mutationen hédufen sich dann in den
CDRs der variablen Regionen und sind meistens R-Mutationen, fithren also zu
Aminosdureaustauschen. Neben der Anzahl stehen der Ort dieser Mutationen (CDR oder FR)
und ihr Charakter (R oder S) also mit der Natur der Mutation (zufillig oder antigengesteuert)
in Verbindung. Anhand dieser Informationen kann eine Aussage dazu ermoglicht werden, ob
bei einem vorliegenden Antikorper ein bereits stattgefundener Antigen-Kontakt
wahrscheinlich ist, oder nicht. Es wurden Methoden entwickelt, um die Informationen iiber
Mutationen in den variablen Regionen von AntikOrpern auszuwerten und die Riickschliisse
auf die Wahrscheinlichkeit eines bereits stattgefundenen Antigen-Kontaktes statistisch
abzusichern (Shlomchik et al., 1987; Chang und Casali, 1994; Lossos et al., 2000). Shlomchik
et al. und Chang et al. wenden ein binomiales Wahrscheinlichkeitsmodell an, um zu
untersuchen, ob die Anzahl der R-Mutationen in den CDRs signifikant hoher als die fiir
zufillige Mutationen erwartete Anzahl liegt. Lossos et al. hingegen gehen von vier
Verteilungsmoglichkeiten aus: R- oder S-Mutation in CDR- oder FR-Regionen. Zur
Ermittlung der Antigen-Steuerung von Mutationen wird hier ein multinomiales
Verteilungsmodell herangezogen, das alle vier Variablen abdeckt. In den meisten Fillen
fiihren Analysen mit den beiden Modellen zum gleichen Ergebnis, in einzelnen Fillen zeigen
sich jedoch auch Diskrepanzen (Lossos et al., 2000; Giles et al., 2003).

Die Modelle bieten eine Hilfe bei der Untersuchung von variablen Regionen von Antikérpern
hinsichtlich der somatischen Hypermutation. Im Falle der APL kann die Aussage dariiber, ob
ein Antigenkontakt bereits stattgefunden hat, oder nicht, zu einer Aussage iiber die Natur des
Antikorpers beitragen. Natiirliche Autoantikorper, die hidufig auch Lipide binden, finden sich
geringtitrig bei allen Individuen und stellen eine erste natiirliche und unspezifische

Immunabwehr dar. Lipidreaktive Antikorper, bei denen noch keine Antigenreifung
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stattgefunden hat, konnen zu diesem natiirlichen Repertoire gehoren. Das Vorliegen von
antigengesteuerter somatischer Hypermutation kann auf eine Infektion oder den deregulierten
Kontakt mit einem Autoantigen zuriickzufiihren sein. Beides kann zu einer erhdhten Affinitéit
gegeniiber Autoantigenen fithren. Aus diesem Grund ist die Untersuchung der Antigenreifung

ein wichtiger Teil der strukturellen Charakterisierung von APL.

Letztlich stellt sich noch die Frage, welche Aminosédureaustausche zu beobachten sind, die zu
einer erhohten Affinitit zum Autoantigen beitragen. Betrachtet man die Natur der Antigene so
handelt es sich v.a. um negativ geladene Strukturen (negativ geladene Phospholipide).
Untersuchungen an murinen und humanen anti-DNA-Antikdrpern haben gezeigt, dass in
Antigenkontaktregionen basische Reste durch somatische Hypermutationen akkumulieren,
nidmlich Arginin, Lysin und Asparagin (Radic und Weigert, 1994; Rahman et al., 1998). Diese
basischen Aminoséduren werden fiir die Bindung an die negativ geladene DNA verantwortlich
gemacht und &dhnliche Strukturen fiir die ebenfalls negative Strukturen bindenden APL
diskutiert (Rahman et al., 1996). Eine Analyse von 36 publizierten APL-Sequenzen konnte
jedoch keine Akkumulation von Arginin, Lysin und Asparagin in APL-CDRs unterstiitzen
(Giles et al., 2003).

Letztlich stellt sich im Zusammenhang mit den somatischen Hypermutationen in APL die
Frage, ob diese Mutationen die Ursache fiir die Pathogenitit der Antikorper sind, d.h. ob
durch eine hohere Affinitdt zum Autoantigen pathologische Prozesse angestoflen werden. Es
konnte sich jedoch auch um einen einfachen Hinweis auf Antigenkontakt handeln, der bei
dysregulierten autoreaktiven B-Zellen zur Antigenreifung gefiihrt hat, unabhéngig davon, ob
durch diese Affinitdtsreifung pathologische Prozesse initiiert oder verstirkt werden, oder ob

es sich um ein Epiphdnomen handelt, das keine weiteren Konsequenzen mit sich bringt.

2.3 Ziel der Arbeit

APL werden derzeit als Hauptausloser fiir die mit dem APS verbundenen funktionellen
Storungen (v.a. Thrombosen und rezidivierende Aborte) gesehen. Erkenntnisse iiber zugrunde
liegende Pathomechanismen (z.B. durch Interaktionen von APL mit Zellen) konnten bisher
nur ansatzweise gewonnen werden. Noch viele Fragen bleiben offen.

Angesichts des Fehlens von rationalen Behandlungsstrategien, die nicht nur symptomatisch,

sondern auch ursdchlich wirken konnten, wird die Bedeutung der Aufkldrung der
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Pathomechanismen deutlich. Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, weitere Einblicke in
den Pathomechanismus zu gewinnen.

Hierzu werden monoklonale APL (IgG und IgM) aus APS-Patienten kloniert und die
produzierenden Hybridome generiert. Diese monoklonalen APL dienen weiteren
Untersuchungen zum strukturellen und funktionellen Charakter der APL. Im Rahmen der
strukturellen Charakterisierung sollen v.a. Erkenntnisse iiber die Bindungsprofile der
Antikorper und iiber die Sequenz der variablen Regionen gewonnen werden. Ersteres ist v.a.
vor dem Hintergrund der Kofaktorabhingigkeit und der Spezifitit fiir bestimmte
Phospholipide von Interesse. Hier existieren immer noch gegensitzliche Meinungen iiber die
Bedeutung der Spezifitit hinsichtlich der Pathogenitit. Die diesbeziigliche Charakterisierung
der im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierten APL soll weitere Informationen liefern,
die in den Kontext schon vorhandener Erkenntnisse iiber die Bindungsspezifitit von APL im
Allgemeinen, von aus APS-Patienten generierten APL und von nachweislich pathogenen APL
eingeordnet werden sollen. Die Untersuchungen zur Sequenz der variablen Region stellen
einen Beitrag zu unterschiedlichen Aspekten der APL-Forschung dar. Zum einen kann die
Untersuchung der in den CDR befindlichen Aminosduren einen Riickschluss auf den
Interaktionsmechanismus der APL mit ithrem Antigen erlauben. Es ist hier interessant, welche
Strukturen fiir die Bindung an negativ geladene Antigene zustidndig sind und ob sich schon
beschriebene strukturelle Merkmale auch in den im Rahmen der vorliegenden Arbeit
generierten APL wieder finden. Zum anderen kann die Aufkldrung der im Rearrangement der
variablen Region verwendeten V-Gen-Segmente Aufschluss geben iiber den genetischen
Hintergrund phospholipidreaktiver Antikorper. Als dritter und sehr wichtiger Punkt werden
die generierten APL im Promotionsprojekt auf Mutationen in den variablen Regionen
untersucht. Diese Mutationen konnen antigengesteuert oder zufillig sein. Es soll versucht
werden, aufgrund der Verteilung und der Art der Mutationen festzustellen, ob ein
vorhergegangener Antigenkontakt bei den vorliegenden Antikorpern wahrscheinlich ist. Diese
Information tragt wesentlich zur Rekonstruktion der Genese der vorliegenden APL bei und
lasst Riickschliisse darauf zu, ob es sich um natiirliche, inaktive Autoantikorper handelt, oder
ob die Antikorper schon an einer Immunreaktion im Rahmen einer Infektion oder eines
Autoimmunprozesses beteiligt waren. Zur vollstindigen Charakterisierung der APL soll im
Rahmen der Doktorarbeit eine effiziente Methode etabliert werden. Schon in anderen
Gruppen wurden monoklonale humane APL generiert und strukturell charakterisiert. Das
Auffinden von strukturellen Ahnlichkeiten und allgemeingiiltigen Merkmalen von APL ist

nur durch das Zusammentragen einer Vielzahl von Daten moglich. Hierzu sollen die aus der
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Doktorarbeit erwarteten Ergebnisse einen Beitrag leisten, um das Wissen iiber eine bisher nur
ansatzweise beschriebene Klasse von Antikorpern, die sowohl in der natiirlichen
Immunabwehr als auch im Kontext der schwerwiegenden Autoimmunprozesse im
Antiphospholipidsyndrom eine wichtige Rolle spielen, zu erweitern. Im Rahmen der
funktionellen Untersuchungen sollen anhand von schon bekannten zelluldren in vitro-
Modellsystemen fiir die Pathogenitit von APL Hinweise gesammelt werden, ob die aus den
Patienten generierten APL an Pathomechanismen des APS beteiligt sein konnen. Hier werden
v.a. Modellsysteme zur Untersuchung der prokoagulanten Eigenschaften der APL
herangezogen und Interaktionen von APL mit potentiell prokoagulante Aktivit aufweisenden
Zellen (Monozyten) untersucht werden. Die Interaktion von APL mit Monozyten und die
Induktion von prokoagulanter Aktivitdt sind mehrfach beschrieben und gelten als Hinweis auf
pathogene Wirkungen.

Uber das Hauptziel der Arbeit, der Generierung und Charakterisierung von monoklonalen
APL aus APS-Patienten hinaus, sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Hinweise zur
Bedeutung der Kofaktorabhingigkeit von APL auch im Rahmen der APS-Diagnostik
gewonnen werden. Es sollte eine Methode etabliert werden, die die Untersuchung
polyklonaler AntikOrper aus APS-Patienten und deren Kofaktorabhingigkeit erlaubt. Diese
Methode sollte Routine-tauglich sein. Probleme bisheriger in der diagnostischen Routine
verwendeten Tests auf Kofaktorabhingigkeit sind vor allem die im Testserum schon
vorhandenen Kofaktoren, von denen nicht bekannt ist, ob sie in der vorliegenden Test-
Verdiinnung Einfluss auf die Antigenbindung der APL nehmen. Es wurde eine Methode
gesucht, die dieses Problem umgeht.

Dariiber hinaus sollten durch Untersuchungen an B-1- und B-2-Zellen erste Hinweise auf
einen moglichen Zusammenhang zwischen den poly- und auch lipidreaktiven natiirlichen
Autoantikdrpern und den im Kontext des APS vorkommenden APL gewonnen werden.
Hierzu musste zunichst eine Methode etabliert werden, um B-1- und B-2-Zellen effektiv zu
trennen und nach Moglichkeit auch B-1-Zell-Hybridome zu generieren. Diese Versuche
sollten als FEinstieg in iiber die Doktorarbeit hinausgehende Untersuchungen u.a. zur

Entstehung, zum Ursprung und zur Regulation unterschiedlicher APL dienen.
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3 Materialien und Geriate

3.1 Chemikalien

0,4 % Trypanblau
2-Mercaptoethanol
10 x PBS instant
20 % SDS-Losung
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1) 40%
Ammoniumsulfat
APDS
BCIP/NBT-Losung
Borat
Bromphenolblau
BSA
Calciumchlorid
DAPI

DEPC

DMSO

dNTPs

EDTA

Ethanol

Glyzerin

Glycin

Isopropanol
Kaliumbromid
Kupfersulfat
Magermilchpulver
Methanol

Mowiol 4-88
Natriumchlorid
Natronlauge, konz.
NP-40
Paraformaldehyd
PEG-L6sung
Ponceau S-Losung
Rekombinantes humanes CRP (E.coli)
Sigma Fast™ OPD Tablets Set
TEMED

Tris

Triton X-100
Tween 20
Veronal-Puffer

40

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Biochrom AG
Biorad

Biorad

Carl Roth GmbH
Biorad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Stratagene
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Fisher Scientific
Calbiochem

Carl Roth GmbH
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Biorad

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Virion-Serion
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3.2 Puffer und Losungen

IgG- und IgM-ELISA
Waschpuffer:
Blockierungspuffer:
OPD-Lo6sung:

Stop-Losung:

0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS

1 % (v/v) Tween 20 in PBS

1 Tablette Sigma Fast Silber + 1 Tablette Sigma Fast
Gold in 20 ml Aqua bidest

1 M HC1

Aufreinieung von humanem IgG iiber HiTrapTM Protein G HP-Siulen

Bindungspuffer:
Elutionspuffer:
Neutralisationspuffer:

SDS-PAGE:
6 x Auftragspuffer

Elektrodenpuffer:

20 mM Natriumphosphat, pH 7,0
0,1 M Glycin-HCI, pH 2,7
2 M Tris-HCI, pH 9,0

1 M Tris-HCI, pH 6,8; 10,28 % (w/v) SDS; 36 % (v/v)
Glycerol; 5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol; 0,012 % (w/v)
Bromphenolblau

192 mM Glycin, 25 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS

Westernblot und immunchemische Fiarbung:

Transferpuffer:
TBST-Puffer:
TBST-Blotto:
AP-Puffer:
Stopp-Puffer:

DNA-Gele:

6x Ladepuffer fiir Agarose-Gele:

10 x TBE:

RNA-Methoden:
DEPC-H,0:

Immunfluoreszenz-Analyse
Fixierungspuffer:

Permeabilisierungspuffer:

48 mM Tris; 39 mM Glycin; 1,3 mM SDS, 20 % (v/v)
Methanol - pH 9,1

10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 150 mM NaCl; 0,05 % (v/v)
Tween 20

2,5 g Magermilchpulver in 50 ml TBST

100 mM Tris-HCL, pH 9,5; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,
20 mM Tris-HCI, pH 8,0; 5 mM EDTA-NaOH, pH 8,0

0,25 % (w/v) Bromphenolblau; 0,25 % (w/v)
Xylencyanol FF; 40 % (w/v) Sucrose; in Aqua bidest

108 g/l Tris; 55 g/l Borat; 20 mM EDTA, pH 8,0

0,1 % (v/v) DEPC in Aqua bidest; 12 h 37°C; 20 min bei
121°C autoklavieren

3% (w/v) Paratormaldehyd

90 ml Aqua bidest; 3 g Paraformaldehyd; 6 Tropfen
NaOH; zum Losen erhitzen auf 68°C; abkiihlen auf
Raumtemperatur, Zugabe von 10 ml 10 x PBS

0,5 % (v/v) Triton X-100 in PBS
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Mowiol: 12 ml 0,2 M Tris-HCI, pH 8,5; 2,4 g Mowiol 4-88; 6 g
Glycerol; gelagert bei 4°C

Herstellung von Zelllysaten:

Solubilisierungspuffer: 140 mM NaCl; 10 mM Tris; 5 pg/ml Aprotinin; 250
ug/ml Trypsininhibitor; 0,5 % NP-40

Isolierung von IgG-Fraktionen (Protein A):

Auftragspuffer: 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
Neutralisationspuffer: 2 M Tris-HCI, pH 9,0
Elutionspuffer: 0,1 M Glycin-HCI, pH 3,0

Magnetische Zellseparation:

MidiMACS-Puffer: 2 mM EDTA; 0,5 % (w/v) BSA; in PBS
3.3 Kits
Aeskulisa-Phospholipid-8S-G/M: Aesku.Diagnostics
Aeskulisa-Phospholipid-8-Pro-G/M: Aesku.Diagnostics
MidiMACS CD3-Depletion Kit: Miltenyi
Roche Cholesterol Reagenz: Roche Diagnostics
RIDASCREEN Mycoplasma IFA Test: R-Biopharm
Roti®-Quant: Carl Roth GmbH
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit:

Pierce
QIAGEN OneStep-RT-PCR-Kit: QIAGEN
QIAGEN QIAquick PCR Purification Kit: QIAGEN
QIAGEN RNeasy Mini Kit: QIAGEN

3.4 Antikorper und Streptavidin-Konjugate

Ziege Anti-Human IgG, Fc, Fragment spezifisch

Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.
Ziege Anti-Human IgM, Fcs, Fragment spezifisch

Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.

Maus Anti-k-Kette (human) ICN Biomedicals, Inc.

Maus Anti-A-Kette (human) ICN Biomedicals, Inc.

Kaninchen Anti-Apolipoprotein H Acris Antibodies GmbH

Schaf Anti-Prothrombin CEDARLANE Laboratories

Anti-Human IgG F(ab)-spezifisch-HRP Sigma Aldrich

Anti-Human IgG-AP Sigma Aldrich

Anti-Schaf-AP Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.
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Anti-Kaninchen-AP DAKO

Anti-Human IgG-FITC Euroclone
Anti-Human IgM-FITC Euroclone
Anti-Ziege-AP ICN Biomedicals, Inc.
Anti-Maus-AP Sigma Aldrich
Anti-Human-IgM (Fcs,)-HRP Sigma Aldrich

IgM Reagent Grade (human) Sigma Aldrich

IgG Reagent Grade (human) Sigma Aldrich

IgGoA, polyclonal (human) Sigma Aldrich
CD3-FITC, 10Test® BeckmanCoulter
CD19-FITC, I0Test® BeckmanCoulter
CD5-FITC, I0Test® BeckmanCoulter
CD3-PE, [0Test® BeckmanCoulter
CDS5-PE, [0Test® BeckmanCoulter
CD19-FITC, I0Test® BeckmanCoulter
CD69-PE, [0Test® BeckmanCoulter
Streptavidin-FITC BD Pharmingen
Streptavidin-HRP Amersham Biosciences
Streptavidin-AP Amersham Biosciences

3.5 Humane monoklonale Antikorper

HL5B
Der humane monoklonale IgG-APL wurde von Christine von Landenberg im Rahmen ihrer
Doktorarbeit generiert und teilweise charakterisiert (Lackner et al., 2000). In der vorliegenden

Doktorarbeit wurde eine weiterfithrende Charakterisierung von HL5B vorgenommen.

HLC9
Der humane monoklonale IgM-APL wurde von Viola Ochsenhirt generiert und in der

vorliegenden Arbeit strukturell charakterisiert.

A9D10
Der humane monoklonale IgG-Antikorper wurde von Philipp von Landenberg aus einem
gesunden Probanden isoliert. Er ist nicht reaktiv gegen Phospholipide und wurde in der

vorliegenden Arbeit als Kontroll-IgG verwendet.
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D9G10
Der humane monoklonale IgM-Antikdrper wurde von Philipp von Landenberg aus einem
gesunden Probanden isoliert. Er ist nicht reaktiv gegen Phospholipide und wurde in der

vorliegenden Arbeit als Kontroll-IgM eingesetzt.

3.6 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Tabelle 4-5) wurden von TIB MolBiol synthetisiert.

3.7 Zelllinien

B95-8:

Die Zelllinie B95-8 ist eine aus den peripheren Blutlymphozyten des Kralleniffchens
Saguinus oedipus gewonnene Zelllinie (Miller und Lipman, 1973), die einen hohen Epstein-
Barr-Virus-Titer produziert. EBV-haltige Uberstinde der B95-8-Zellen dienen der

Transformation humaner B-Zellen und somit der Herstellung kontinuierlicher B-Zelllinien.

CB-F7:
Bei der Zelllinie CB-F7 handelt es sich um eine murin-humane Heteromyelomzelllinie zur

Generierung von Hybridomzelllinien (Grunow et al., 1988).

Mono-Mac-6:

Bei Mono-Mac-6-Zellen handelt es sich um eine humane monozytire Zelllinie (Ziegler-
Heitbrock et al., 1988). Sie wurde aus dem Blut eines 64-jihrigen Mannes mit akuter
monozytirer Leukdmie etabliert. Im Hinblick auf ihre Aktivierung und besonders die Tissue
Factor-Expression sind Mono-Mac-6-Zellen den frisch aus peripherem Blut isolierten
Monozyten sehr &dhnlich. Sie wurden daher in der vorliegenden Doktorarbeit als

Modellzelllinie fiir frisch isolierte Blutmonozyten verwendet.

p388DI1(IL-1):
Die Maus-Monozyten/Makrophagen-Zelllinie p388D1(IL-1), in der vorliegenden Arbeit als

p388 bezeichnet, ist eine Zelllinie, die aus dem Aszites einer DBA/2-Maus mit einem
Methylcholanthren-induziertem lymphoiden Neoplastom isoliert wurde (Koren et al., 1975).
In der vorliegenden Arbeit wurde sie als Feeder-Zelllinie in der Klonierung von humanen

Hybridomen eingesetzt.
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SHM-D3:
Bei der Zelllinie SHM-D3 (Teng et al., 1983) handelt es sich um eine murin-humane

Heteromyelomzelllinie zur Generierung von Hybridomzelllinien.

Alle verwendeten Zelllinien wurden iiber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ) GmbH oder die ,,American Type Culture Collection* (ATCC) bezogen.

3.8 Enzyme

Aprotinin Sigma Aldrich
Trypsininhibitor Sigma Aldrich
Plasmin, aus humanem Plasma Calbiochem
Cholesterin-Esterase Roche
Superscript II Reverse Transkriptase Invitrogen
Pfu-Turbo-Polymerase Stratagene
RNaseOUT RNase Inhibitor Invitrogen

3.9 Zellkultur-Medien und -Zusitze

Hybridoma Express PAA
RPMI 1640 PAA
RPMI 1640 ohne Phenylrot Gibco
UltraDOMA™ Cambrex
Hybridoma-Medium, serumfrei, low protein

Sigma Aldrich
Sea Growth Gerbu
FCS gold PAA
L-Glutamin PAA
Penicillin-Streptomycin PAA
Trypsin-EDTA Gibco
Oxalacetat, Hybri-Max® Sigma Aldrich
Natriumpyruvat, Hybri—MaX® Sigma Aldrich
MEM, nicht-essentielle Aminosiduren PAA
Bovines Insulin, Hybri-Max ® Sigma Aldrich
Phythdmagglutinin (Lectin) Sigma Aldrich
Cyclosporin A Sigma Aldrich
HAT-Zusatz, 10 x Gibco
Ouabain Sigma Aldrich
Hypo-osmolarer Fusionspuffer Eppendorf
LPS Sigma Aldrich
DPBS PAA

Lymphozyten-Separationsmedium (Ficoll) PAA
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3.10 Gerite

Zentrifugen:

Cytospin 4 Zentrifuge
High Speed 18 Zentrifuge
Kiihlzentrifuge 5415R
Rotanta R Zentrifuge
Universal 30 RF Zentrifuge
Varifuge 3.0R

XL-90 Ultrazentrifuge

Zellfusion:
Helix-Kammern
Multiporator

Fluoreszenzmikroskop:

Axioskop

Objektive: Plan-NEOFLUTAR 40x
Plan-NEOFLUTAR 20x
Plan-NEOFLUTAR 10x
HBO 50

MC 80

Lampe:
Kamera:

FACS, Durchflusszytometrie:
EPICS XL

Epics’ALTRA™

EXPO32 Software

Gelelektrophorese und Westernblot:
Mini-PROTEAN 3-Elektrophoreseeinheit
Blotapparatur fiir Semi-Dry Blotting
Sub-Cell GT DNA Elektrophoreseeinheit
GS800 Calibrated Densitometer

GelDoc 800

PCR und DNA-Sequenzierung
CEQ 800 Sequencer
Gene Amp PCR-System 9700

Sonstiges:
Brutschrinke

Hera Safe sterile Werkbank
MRX-TC Revelation ELISA-Reader
Gammacell 2000

Sonorex TK30 Ultraschallbad

KC10 Kugelkoagulometer

FPLC™ System

Thermo Electron
MSE

Eppendorf
Hettich

Hettich

Heraeus
Beckman

Eppendorf
Eppendorf

Zeiss

BeckmanCoulter
BeckmanCoulter
BeckmanCoulter

Biorad
cti

Biorad
Biorad
Biorad

BeckmanCoulter
Applied Biosystem

Binder

Heraeus

Dynex Technologies
Molsgaard Medical
Bandelin electronic
Heinrich Amelung GmbH
Pharmacia

Biowave S2100 Diode Array Spectrophotometer

Eppendorf Multiporator
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3.11 Sonstige Materialien

1,8 ml Einfrierrohrchen

Sterile serologische Pipetten
T25-, T75-, T175-Zellkulturflaschen
Zellkulturschalen
Zellkulturplatten

Zellschaber

CELLINE 350, 1000

Shandon Cytotriger

Filter Cytospin
Litium-Heparin-Monovetten
Zitrat-Monovetten

45 pm-Sterilfilter

Hyperfilm ECL

40 ml-Ultrazentrifugenrohrchen
Vivapure Protein A Siulen

Nunc

Costar

Greiner bio-one
Nunc

Nunc

Greiner bio-one
Integra Biosciences
Thermo Electron
Thermo Electron
Sarstedt

Sarstedt

Millipore
Amersham Biosciences
Beckman
Vivascience

Vivaspin 500-Konzentratoren (MWCO = 10 kDa)

MACS-Separator

Vivaspin 4-Konzentratoren
HiTrap Protein G HP Siulen
PD-10-Séulen
Centri-Sep-Saulen
Nitrocellulose-Membran

3.12 Protein- und DNA-Standards

Low Range
High Range
Broad Range
Roti-Mark

DNA V
DNA VIII

3.13 Patienten

Vivascience

Miltenyi

Vivscience

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Princeton Separations
Amersham Biosciences

Biorad
Biorad
Biorad
Carl Roth GmbH

Roche Diagnostics
Roche Diagnostics

Zur Herstellung humaner monoklonaler Antikorper sind als Ausgangsmaterial grundsitzlich

B-Lymphozyten aus Lymphorganen wie Lymphknoten, Tonsillen oder Milz am besten

geeignet. Aus Griinden der Verfiigbarkeit werden in den meisten Fillen, so auch in der

vorliegenden Arbeit, Lymphozyten des peripheren Blutes verwendet. Ein Ziel der Arbeit war,

monoklonale APL des IgG- oder IgM-Types herzustellen. Als geeignete Spender fiir B-

Lymphozyten wurden also Patienten mit der Diagnose eines primiren oder sekunddarem APS

bevorzugt, die in Routinetests einen erhohten IgG- oder IgM-Serumspiegel aufwiesen. Nach

diesen Kriterien wurden in Zusammenarbeit mit unterschiedlichen Kliniken der Johannes
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Gutenberg-Universitdt Mainz und der Medizinischen Klinik III, Himostaseologie, der Johann
Wolfgang Goethe Universitdt Frankfurt/Main Patienten ausgewihlt und deren Einverstdndnis
zur Blutentnahme zu Forschungszwecken eingeholt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden von mehreren Patienten periphere
Blutlymphozyten isoliert, transformiert und auf die Produktion von APL gepriift. Es konnten
aus isolierten Zellen von drei Patienten erfolgreich monoklonale, APL produzierende

Zelllinien generiert werden:

JG

Bei der Patientin JG handelt es sich um eine 49-jdhrige weibliche Patientin mit systemischem
Lupus erythematosus und einem sekundiren Antiphospholipidsyndrom. Die Erstdiagnose des
SLE erfolgte 10 Jahre zuvor, die des sekundidren APS 5 Monate zuvor als Ursache einer
zentral neurologischen Symptomatik mit Sehstorungen und Gangunsicherheit bei Nachweis
von umschriebenen ischdmischen Léasionen im Bereich des Occipitallappens durch
GefiBverschliisse. Weiterhin erlitt die Patientin unter Antikoagulation einen rechtshirnigen
Mediainfarkt mit linksseitiger Hemiparese und Neglect. Zur Zeit der Blutentnahme zu
Forschungszwecken befand sich die Patientin unter medikamentdser Antikoagulation.

In der Autoimmundiagnostik konnten erhohte anti-CL-IgM und -IgG-Titer nachgewiesen

werden (78 U/ml anti-CL-IgG, 86 U/ml anti-CL-IgM).

HL

Bei dem Patienten HL handelt es sich um einen 51-jdhrigen Mann, der sich im Alter von 49
Jahren mit einer Storung von Konzentration und Merkfédhigkeit einer neurologischen
Abteilung vorstellte. Er hatte sieben Jahre zuvor einen Schlaganfall mit voriibergehender
linksseitiger Hemiparese erlitten. Auf NMR-Aufnahmen waren multiple kleine Gefallisionen
zu sehen, die wiederholten zerebralen Embolien entsprachen. Eine Angiographie brachte
keinen Hinweis auf signifikante Stenosen. Es wurden keine weiteren Symptome beschrieben,
die auf thrombo-embolische Erkrankungen hinweisen wiirden. In der Autoimmundiagnostik
fielen erhohte anti-PS-IgG-Antikorper (99 U/ml) bei grenzwertigem anti-PS-IgM auf. Die
anti-CL-Titer waren grenzwertig und der Nachweis von B2-GPI-Antikorpern negativ.
Ebenfalls negativ war der Lupus-Antikoagulanstest. Aufgrund von Anamnese und

Laborwerten wurde ein primédres APS diagnostiziert. Der Patient wurde zur Zeit der

Blutentnahme zu Forschungszwecken antikoagulatorisch behandelt.
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HV

Es handelt sich um einen 58-jdhrigen, ménnlichen Patienten, der vor 26 Jahren an einem
Myokardinfarkt und in den letzten 3 Jahren wiederholt an tiefen Venenthrombosen und
Lungenembolien litt (fiinfmal in den Jahren 2000-2003). Der Patient weist negative Titer fiir
anti-CL- und anti-B2-GPI-IgM- und IgG-Antikorper auf, zeigt jedoch seit Jahren ein konstant

hochtitriges Lupus-Antikoagulans. Aufgrund von Anamnese und Laborwerten wurde ein

primédres APS diagnostiziert.
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4 Methoden

4.1 Gewinnung humaner monoklonaler Antikorper

4.1.1 Herstellung von humanen Hybridomzellen zur Gewinnung von monoklonalen

humanen Antikorpern

Zur Generierung von humanen Hybridomzelllinien wurde die so genannte EBV-Hybridom-
Technik eingesetzt, die die Transformation von B-Zellen mit dem Epstein-Barr-Virus mit der
Fusion mit einer Myelomzelllinie kombiniert. Hierzu wurden zunichst mononukleire Zellen
aus dem peripheren Blut (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) geeigneter Patienten
iber eine Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Da die darin enthaltenen B-Lymphozyten
in vitro nicht proliferieren, wurden sie mit EBV transformiert. Dieser Virus aus der Gruppe
der Herpes-Viren infiziert spezifisch B-Zellen iiber den Komplementrezeptor C3d (CD21)
und transformiert etwa 1% der infizierten Zellen (Frade et al.,, 1985). Durch diese
Transformation erhdlt man immortalisierte, stabil proliferierende und Antikorper
produzierende Zellen. Wachsende EBV-infizierte B-Zellen konnen unter dem Mikroskop als
typische Zellhaufen wahrgenommen werden.

Da eine groBBe Mehrheit erwachsener Spender schon im Rahmen einer Infektion mit EBV in
Berithrung gekommen ist, weisen diese Spender einen Immunstatus gegen EBV auf. Frisch
EBV-transformierte B-Zellen solcher Spender werden daher mit groBer Wahrscheinlichkeit
von EBV-spezifischen zytotoxischen T-Zellen, die in der initialen PBMC-Kultur vorhanden
sind, angegriffen. Somit kann eine effektive Immortalisierung dieser B-Zellen verhindert
werden. Um dieses Problem zu umgehen, wurden die Zellen unter Zusatz des
Immunsupressivums Cyclosporin A (CSA) kultiviert, das spezifisch fiir T-Zellen ist und
deren Proliferation hemmt (Anderson und Gusella, 1984). Zugabe des B-Zell-Mitogens
Phythdmagglutinin (PHA) forderte das Wachstum der transformierten B-Zellen.

Die Uberstinde der EBV-transformierten B-Zellen wurden wihrend der anschlieBenden
Expansion der Zellen mittels eines B2GPI- und phospholipidspezifischen ELISAs auf das
Vorhandensein von APL {iberpriift. Positive Zellpools wurden nach Erreichen einer
ausreichenden Zellzahl mit einer Heteromyelomzelllinie zu Hybridomen fusioniert. In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei Heteromyelomzelllinien zur Fusion verwendet, die selbst
durch Fusion einer murinen mit einer humanen Myelomlinie generiert wurden (Grunow et al.,

1988; Teng et al., 1983).
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Die Vorteile einer Kombination der EBV-Transformations- und Hybridomtechnik liegen in
der hoheren Stabilitdt und der gesteigerten Antikorperproduktion der Hybridome gegeniiber
den EBV-transformierten Zellen. Die EBV-Transformation ermdglicht die Expansion der B-

Zellen vor der Fusion (Kozbor et al., 1982).

Da sich nach einer erfolgreichen Fusion lediglich die entstandenen Hybridomzellen weiter
vermehren sollen, muss eine Selektion sowohl beziiglich der nicht fusionierten
Heteromyelomzellen als auch der immortalisierten B-Zellen durchgefiihrt werden. Um nicht
fusionierte Myelomzellen abzutdten, wurde die so genannte HAT-Selektion angewandt. Die
verwendeten =~ Myelomzellen ~ weisen  einen  genetischen  Defekt in  den
Reservestoffwechselwegen der Nukleinsduresynthese auf und konnen nur die
Hauptstoffwechselwege  nutzen. Bei der HAT-Selektion vergiftet man die
Hauptstoffwechselwege des Purin- und Pyrimidinstoffwechsels mit Aminopterin und bietet
der Zelle die fiir die Reservewege benotigten Vorstufen Hypoxanthin und Thymidin an. Da
Hybridomzellen aus Myelomzellen und B-Zellen mit intakten Reservestoffwechselwegen
entstanden sind, konnen sie diese Reservewege nutzen und die HAT-Selektion iiberleben.
Unfusionierte Myelomzellen sterben aufgrund ihrer defekten Reservestoffwechselwege
wihrend der HAT-Behandlung.

Zur Eliminierung nicht fusionierter EBV-transformierter B-Zellen, die wegen ihrer vollig
intakten Nukleinsduresynthese unempfindlich gegeniiber der HAT-Selektion sind, wird
Ouabain eingesetzt. Ouabain ist ein Digitalisglykosid, das zytotoxisch wirkt. Allerdings
konnen murine Zelllinien hohere Ouabain-Konzentration als humane Zellen tolerieren. Bei
Ouabain-Konzentrationen von 10™ bis 10” kénnen humane EBV-transfizierte Zelllinien nicht
iiberleben. Die Hybridome, die durch die Verwendung einer murin-humanen
Heteromyelomzelllinie einen murinen Anteil aufweisen, werden durch die eingesetzten

Ouabain-Konzentrationen nicht beschédigt.

Die Zellfusion wurde entweder mit Hilfe von Polyethylenglykol (PEG) oder als Elektrofusion
durchgefiihrt. Die resultierenden Hybridome wurden erneut auf Produktion spezifischer IgG-
oder IgM-Antikorper getestet. Antigenspezifische Zellpopulationen wurden so weit vereinzelt
und anschlieend expandiert, dass man Zelllinien erhielt, die von einem einzigen B-Zell-Klon

abstammen (Klonierung).
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4.1.1.1 Herstellung von EBV-haltigem Zellkulturiiberstand
Zur Herstellung eines EBV-haltigen Zellkulturiiberstandes wurde die Affen-Zelllinie B95-8

verwendet, die Viruspartikel in den Zellkulturiiberstand sezerniert.

Die B95-8-Zellen wurden fiir sieben Tage ohne Mediumwechsel kultiviert. Danach wurde
durch Zentrifugation (5 min, 500 g) der virushaltige Zellkulturiiberstand gewonnen. Dieser
wurde zunichst in 1,8 ml-Einfrierrhrchen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und danach

bei —80°C aufbewahrt.

4.1.1.2 Isolierung von mononukleiiren Zellen aus peripherem Blut und EBV-Infektion

Mononukleédre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus etwa 30 ml peripherem,
heparinisiertem Blut iiber eine Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation gewonnen. Hierzu
wurde das Blut 1:2 mit DPBS gemischt. In einem 50 ml-Zentrifugationsrohrchen wurden 15
ml Biocoll vorgelegt und mit maximal 30 ml Blut-DPBS-Gemisch langsam iiberschichtet.
Verwirbelungen mussten unbedingt vermieden werden. Der Gradient wurde 30 min ohne
Bremse bei 400 g zentrifugiert. Danach konnten die PBMC als direkt auf dem Biocoll
liegender Ring mit einer sterilen Pipette abgenommen werden. Die Zellen wurden zweimal
mit DPBS gewaschen und anschlieend in 40 ml RPMI 10% FCS resuspendiert und in je
zwel T75-Zellkulturflaschen liegend fiir sechs Stunden oder iiber Nacht inkubiert. Wihrend
dieses Inkubationsschrittes adhérieren die in dem PBMC-Gemisch vorliegenden Monozyten
an der Plastikwand der Zellkulturflasche. Der Uberstand mit den Suspensionszellen
(hauptsédchlich Lymphozyten, wenige NK-Zellen) wurde abgenommen und die Zellzahl auf 3
x 10° Zellen/ml eingestellt. Zu je 1 ml dieser Zellsuspension wurden 2 ml EBV-haltiger
Uberstand gegeben und fiir sechs Stunden oder iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C und 5 %
CO,-Sittigung inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen abzentrifugiert und in frischem
RPMI mit 2 pg/ml PHA als Wachstumsstimulans fiir Lymphozyten sowie 1 pg/ml CSA
resuspendiert. Die Zellen wurden in einer 96-Loch-Zellkulturplatte mit einer Dichte von 10°
Zellen/Vertiefung ausgesit. In jede Vertiefung wurde 200 ul Zellsuspension pipettiert.

Wochentlich wurde ein Mediumwechsel mit RPMI 10 % FCS mit CSA und PHA
durchgefiihrt. Nach etwa zwei bis drei Wochen wurden bei erfolgreicher EBV-Infektion
wachsende B-Zell-Klone in Form von Zellhaufen sichtbar. Die Uberstinde wurden im
Phospholipid-8S-ELISA nach Anleitung des Herstellers auf das Vorhandensein von APL
untersucht. Beim Phospholipid-8S-ELISA ist die Mikrotiterplatte mit einem Gemisch aus
B2GPI und 6 verschiedenen Lipiden (Cardiolipin, Phosphatidylserin, -inositol, -ethanolamin, -
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cholin und Sphingomyelin) beschichtet, d.h. Antikorper gegen jedes dieser Molekiile konnen
detektiert werden. Positive Zellkolonien wurden durch schrittweises Umsetzen in 24-, 12-, 6-
Loch-Zellkulturplatten und Zellkulturflaschen vermehrt, wobei die Produktion von APL
durch wiederholte Uberpriifung des Zelluklturiiberstandes mittels ELISA kontrolliert wurde.

Bei Erreichen einer ausreichenden Zellzahl wurden die Zellen einer Zellfusion mit PEG oder

einer Elektrofusion unterzogen.

4.1.1.3 Zellfusion

4.1.1.3.1 Zellfusion mit Polyethylenglykol (PEG) (Brahe und Serra, 1981)

Die EBV-transformierten B-Lymphozyten wurden mit den Heteromyelomzelllinien CB-F7
(Grunow et al., 1988) fusioniert. Dazu wurden B-Lymphozyten im Uberschuss im Verhiltnis
4:1 zu den Myelomzellen eingesetzt. Als Mindestzellzahl sollten 3 x 10’ B-Lymphozyten mit
1 x 10’ CB-F7 fusioniert werden.

Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen zweimal mit serumfreiem RPMI
gewaschen. Anschliefend wurden beide Zelllinien in serumfreiem RPMI resuspendiert und
gemischt. Die Zellen wurden bei 270 g abzentrifugiert, der Uberstand wurde abgesaugt.
Durch Klopfen des Zentrifugationsrohrchens gegen eine feste Oberfliche wurde das Pellet
aufgebrochen und gelockert. Pro 4 x 10’ Zellen wurde 1 ml auf 37°C vorgewirmtes PEG
innerhalb einer Minute tropfenweise den Zellen zugegeben und zwischendurch gemischt.
Innerhalb von 10 Minuten wurden 10 ml serumfreies RPMI pro 4 x 10’ Zellen hinzu
pipettiert und gut gemischt. Die Zellsuspension wurde mit serumhaltigem RPMI (10 % FCS)
versetzt, bis eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen/ml erreicht war. Die Zellsuspension wurde in
eine 96-Loch-Zellkulturplatte ausgesidt (200 pl/Vertiefung) und iiber Nacht im Brutschrank
inkubiert. Am folgenden Tag wurde die Hilfte des Zellkulturmediums durch zweifach
konzentriertes HAT-Medium, dem 2 X 10° M Ouabain zugesetzt wurde, ersetzt.
Anschlieend wurde im wochentlichen Rhythmus ein Mediumwechsel mit frischem,
einfachem HAT-Medium mit 1 x 10° M Ouabain durchgefiihrt. Bei einer erfolgreichen
Fusion waren nach zwei bis vier Wochen erste wachsende Zellklone sichtbar, deren
Uberstinde auf APL-Produktion iiberpriift wurden. Positive Zellpopulationen wurden
schrittweise in 24-, 12- und 6-Loch-Zellkulturplatten umgesetzt. In diesem Stadium wurde
das HAT-Medium durch RPMI 10% FCS ersetzt. Aus den 6-Loch-Platten erfolgte die als

,,Klonierung* bezeichnete Vereinzelung der positiven Zellen.
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4.1.1.3.2 Elektrofusion von B-Zellen mit Myelomzellen

Eine Alternative zur Zellfusion mit PEG stellt die Elektrofusion dar. Fiir die Zellfusion mit
PEG wird eine sehr hohe Lymphozytenanzahl benétigt (Mindestzellzahl: 3 x 107 Zellen). Um
diese Zellzahl zu erreichen, miissen positive EBV-infizierte B-Zellkolonien mehrere Wochen
wachsen. In dieser Zeit besteht die Gefahr, dass die Zellpopulationen ihre Antikorper-
Sekretion einstellen oder von nicht sezernierenden Zellen iiberwachsen werden.

Fiir die Elektrofusion werden nur 2,5 x 10° Zellen pro Fusionsansatz bendtigt. Dartiber hinaus
weist die Elektrofusion gegeniiber der PEG-Fusion eine wesentlich hohere Effizienz auf.
Wihrend der Elektrofusion werden die Zellen zunichst durch Anlegen eines Wechselstromes
perlenschnurartig aneinander gereiht. Die eigentliche Fusion erfolgt durch einen
Gleichstrompuls mit hoher Intensitit. Durch Verwendung eines hypoosmolaren
Fusionsmediums kommt es zu einem Anschwellen der Zellen, wodurch die Permeabilitit der
Zellmembranen erhoht wird und die Effizienz der Fusion weiter gesteigert wird (Perkins und

Foung, 1995).

Vor der Fusion wurden die verwendeten B-Zellen wie bereits beschrieben aus peripherem
Blut isoliert und mit EBV transformiert. Der Fusionspartner (CB-F7 oder SHM-D3) sollte
sich in der exponentiellen Wachstumsphase befinden und wurde 24 Stunden vor der geplanten
Fusion subkultiviert. Beide Fusionspartner wurden geerntet (Zentrifugation fiir 5 min bei 160
g und Raumtemperatur) und in DPBS resuspendiert. Pro Fusionsansatz wurden je 2,5 x 10°
B-Lymphozyten und Myelomzellen gemischt und abzentrifugiert (5 min, 160 g,
Raumtemperatur). Der Zellniederschlag wurde zweimal in 5 ml hypoosmolarem
Elektrofusionspuffer gewaschen und 7 min bei 70 g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Hierbei wurde eine Gesamtinkubationszeit im Elektrofusionspuffer von 30 min nicht
iiberschritten, da bei ldngerer Inkubation eine erfolgreiche Fusion nicht garantiert werden
kann.

In der Zwischenzeit wurden 24-Loch-Klonierungsplatten vorbereitet: In jede Vertiefung
wurde 1 ml Postfusionsmedium (RPMI 1640 ohne Phenylrot) pipettiert und die Platten bei
37°C vorinkubiert.

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 200 pl Elektrofusionspuffer

aufgenommen und in die Fusionskammer gefiillt.

54



METHODEN

Die Fusion erfolgte direkt im Anschluss mit dem Eppendorf-Multiporator:

Aneinanderreihung der Zellen: Spannung 5V
Dauer 30s

Pulse (eigentliche Fusion) Spannung 30V
Dauer 30 us
Anzahl 3

Post-Fusion Spannung 5V
Dauer 30s

Nach der Fusion wurden die Zellen fiir 10 min in der Fusionskammer weiter inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen entnommen, indem die Elektrode zwei- bis dreimal mit 1 ml
Postfusionsmedium gespiilt wurde. Die fusionierten Zellen aus einer Fusionskammer wurden
auf vier Kammern einer Klonierungsplatte verteilt. Nach 24-stiindiger Inkubation bei 37°C
und 5% CO, wurde 1 ml HAT / Ouabain-Selektionsmedium (Postfusionsmedium, 20 pM
HAT, 10 uM Ouabain) zugegeben. Die Zellen wurden ohne Mediumwechsel inkubiert, bis
nach zwei bis vier Wochen erste Zellhaufen (Klone) sichtbar wurden, die mit einer gelben

Pipettenspitze in 96-Loch-Zellkulturplatten iiberfiihrt und weiter expandiert wurden.

Nach Gebrauch wurden die Fusionskammern gereinigt: Hiillen und Kerne der Kammern
wurden griindlich mit Aqua bidest gespiilt. Bei starker Verschmutzung wurden die Kammern
kurz im Ultraschallbad gereinigt. Beide Teile der Kammern wurden mit 70% Ethanol

desinfiziert und in der sterilen Werkbank getrocknet.

4.1.1.4 Klonierung von Hybridomzellen (Limiting-Dilution-Klonierung)

Wihrend fusionierte Hybridomzellen nach der Elektrofusion durch die Verwendung der
Klonierungsplatten schon als annidhernd monoklonale Zelllinien heranwachsen, miissen durch
PEG-Fusion generierte Hybridome nach ihrer Expansion wieder vereinzelt werden und
anschliefend zu monoklonalen Zelllinien herangezogen werden.

Mit Hilfe der Limiting-Dilution-Methode wird versucht, aus Zellgemischen diejenigen Zellen
zu isolieren, die den gewiinschten Antikorper produzieren. Dies ist notwendig, da nicht
auszuschlieBen ist, dass in der Priméirkultur als einzelne Klone erscheinende Zellkolonien
nicht doch aus verschiedenen Klonen bestehen. Zu diesem Zweck werden die den

gewiinschten Antikérper produzierenden Zellkolonien der Primirkultur auf frische
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Zellkulturplatten ausgesidt. Kommt dabei nur eine Antikdrper produzierende Zelle pro Napf zu
liegen, die zu einer Population heranwichst, so ist die Monoklonalitdt der produzierten
Antikorper sicher. Da einzeln ausgesite Zellen nach dem Umsetzen hdufig Wachstum und
Proliferation einstellen (McCullough et al., 1983), ist die Anzahl der angehenden Klone sehr
viel geringer als die der ausgesiten Zellen. Eine Aussaatzelldichte zwischen statistisch 10
Zellen pro Vertiefung (hohe Wahrscheinlichkeit fiir das Anwachsen einzelner Klone) und 0,3
Zellen pro Vertiefung (hohe Wahrscheinlichkeit fiir Monoklonalitét) hat sich bewéhrt.

Das Wachstum der Zellen kann durch die Verwendung so genannter Feederzellen verbessert
werden. Als Feederzellen dienen meist Makrophagen. Sie erfiillen zwei wesentliche
Aufgaben: Sie stellen 10sliche Stoffwechselprodukte zur Verfiigung, die die
Kulturbedingungen der Hybridome verbessern oder sogar als Wachstumsfaktoren fungieren.
AuBerdem konnen Makrophagen durch Phagozytose tote Zellen entfernen, die bei der

Selektion reichlich entstehen.

Nach erfolgreicher Expansion positiver Hybridom-Kulturen nach der PEG-Fusion wurden
diese in 96-Loch-Platten kloniert. Als Feederzellen wurde die Maus-Makrophagen-Zelllinie
p388 verwendet. Da es sich um eine Zelllinie, also immortalisierte Zellen, handelt, miissen
die p388-Zellen vor ihrer Verwendung als Feederzellen durch Bestrahlung in ihrer weiteren
Vermehrung verhindert werden. Sie produzieren auf diese Weise noch eine zeitlang 16sliche
Wachstumsfaktoren, vermehren sich jedoch nicht weiter.

Hierzu wurden T75-Zellkulturflaschen mit 80% konfluenten p388-Zellrasen verwendet. Die
Zellen wurden einmal mit DPBS gewaschen und in sterile Zentrifugenrohrchen (15 ml oder
50 ml) tiberfiihrt. Die Bestrahlung der Zellsuspension erfolgte an einer Cdsium 137-Quelle
(Gammacell 2000) mit einer Dosis von 100 Gray (10.000 rad). AnschlieBend wurden die
Zellen mit einer Dichte von 2 x 10°/ml in eine 96-Loch-Zellkulturplatte ausgesit, wobei pro
Vertiefung 100 ul Zellsuspension ausplattiert wurden. Die so bestiickten Zellkulturplatten
wurden fiir zwei bis sechs Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert, damit die p388-Zellen
adhédrieren konnten. Die zu klonierenden Hybridomzellen wurden suspendiert und gezdhlt.
Die Zellsuspension wurde verdiinnt und je 100 ul pro Vertiefung auf die mit Feederzellen
beschichteten 96-Loch-Platten ausgesit. Dabei wurde die Zellkonzentration so eingestellt,
dass pro Vertiefung der Zellkulturplatte statistisch 100 Zellen pipettiert wurden. Sobald
wachsende Klone sichtbar wurden, wurden die Zellkulturiiberstinde mittels ELISA auf ihren
APL-Gehalt untersucht. Positive Zellkolonien wurden mit geringer werdenden

Zellkonzentrationen wiederholt der Klonierungsprozedur unterzogen (10 Zellen/Vertiefung, 1
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Zelle/Vertiefung, 0,3 Zellen/Vertiefung). Nach dem letzten Klonierungsschritt (0,3
Zellen/Vertiefung) galten die Zellen als anndhernd monoklonal und wurden expandiert.
Anndhernd monoklonale Zelllinien aus Elektrofusion und PEG-Fusion wurden dreimal

rekloniert, um die Monoklonalitét zu sichern.

4.1.2 Phospholipid-8S-ELISA zur Detektion von APL im Zellkulturiiberstand von B-
Zellen und Hybridomen

Zur Bestimmung von APL des IgM- oder IgG-Types im Zellkulturiiberstand von B-Zellen
oder Hybridomen wurde der Aeskulisa Phospholipid-8S-G/M der Firma Aesku.Diagnostics,
Wendelsheim, verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Festphasen-Enzymimmunoassay
zu qualitativen Bestimmung von IgG- und IgM-Antikorpern gegen Phospholipide. Jede
Kavitit der verwendeten Mikrotiterplatte ist mit einem Gemisch aus hochreinem humanen
B2GPI, Cardiolipin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol,
Phosphatidylserin und Sphingomyelin beschichtet. Antikorper gegen diese Komponenten
oder Komplexe aus B2GPI und einem Phospholipid werden mit einem Detektionsantikdrper
gegen humanes IgG oder alternativ IgM detektiert.

In Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde unverdiinnter Zellkulturiiberstand

eingesetzt. Die Durchfiihrung des Tests erfolgte nach Anleitung des Herstellers.

4.1.3 1IgG-ELISA zur Bestimmung der IgG-Konzentration im Zellkulturiiberstand von
B-Zellen und Hybridomen

Die Bestimmung von IgG-Konzentrationen im Zellkulturiiberstand von B-Zellen und
Hybridomen erfolgte im IgG-ELISA.

Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) mit 180 ng/ml Ziege Anti-Human IgG
(Fcy) in PBS beschichtet, wobei pro Kavitdt 100 ul Antikorperverdiinnung eingesetzt wurden.
Die Beschichtung erfolgte fiir eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C.
AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte mit 200 ul/Kavitit PBS 1% Tween 20 blockiert
(eine Stunde bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C), um unspezifische Bindungen der
Probe oder des Detektionsantikorpers an die Platte zu reduzieren. Die Vertiefungen wurden
einmal mit 300 pl/Vertiefung PBS 0,1 % Tween 20 gewaschen, bevor die zu untersuchenden
Proben aufgetragen wurden. Zellkulturiiberstinde wurden in unterschiedlichen Verdiinnungen
(1:50 bis 1:10.000 in PBS 0,1% Tween 20) aufgetragen (100 ul/Vertiefung) und eine Stunde

bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Standard wurde reines humanes
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IgG (IgG Reagent Grade) verwendet. In PBS 0,1 % Tween 20 wurde eine Verdiinnungsreihe
hergestellt (100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12,5 ng/ml, 6,25 ng/ml, 3,125 ng/ml). Die
Standardreihe wurde analog zu den zu untersuchenden Proben behandelt. Nach
entsprechender Inkubationszeit wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatte dreimal mit 300
ul/Vertiefung PBS 0,1 % Tween 20 gewaschen. Als Detektionsantikorper diente ein
Peroxidase-markierter F(ab)-spezifischer Anti-Human IgG-Antikorper, der 1:10.000 in PBS
0,1 % Tween 20 verdiinnt wurde. 100 pl/Vertiefung wurden fiir eine Stunde inkubiert. Es
folgten drei Waschritte. Als Substrat wurden 100 ul/Vertiefung OPD-Losung eingesetzt. Die
Farbreaktion erfolgte bei Raumtemperatur 15 min im Dunkeln und wurde durch Zugabe von
100 pl/Kavitdat 1 M HCI gestoppt. Die Auswertung erfolgte photometrisch am ELISA-Reader
bei 490 nm.

4.14 IgM-ELISA zur Bestimmung der IgM-Konzentration im Zellkulturiiberstand

von B-Zellen und Hybridomen

Der IgM-ELISA erfolgte analog zum IgG-ELISA. Als Fangantikorper wurde ein Fcs,-
spezifischer Anti-Human IgM-Antikorper in einer Konzentration von 18 ng/ml verwendet.
Als Standard wurde reines humanes IgM (IgM Reagent Grade) verwendet. Die Detektion
gebundener IgM-Antikorper erfolgte mit einem Peroxidase-markierten Fcs,-spezifischen

Anti-Human IgM-Antikorper in einer Konzentration von 80 ng/ml.

4.1.5 Kultivierung von stabilen Zelllinien

4.1.5.1 Kultivierung der Maus-Monozyten/Makrophagenzelllinie p388D1(IL-1)

Die Maus-Monozyten/Makrophagen-Zelllinie p388D1(IL-1), in der vorliegenden Arbeit als
p388 bezeichnet, wurde bei 37°C, einer CO,-Sittigung von 5 % und 95 % Luftfeuchtigkeit in
T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Als Nihrstoffmedium diente RPMI 1640 mit 10 % FCS,
2mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Je nach Konfluenz der
Zellen wurden sie alle drei bis sechs Tage 1:3 bis 1:6 umgesetzt. Dazu wurde das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Es folgte eine
Behandlung mit 2 ml Trypsin-EDTA fiir 90 s bei 37°C. Die trypsinierten Zellen wurden in

Medium aufgenommen und in entsprechender Verdiinnung auf neue Kulturschalen verteilt.

58



METHODEN

4.1.5.2 Kaultivierung von CB-F7-Zellen

CB-F7-Zellen wurden in RPMI 1640 mit 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin
und 100 pg/ml Streptomycin bei 37°C, einer CO,-Sdttigung von 5 % und 95 %
Luftfeuchtigkeit in T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Es handelt sich um eine semi-adhirent
wachsende human-murine Heteromyelomzelllinie. Die Zellen wurden alle sieben Tage
passagiert, indem zunichst der Uberstand inklusive der Suspensionszellen abgenommen
wurden. Adhédrente Zellen wurden mit DPBS und starkes Klopfen an den Flaschenboden
abgelost und mit den Suspensionszellen vereinigt. Die Zellen wurden 1:5 bis 1:10 verdiinnt

und in frischen Zellkulturflaschen weiterkultiviert.

4.1.5.3 Kaultivierung von SHM-D33-Zellen

SHM-D33-Zellen wurden bei 37°C, einer CO,-Séttigung von 5 % und 95 % Luftfeuchtigkeit
in T75-Zellkulturflaschen kultiviert. Als Nédhrstoffmedium diente RPMI 1640 mit 10 % FCS,
2mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin. Die Zellen wurden alle

sieben Tage subkultiviert, um eine Zellzahl von 4 x 10°/ml bis 1 x 10%ml beizubehalten.

4.1.5.4 Kaultivierung von Hybridomzellen

Seit der Entwicklung der Hybridom-Technik durch Kohler und Milstein (Kohler und Milstein,
1975) wurde viel Arbeit darauf verwand, Methoden und Technologien zur Produktion von
Antikorpern hinsichtlich der produzierten Antikorpermenge und der Reinheit der Antikorper
zu verbessern. Konventionelle Zellkultur von Hybridomzellen (,,Jow density culture*) erlaubt
die Produktion von monoklonalen Antikorpern. Allerdings ist die Konzentration der
Antikorper im Zellkulturiiberstand sehr gering. Ein weiterer Nachteil liegt in der starken
Kontamination der Antikorper mit bovinen Serumproteinen, besonders bovinem IgG, das
oftmals den Kulturmedien in Form von FCS zugesetzt werden muss. Letzteres kann die
Isolierung von humanem IgG aus Zellkulturiiberstinden verkomplizieren. Reste von bovinem
IgG konnen durch Kreuzreaktivititen die Brauchbarkeit und Funktion der gereinigten
Antikorper in verschiedenen in vitro-Untersuchungen storen und beeinflussen.

Fiir die Gewinnung von moglichst hohen Konzentrationen an reinem Antikorper ist es daher
giinstig, eine Kultivierungsmethode zu finden, die sowohl die Verwendung von serumfreiem
Medium erlaubt, als auch eine hohe Antikorper-Produktion in geringem Volumen (,high

density culture®).
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Nach erfolgreicher Fusion und nach Klonierung der erhaltenen Hybridome wurden diese in
der vorliegenden Arbeit zundchst in FCS-haltigem RPMI-Medium expandiert und
konventionell (,,Jlow density”) kultiviert. Es wurde versucht, die Hybridome zunichst an
serumfreie Kulturbedingungen und anschlieBend an ein ,high density culture*“-System zu
gewohnen. Verschiedene Firmen bieten Medien und Mediumzusitze zur serumfreien Kultur
von Hybridomen an. Die Reaktion verschiedener Hybridom-Zelllinien auf diese Medien ist
sehr unterschiedlich. Es ist also unabdingbar, das Medium individuell fiir die vorhandene
Zelllinie auszuwihlen und bei der Umstellung von serumhaltiger auf serumfreie Kultur
verschiedene Methoden auszutesten.

Als ,,high density“-Kultursystem wurde das CELLine-System (Integra Biosciences) gewdhlt
(Trebak et al., 1999). Es handelt sich um ein Membran-basiertes Zweikammer-System, in
dem ein kleineres Zellkompartiment von einem dariiberliegenden  groflerem
Nihrstoffkompartiment durch eine Membran mit einer Ausschlussgroe von 10 kDa getrennt
ist (Abbildung 4-1). Die CELLine-Kulturflasche ermdglicht sehr hohe Zellkonzentrationen im
Zellkompartiment (10’/ml bis 10%/ml).
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Abbildung 4-1: Kultivierung von Hybridomen im CELLine-System (Abbildung entnommen aus
www.integra-biosciences.com)
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Ob eine Umstellung der Kulturbedingungen auf serumfreies Medium und das CELLine-
System moglich ist, musste fiir jede etablierte humane Hybridomzelllinie im Einzelnen

getestet werden.

4.1.5.4.1 Umstellung auf serumfreies Medium

Es gibt zwei Moglichkeiten, Zellen an serumfreies Medium anzupassen: Bei der direkten
Anpassung werden Zellen direkt von serumhaltigem Medium in serumfreies Medium
tiberfiihrt. Bei der sequenziellen Anpassung oder Entwohnung werden die Zellen schrittweise
aus serumhaltigem Medium in serumfreies Medium iberfiihrt. Letztere ist meist sanfter zu
den Zellen, jedoch muss fiir jede Zelllinie eigens die geeignete Methode gefunden werden.
Die einzelnen  Zelllinien reagieren sehr unterschiedlich auf  verschiedene
Kultivierungsmethoden. Verschiedene serumfreie Medien und serumfreie Supplemente

wurden auf ihre Verwendbarkeit in der Kultivierung der Hybridomzelllinien getestet.

Hybridoma Express Medium (PAA): Bei dem Hybridoma Express Medium von PAA

handelt es sich um chemisch definiertes Komplett-Medium, das keine Komponenten
humanen oder tierischen Ursprungs enthélt. Es ist fiir die Kultur von murinen und

humanen Hybridomzellen geeignet.

UltraDOMA™ (Cambrex): UltraDOMA™ ist eine serumfreie Formulierung fiir die

Kultivierung humaner, muriner und chimérer Hybridome. Auf der Basis von RPMI
1640 ist das Medium mit bovinem Insulin, bovinem Transferrin und bovinem Albumin

supplementiert.

Hybridoma-Medium, serumfrei, low protein (Sigma): Das Hybridoma-Medium von

Sigma ist eine definierte Formulierung, die anorganische Salze, Natriumbicarbonat,
essentielle und nicht essentielle Aminosduren, Vitamine, rekombinantes humanes

Insulin und Transferrin, BSA und Spurenelemente enthilt.

Sea Growth (Gerbu): Bei Sea Growth von Gerbu handelt es sich um ein Fischserum,

das anstelle von FCS als Mediumzusatz fiir Hybridome verwendet werden kann und

frei von Siduger-Immunglobulinen ist.
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In einem Vorversuch wurden die Zelllinien in jeweils 8 Ansitze unterteilt und mit

unterschiedlichen Medien kultiviert:

1) RPMI 10% FCS (Ausgangsmedium) Kontrolle

2) RPMI 5% Sea Growth )

3) Hybridoma Express Medium . direkte Anpassung
4) Hybridoma-Medium (Sigma)

5) UltraDOMA™ /

6) 1 Teil RPMI 10 % FCS + 1 Teil Hybridoma Express Medium
7) 1 Teil RPMI 10 % FCS + 1 Teil Hybridoma-Medium (Sigma) >sequentielle Anpassung
8) 1 Teil RPMI 10 % FCS + 1 Teil UltraDOMA™ J

Die Kultivierung erfolgte in T75-Flaschen. Die Zellen wurden iiber 2 Wochen hinweg
beobachtet und viermal in diesem Zeitraum auf ihr Aussehen, ihre Vitalitit, ihr Wachstum

und die Produktion spezifischer Antikorper untersucht.

In einem weiteren Medienversuch wurde die direkte Umstellung auf Hybridoma Express iiber
sechs Wochen untersucht. Die Zellen wurden alle drei Tage in frisches Medium umgesetzt
und auf Aussehen, Vitalitit, Wachstum und die Produktion spezifischer Antikorper

untersucht.

4.1.54.2 ,,High Density“-Kultivierung von Hybridomen im CELLine-System

Im membranbasierten Zweikammer-Kultursystem CELLine liegt ein kleineres
Zellkompartiment von einem dariiberliegenden groeren Nihrstoffkompartiment durch eine
semipermeable 10 kDa-Membran getrennt vor. Nihrstoffe und kleine Molekiile konnen diese
Membran passieren. So ist eine Versorgung der Zellen im Zellkompartiment durch Nihrstoffe
im Medium im Nihrstoffkompartiment gewdhrleistet. GroBere Molekiille mit einem
Molekulargewicht > 10 kDa werden im Zellkompartiment zuriickgehalten und dadurch
konzentriert, so auch von den Hybridomzellen produzierte Antikorper. Durch diese
Konzentrierung der Antikorper schon wihrend der Produktion werden aufwendige
Konzentrierungsprozeduren vor der Reinigung der Antikorper iberfliissig. Gerade bei
humanen Hybridomzelllinien, die unter Umstinden nur eine sehr niedrige Antikorper-

Produktion aufweisen, fiihrt das Zweikammersystem zu einer Arbeitserleichterung.
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Neben dem Nihrstoff- und dem Zellkompartiment verfiigt die CELLine iiber einen
Sauerstoffversorgungsraum, der durch eine gasdurchldssige Membran vom Zellkompartiment
getrennt ist. Diese Anordnung erlaubt einen optimierten Gasaustausch durch sehr kurze
Diffusionswege.

Fir die Kultivierung der Hybridomzellen wurden jeweils die CELLine 350 (5 ml
Zellkompartiment, 350 ml Nahrstoffkompartiment) und die CELLine 1000 (15 ml

Zellkompartiment, 1000 ml Néhrstoffkompartiment) verwendet.

Tabelle 4-1: Kultivierung von Hybridomen in der CELLine 350 und CELLine 1000.

| CELLine 350 | CELLine 1000

Vorbereitung

Vorwiérmen des 350 ml 1000 ml
Niéhrmediums (Hybridoma
Express oder RPMI 10%
FCS) auf 37°C

Inokulation
Zur Inokulation sollten sich die Zellen in der log-Wachstumsphase mit maximaler Vitalitét
befinden.

Anfeuchtung der Membran 10 ml 25 ml
durch Zugabe von
Nihrmedium in das
Nihrstoffkompartiment

Inokulation des 8 x 10° Zellen in 5 ml 25 x 10° Zellen in 15 ml
Zellanzuchtraumes mit Medium Medium

Zellsuspension bei geldster
Verschlusskappe des
Nihrstoffversorgungsraumes

Zugabe des 340 ml 975 ml
Nihrstoffmediums in das
Néhrstoffkompartiment und
Verschlielen aller
Verschliisse

Ernte des Zellkulturiiberstandes

Entfernen des Nihrmediums aus dem Nihrstoffkompartiment

Resuspension und Entfernen der Zellsuspension aus dem Kultivierungsraum bei geloster
Verschlusskappe des Nihrstoffkompartimentes

Zugabe von frischem 2,5 ml Zellsuspension + 7,5 ml Zellsuspension +
Medium zu einem Teil der 2,5 ml Medium 7,5 ml Medium
geernteten Zellsuspension

Der restliche Ernteanteil dient der Gewinnung monoklonaler Antikdrper aus dem Uberstand.

Zugabe von 350 ml 1000 ml
Néhrstoffmedium und
Verschlie3en aller
Verschlusskappen
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4.1.5.5 Allgemeine Zellkulturtechniken

4.1.5.5.1 Zellzahlbestimmung und Vitalititsbestimmung von Zellen

Die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-
Zihlkammer. Tote Zellen wurden hierbei von lebenden Zellen mittels Trypanblau-Firbung
diskriminiert. Hierzu wurde die Zellsuspension 1:2 mit 4%-iger Trypanblau-Losung versetzt.
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Das Trypanblau
dringt durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das Zytosol und féarbt diese Zellen
tiefblau. Lebende Zellen erscheinen unter dem Mikroskop leuchtend hell. Bei zu langer
Einwirkzeit des Trypanblau ist ein Anstieg der Anzahl toter Zellen zu beobachten, da dieser
Farbstoff zytotoxisch wirkt. Trypanblau-gefiarbte Zellen miissen also unmittelbar ausgezihlt

werden.

4.1.5.5.2 Einfrieren von Zellen

Die Aufbewahrung von Zellen iiber einen lingeren Zeitraum hinweg erfolgte in fliissigem
Stickstoff bei —196 °C. Die einzufrierenden Zellen wurden bei 270 g und Raumtemperatur
abzentrifugiert und in kaltem Einfriermedium (90 % FCS, 10 % DMSO) in einer
Konzentration von 1-2 x 10° resuspendiert. Die Verwendung des DMSO verhindert fiir die
Zellen schidliche Kristallbildungen wihrend des Einfriervorganges. Da DMSO im
ungefrorenen Zustand toxisch fiir Zellen ist, miissen alle Arbeitsschritte wihrend des
Einfrierens sehr schnell durchgefiihrt werden. Je 1,8 ml Zellsuspension wurden in ein
Einfrierrohrchen gefiillt und dieses sofort in eine Einfrierbox gestellt. Die Einfrierbox wurde
mit auf —20°C vorgekiihltem Isopropanol gekiihlt. Nach Einstellen der KryorShrchen wurde
die Einfrierbox iiber Nacht bei —70°C aufbewahrt. Durch das Verwenden einer Isopropanol-
gefiillten Einfrierbox wird ein gleichméfBiges Herunterkiihlen der Zellen gewihrleistet. Die

Kryorohrchen wurden anschlieBend in fliissigem Stickstoff deponiert.

4.1.5.5.3 Auftauen von Zellen

Auch beim Auftauen von Zellen muss schnell gearbeitet werden, da sich die Zellen in
DMSO-haltigem Einfriermedium befinden. Die Kryor6hrchen wurden dem fliissigen
Stickstoff entnommen und im Wasserbad bei 37°C so weit aufgetaut, dass nur noch ein
kleiner Eisrest im Rohrchen verblieb. Die Zellen mit dem DMSO-haltigen Medium wurden

aus dem Einfrierrohrchen schnell in ein bereitstehendes 50 ml-Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt.
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Langsam wurden etwa 10 — 20 ml Kulturmedium (RPMI 10 % FCS oder Hybridoma Express
Medium) mit einer serologischen Pipette eingestromt. Die Zellen wurden bei 270 g 5 min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in Kulturmedium

resuspendiert und in T25- oder T75-Zellkulturflaschen bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.

4.1.5.5.4 Untersuchung der verschiedenen Zelllinien auf Kontamination mit

Mykoplasmen

Mykoplasmen-kontaminierte Zellen sind morphologisch unauffillig. Dennoch verursachen
Mykoplasmen eine Fiille von Effekten, die zu Artefakten und Fehlinterpretationen von
zelluldren Effekten fithren konnen.

Eine héufig angewandte Methode zum Nachweis von Mykoplasmen ist die DAPI-Firbung
(4°,6-Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid), bei der DNA durch den Fluoreszenzfarbstoff
DAPI spezifisch angefdarbt wird. Der Test ist schnell und einfach durchzufiihren.
mykoplasmenfreie Kulturen zeigen bei dieser Methode nur eine nukledre, kontaminierte
Kulturen zusitzlich noch extranukleédre Fluoreszenz. Mitochondriale DNA wird durch DAPI
nicht angefédrbt. Bei Suspensionszellen ist neben dem Kern oft nur wenig Zytoplasma zu
finden, wodurch eine Bewertung der DAPI-Methode schwierig wird, da nicht mehr eindeutig
zwischen nukleidrer und extranukledrer Fluoreszenz unterschieden werden kann.

Neben der DAPI-Methode fiir die adhidrent wachsenden p388-Zellen wurde in der
vorliegenden Arbeit eine alternative Methode zum Mykoplasmennachweis verwendet: der

spezifische Nachweis von Mykoplasmen mittels Antikdrper gegen Mykoplasmen-Antigene.

DAPI-Firbung zum Nachweis von Mykoplasmen
Adhidrente Zellen wurden auf Deckglidsern geziichtet. Das Kulturmedium wurde von den

Deckglidsern abgegossen, die Zellen wurden einmal mit DPBS gewaschen. 0,2 ml einer
DAPI-Stammlosung (5 pg/ml in Aqua bidest) wurde 1:50 in Methanol verdiinnt (= 0,1
pg/ml). Die Zellen wurden mit DAPI-Methanol tiberschichtet und 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Firbelosung wurde verworfen und die Zellen dreimal mit DPBS gewaschen. Die
Deckgliser wurden mit Glycerin umgekehrt auf Objekttriger gebracht. Die Auswertung
erfolgte im Fluoreszenzmikroskop mit einem 340/380 nm Anregungsfilter und einem LP 430

nm Sperrfilter.
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Nachweis von Mpykoplasmen mittels fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen
Mykoplasmen-Antigene

Verwendet wurde der RIDASCREEN® Mycoplasma IFA Test von R-Biopharm. Dieser Test
dient zum Nachweis von Kontaminationen aller relevanten Spezies von Mykoplasmen in
Zellkulturen. Der RIDASCREEN® Mycoplasma IFA Test enthdlt einen monoklonalen
Antikorper, der mit einer Reihe von Mykoplasmen-Spezies reagiert, darunter Acholeplasma
laidlawi, Mycoplasma hyorhinis, M. arginini, M. orale, M. fermentans und M. salivarum. Bei
dem Test handelt es sich um eine Immunfluoreszenzanalyse. Die Durchfithrung erfolgte nach

Anweisung des Herstellers.

Alle Zelllinien wurden periodisch in mehrmonatigem Abstand auf Mykoplasmen-

Kontaminationen hin iiberpriift.

4.1.6 Reinigung von humanen monoklonalen Antikorpern aus Zellkulturiiberstand
4.1.6.1 IgG

4.1.6.1.1 Teilreinigung von Antikorpern durch Ammoniumsulfatfillung

Die Fillung (Prézipitation) von Proteinen ist eine der ersten Techniken, die zur Reinigung von
Proteinen eingesetzt wurde. Die Fillung beruht auf der Interaktion von prézipitierenden
Agenzien mit den in der Losung befindlichen Proteinen. Sie kann unspezifisch sein und alle
Proteine aus einer Losung ausfillen, oder aber so durchgefiihrt werden, dass eine
Fraktionierung, also Teilreinigung, der Proteine moglich ist.

Zur Prizipitation von Proteinen wird neben kalten, kurzkettigen Alkoholen haufig
Ammoniumsulfat verwendet, da es auch in einer Konzentration > 0,5 M die biologische
Aktivitdt von Proteinen schiitzt. Dariiber hinaus ist es einfach durch Dialyse oder Gelfiltration
aus den erhaltenen Fraktionen wieder zu entfernen. Die Loslichkeit von Ammoniumsulfat
nimmt mit sinkender Temperatur ab, was bei Ammoniumsulfatfillungen unbedingt zu

beachten ist.

Der iibliche Bereich, um IgG mittels Ammoniumsulfatfallung zu prézipitieren, liegt bei einer
50 %-igen Ammoniumsulfatséttigung.
IgG-haltiger Zellkulturiiberstand wurde iiber einen Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde

anschlieend auf Eis gekiihlt und wihrend des kompletten Prézipitationsvorganges bei 0°C
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auf Eis gehalten. Ammoniumsulfat wurde fein zerrieben und unter Riithren bis zu einer
Sattigung von 50 % zum Filtrat gegeben. Die Zugabe von Ammoniumsulfat erfolgte sehr
langsam, um lokale Ubersittigungen zu vermeiden. Die Losung wurde weitere 10 min auf Eis
geriihrt. Die prizipitierten Proteine wurden abzentrifugiert (10000 g, 15 min, 4°C) und in
Aqua bidest gelost. Ausgangsproben, Priizipitate und Uberstinde aus der Fillung wurden im
IgG-ELISA hinsichtlich ihres IgG-Gehaltes untersucht, um die Effizienz der Fillung zu
tiberpriiffen. IgG-haltige Prizipitatfraktionen wurden fiir weitere Aufreinigungsschritte

verwendet.

4.1.6.1.2 Aufreinigung von humanem IgG mittels Affinititschromatographie

Die Aufreinigung von IgG erfolgte mittels Affinitdtschromatographie iiber fertig gepackte
HiTrap™ Protein G HP-Siulen. Bei dieser Art der Affinititschromatographie macht man sich
die spezifische Bindung des Protein G aus der Zellwand von Streptokokken an den Fc-Teil
von IgG und die pH-Abhingigkeit dieser Interaktion zunutze.

Vor der Aufreinigung wurden Proben aus der Ammoniumsulfatfdllung iiber Vivaspin 4-
Konzentrator-Zentrifugaleinheiten auf den Bindungspuffer (20 mM Natriumphosphat pH 7,0)
umgepuffert. Verwendet wurden Zentrifugaleinheiten, deren Membran iiber eine
Ausschlussgrenze (Molecular Weight Cut Off = MWCO) von 50 kDa verfiigt. Proben aus der
Ammoniumsulfatfallung wurden in die Konzentratorrohrchen gegeben und bei 5000 g und
Raumtemperatur so lange zentrifugiert, bis das Probenvolumen auf mindestens 500 pl
reduziert war. Der Filtrat-Container wurde geleert und der Konzentrator mit Bindungspuffer
aufgefiillt. Es wurde eine erneute Konzentrierung vorgenommen. Der beschriebene Vorgang
wurde dreimal wiederholt, bis der urspriingliche kontaminierende Salzgehalt ausreichend
reduziert wurde. Mit Bindungspuffer wurde das letzte Konzentrat auf das Ausgangsvolumen
zuriickgebracht. Die Proben lagen nun in dem fiir die Protein-G-Reinigung bendtigten Puffer
VOr.

Vor dem Auftrag auf die HiTrap'™ Protein G-Siule wurde die Probe durch einen 0,45 pm-
Filter filtriert. Bei allen IgG-Reinigungen wurde eine 1 ml-HiTrap'™ Protein G-Siule mit dem
Fliissigchromatographiesystem FPLC™ System betrieben. Der Proteingehalt des
Durchlaufes durch die Sdule wurde wihrend des gesamten Chromatographielaufes iiber einen
UV-Detektor bei 260 nm detektiert. Die Séule wurde zundchst mit 10 Volumen
Bindungspuffer gespiilt. AnschlieBend wurde die Probe aufgetragen und die Séule wieder mit
10 Volumen Bindungspuffer gespiilt. Nach diesem Spiilvorgang sollte kein Protein mehr im

Durchlauf zu finden sein. Die Elution erfolgte mit 5 Volumen Elutionspuffer (0,1 M Glycin-
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HCI, pH 2,7). Hierbei wurden 1 ml-Fraktionen aufgefangen. In den Auffanggefden wurden
jeweils 60 pl Neutralisationspuffer (2 M Tris-HCl, pH 9,0) vorgelegt. Hierdurch wird
gewihrleistet, dass Sidure-labile IgGs nur fiir sehr kurze Zeit dem sauren Milieu des
Elutionspuffers ausgesetzt sind. Nach der Elution wurde die Sdule mit mehreren Volumen
Bindungspuffer und zwei- bis dreimal mit 20 % Ethanol gewaschen. Die Aufbewahrung der
Séaule erfolgte in 20 % Ethanol.

Die eluierten Fraktionen wurden umgepuffert in PBS. Der IgG-Gehalt wurde im IgG-ELISA
ermittelt. Die Reinheit der IgG-Priparation wurde mittels SDS-PAGE {iberpriift. IgG-haltige
Fraktionen wurden vereinigt und mit Hilfe von Vivaspin 4-Konzentratoren auf die

gewiinschte Konzentration gebracht.

4.1.62 IgM

IgM-haltige Zellkulturiiberstinde wurden mit Hilfe von Centricon-Réhrchen (Sarstedt) mit
einem MWCO von 300 kDa konzentriert und auf PBS umgepuffert. Die Prozedur erfolgte

analog zur Konzentrierung und Umpufferung mit Vivaspin 4-Konzentratoren.

4.1.7 Untersuchung der Reinheit und Konzentration der gewonnen Fraktionen

4.1.7.1 Elektrophoretische Verfahren und Visualisierung von Proteinen

4.1.7.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli,
1970)

Die analytische Trennung von Proteingemischen nach der Molmasse der Proteine erfolgte
durch die diskontinuierliche SDS-PAGE in einem Tris-Glycin-Puffersystem. Durch Zugabe
des Detergenzes SDS, das an Proteine bindet und dabei mit seiner negativen Ladung die
urspriingliche Ladung der Proteine maskiert, bewegen sich die Proteine im elektrischen Feld
von der Kathode zur Anode. Die GroB3e der Proteine bestimmt die Geschwindigkeit dieser
Bewegung, was eine groflenabhingige Trennung der Proteine bewirkt. Durch Zugabe eines
reduzierenden Agens zum Auftragspuffer konnen intramolekulare Disulfidbriicken
aufgebrochen werden, was zur Linearisierung der Proteine und der Trennung von

Untereinheiten beitrdgt (reduzierende Bedingungen).
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Alle Gelelektrophoresen wurden mit einer Mini-PROTEAN3-Apparatur von Biorad
durchgefiihrt. Die Komponenten fiir Trenn- und Sammelgel wurden entsprechend der

aufgefiihrten Reihenfolge zusammengegeben (fiir zwei Mini-Gele der Grofle 8,5 cm x 6 cm):

Trenngel (10%):

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1) 40 % 2,12 ml

1 M Tris-HCI, pH 8,9 3,15 ml
A. bidest 2,93 ml
20 % (w/v) SDS-Losung 42 ul
TEMED 7 ul

10 % APDS 35ul

Sammelgel (5%):
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1) 40 %  682,5 ul

1 M Tris-HCI, pH 6,8 700 pl
A.bidest 4,080 ml
20 % (w/v) SDS-Losung 28 ul
TEMED 7 ul

10 % APDS 35l

Zunichst wurde das Trenngel gegossen und fiir die Dauer der Polymerisation (mindestens 45
min) mit Isopropanol iiberschichtet. Auf das polymerisierte Trenngel wurde das Sammelgel
geschichtet (Polymerisationszeit: 30 min). Die Gele wurden nach Abschluss der

Polymerisationszeit entweder sofort verwendet oder maximal zwei Tage bei 4°C aufbewahrt.

Die proteinhaltigen Proben wurden 1:6 mit sechsfachem Auftragspuffer (0,35 M Tris-HCI,
pH 6,8; 10,28 % (w/v) SDS; 36 % (v/v) Glycerol; 5% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,012 %

(w/v) Bromphenolblau) versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert.

Bei jedem Gellauf wurde auf mindestens einer Spur ein vorher nach Angaben des Herstellers
behandelter Proteinmarker aufgetragen, um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
hinsichtlich ihrer Masse abschitzen zu konnen. Es wurden sowohl vorgefirbte als auch

ungefirbte Molekulargewichtsstandards verwendet.
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Tabelle 4-2: Vorgefirbte SDS-PAGE Standards, High Range und Broad Range (Biorad, Miinchen)

Protein MW (Da) High Broad
Range Range
Myosin 208000 X X
B-Galaktosidase 126000 X X
BSA 97000 X X
Ovalbumin 48000 X X
Carboanhydrase 35800 X
Soja Trypsininhibitor 29000 X
Lysozym 21100 X
Aprotinin 6900 X

Tabelle 4-3: Ungefiirbte SDS-PAGE Standards Roti®-Mark

Protein MW (Da)
Myosin 200000
3-Galaktosidase 119000
BSA 66000
Ovalbumin 48000
Carboanhydrase 29000
Trypsin Inhibitor 20000
Lysozym 14500

Nach Einfiillen des Elektrodenpuffers (192 mM Glycin, 25 mM Tris-Base, 0,1 % (w/v) SDS)
und Applikation der Proben wurden die Proteine bei einer konstanten Spannung von 200 V
getrennt. Die getrennten Proteine wurden anschliefend mittels Semi-Dry-Blot auf eine
Nitrocellulose-Membran {iibertragen oder direkt im Gel mit dem kolloidalem Farbstoff

Coomassie Blue visualisiert.
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4.1.7.1.2 Visualisierung von Proteinen mit dem kolloidalen Farbstoff Coomassie Blue

Zur Visualisierung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen wurde der kolloidale Coomassie
Brilliant Blue Farbstoff Roti®-Blue verwendet. Die kolloidalen Eigenschaften des Farbstoffs
erlauben ihm, besonders gut an die im Gel befindlichen Proteine und nur minimal an die
Gelmatrix zu binden. Daher sind lange Waschprozeduren zur Entfarbung des Hintergrundes
unnotig. Die Sensitivitidt der kolloidalen Coomassie-Firbung ist vergleichbar mit der der

Silberfarbung und liegt bei etwa 30 ng Protein.

Polyacrylamidgele wurden direkt nach der Elektrophorese aus der der Elektrophorese-
Apparatur entfernt und in 100 ml Roti®-Blue-Fiirbelosung (20 ml Roti®-Blue 5x Konzentrat,
60 ml A.bidest, 20 ml Methanol) mindestens 2 Stunden oder iiber Nacht inkubiert. Nach der
Farbung wurden die Gele in saubere Fiarbeschalen iiberfithrt und 5 min in 100 ml
Waschlosung (25 % Methanol in A.bidest) geschiittelt. AnschlieBend wurden die Gele kurz in

A.bidest gewaschen und fiir Auswertungs- und Dokumentationszwecke autbewahrt.

4.1.7.1.3 Auswertung und Dokumentation von Polyacrylamidgelen

Nach der Firbung mit Roti®-Blue wurden die Gele mittels des GS800 Calibrated

Densitometers (Biorad) und der Quantity One-Software (Biorad) gescannt und ausgewertet.

4.1.7.1.4 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Bradford, 1976)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wurde das Reagenz Roti®-Quant
verwendet. Es handelt sich um den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue-G250, der an Proteine
bindet und so vom kationischen in den anionischen Zustand {iiberfiihrt wird. Diese hierbei
stattfindende ~ Absorptionsidnderung ~ wurde  als  erstes von  Bradford  zur
Proteinkonzentrationsbestimmung verwendet. Die Absorption kann bei 595 nm gemessen
werden.

Durchgefiihrt wurde der Bradfordtest im so genannten Mikroansatz, der sich fiir
Proteinmengen zwischen 1 und 20 pg Protein eignet. Verdiinnungen von BSA dienten zur
Erstellung einer Standardkurve. Je 800 ul BSA- oder Probenverdiinnung wurde mit 200 pl
Roti®-Quant versetzt und durch Invertieren gemischt. Die ODsgs der Standards und der
Proben wurde nach 5 bis 30 min gegen einen Nullwert (Probenpuffer + Firbelosung) im

Photometer gemessen. Die ODsos der Standards wurde gegen die eingesetzte Proteinmenge
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aufgetragen und eine Eichgerade erstellt. Die Proteinmenge in den Proben konnte anhand der

Eichgerade ermittelt werden.

4.1.8 Biotinylierung von monoklonalen humanen IgG- und IgM-Antikorpern

Nach der Reinigung von Antikorpern aus Zellkulturiiberstinden wurde ein Teil der
gewonnenen Antikorper fiir weitere Untersuchungen biotinyliert. Hierfiir wurde der EZ
Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit von Pierce verwendet. Sulfo-NHS-LC-Biotin weist
ein Molekulargewicht von 556 Da auf und reagiert mit primdren Aminen iiber die N-
Hydroxysuccinimid-Gruppe (NHS) bei neutralem oder hoherem pH-Wert iiber einen

nukleophilen Angriff.

Direkt vor Gebrauch wurde eine 10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Losung hergestellt (5,56
mg/ml). Der Antikorper, der biotinyliert werden sollte, wurde in einer Konzentration von 2
mg/ml in PBS zur Verfiigung gestellt. Die molare Menge des gelosten Proteins wurde
berechnet:

mg Protein / MW Protein = mmol des Proteins

Bei je 1 ml einer 2 mg/ml-Antikorper-Losung ergibt sich fiir IgGs (MW = 180.000) 1,3 x 10”
mmol und fir IgMs (MW = 950.000) 2,1 x 10® mmol. Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde in
zwanzigfachem Uberschuss hinzu gegeben (fiir IgG 2,6 x 10* mmol, fiir IgM 4,2 x 10”) und
2 h auf Eis inkubiert.

Die Abtrennung nicht gebundenen Biotins erfolgte mit PD-10-Gelfiltrationssdulen, die
zunéchst mit 25 ml PBS &quilibriert wurden. Die Proben wurden auf die Sdulen aufgetragen
und mit 5 ml PBS eluiert. Zehn Aliquots a 0,5 ml wurden aufgefangen. Die Sidulen wurden
mit 25 ml PBS gewaschen. Der Proteingehalt in den einzelnen Fraktionen wurde mit Hilfe des
Bradford-Testes bestimmt. Der Erfolg der Biotinylierung wurde mittels Westernblot-Analyse
tiberpriift. Hierzu wurden die einzelnen Fraktionen der SDS-PAGE unterzogen und auf eine
Membran iibertragen (siehe Kapitel 4.2.2.1). Der immunchemische Nachweis erfolgte durch
Streptavidin, das an alkalische Phosphatase gekoppelt vorlag, und einer Farbreaktion mit

BCIP/NBT.

Bei positivem Ergebnis wurden die proteinhaltigen Proben vereinigt und mit Vivaspin 4-

Konzentratoren auf die gewiinschte Konzentration gebracht.
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4.2 Strukturelle Charakterisierung monoklonaler APL

4.2.1 Identifizierung von Phospholipid-Bindungspartnern von humanen monoklonalen

APL mittels ELISA

Zur Bestimmung der Bindungssperzifitit von APL des IgM- oder IgG-Types wurde der
AeskulisaPhospholipid-8Pro-G/M der Firma Aesku.Diagnostics verwendet. Hierbei handelt
es sich um einen Festphasen-Enzymimmunoassay zu qualitativen Einzelbestimmung von
IgG- und IgM-Antikorpern gegen Phospholipide. Der Test enthidlt als Antigene hoch
gereinigtes B2GPI, B2GPI komplexiert mit Cardiolipin, Cardiolipin, Phosphatidylcholin,
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylserin und Sphingomyelin.
Kavititen der Mikrotiterplatte sind mit jeweils einem dieser Antigene beschichtet. Antikorper
gegen die einzelnen Antigene werden mit einem Detektionsantikdrper gegen humanes IgG
oder alternativ IgM detektiert.

Der ELISA wurde mit Antikorperverdiinnungen oder unverdiinnten Zellkulturiiberstinden

nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.

4.2.2 Charakterisierung der schweren und leichten Kette der APL

4.2.2.1 Westernblot und immunchemische Fiarbung von schweren und leichten Ketten

von Immunglobulinen

4.2.2.1.1 Westernblot (Semi-Dry-Blot)

Als Westernblot wird der Elektrotransfer von Proteinen aus einer Gelmatrix auf eine
Membran bezeichnet. Mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine, die durch das Vorhandensein
von SDS im Gel und im Laufpuffer eine negative Ladung tragen, wandern im elektrischen
Feld in Richtung der Anode. Durch die Anordnung des Gels, das auf der Membran zu liegen
kommt, auf der Seite der Kathode, konnen Proteine aus dem Gel auf eine Membran
tibertragen werden, wobel das Proteinmuster im Gel auf der Membran vorhanden bleibt. Die
auf die Membran {ibertragenen Proteine konnen sowohl unspezifisch durch einen
Proteinfarbstoff (Ponceau S) als auch spezifisch durch immunchemische Farbung visualisiert

werden.

Préaparationen von monoklonalen APL (konzentrierte Zellkulturiiberstinde oder gereinigte
Antikorperprdparationen) wurden mittels der SDS-PAGE aufgetrennt. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde das Sammelgel des SDS-Polyacrylamidgels entfernt und das Trenngel
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auf eine Nitrocellulosemembran iiberfiihrt. Die Nitrocellulosemembran wurde vorher in
Transfer-Puffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin, 1,3 mM SDS, 20 % (w/v) Methanol, pH 9,1)
getriankt. 16 Filterpapiere wurden exakt auf TrenngelgroBe (8,5 cm x 6 cm) zugeschnitten und
ebenfalls in Transfer-Puffer getrinkt. Der Aufbau der Westernblot-Apparatur erfolgte wie in
Abbildung 4-2 dargestellt. Der Proteintransfer erfolgte fiir 60 min bei einer konstanten
Spannung von 20 V. Nach dem Transfer wurde die Membran in eine Kunststoffschale
iiberfiihrt, mit Aqua bidest gewaschen und anschlieBend mit Ponceau Rot und

immunchemisch geférbt.

Kathode Q

Filterpapie L

Membran
Anode @

Abbildung 4-2: Aufbau des Semi-Dry-Westernblots

4.2.2.1.2 Firbung von Westernblots mit Ponceau Rot

Um den Erfolg des Proteintransfers zu iiberpriifen und um bei Verwendung von nicht
vorgefirbten Proteinmarkern die Proteinbanden zu markieren, wurde die Membran fiir 1-5
min mit Ponceau S-Losung (0,1 % (w/v) Ponceau S, 5 % (v/v) Essigsidure) angefidrbt. Ponceau
S bindet an Proteine. Durch kurzes Waschen mit Aqua bidest wurde der Hintergrund entféarbt
und Proteinbanden sichtbar. Durch lidngeres Waschen in Aqua bidest wurde die Membran

wieder vollstindig entférbt.
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4.2.2.1.3 Immunchemische Fiarbung von schweren und leichten Ketten von

Immunglobulinen

Bei den auf die Nitrocellulose transferierten Proteinen handelt es sich um monoklonale
Antikorper. Der Nachweis der schweren und leichten Ketten erfolgte durch Primérantikrper
gegen p-, Y-, A—und «-Ketten, als Sekundirantikorper fungierten entsprechende, mit

Alkalischer Phosphatase (AP) markierte Detektionsantikorper (Tabelle 4-4):

Tabelle 4-4: Antikorperkombinationen zur Detektion von schweren und leichten Ketten von Immunglobulinen

1. Antikorper 2. Antikorper

u-Kette Ziege Anti-Human IgM, Fcs,- | Anti-Ziege-AP
spezifisch 1:15000-Verdiinnung
1:10000-Verdiinnung

v-Kette Ziege Anti-Human IgG, Fc, | Anti-Ziege-AP
spezifisch 1:15000-Verdiinnung
1:10000-Verdiinnung

K-Kette Maus anti humane k-Kette Anti Maus-AP
1:10000-Verdiinung 1:30000-Verdiinnung

A-Kette Maus Anti-humane A-Kette Anti-Maus-AP
1:10000-Verdiinnung 1:30000-Verdiinnung

Als Substrat fiir die an die Sekundirantikorper gekoppelte Alkalische Phosphatase diente
BCIP/NBT-Losung zur Sichtbarmachung der Antikorperketten.

Nach der Ponceau-Rot-Fiarbung wurden die entfirbten Membranen 3 x 5 min mit TBST-
Puffer (10 mM Tris-HCI, pHS8,0, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween 20) gewaschen und 1 h
in TBST-Blotto (2,5 g Magermilchpulver in 50 ml TBST) blockiert. Die Membranen wurden
erneut 3 x 5 min in TBST-Puffer gewaschen und 90 min bei Raumtemperatur oder tiber Nacht
bei 4°C mit dem Primérantikorper (in TBST-Puffer) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen in TBST-Puffer fiir jeweils 5 min wurden die Membranen in TBST-Puffer mit
Sekundérantikorper fiir 90 min bei Raumtemperatur inkubiert und wiederum 3 x 5 min in
TBST-Puffer gewaschen. Es folgte eine Aquilibrierung der Membranen in AP-Puffer (100
mM Tris-HCI, pH 9,5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,) fiir 1 min. Fiir die Farbreaktion wurde
die BCIP/NBT-Losung direkt auf die Membran aufgetropft. Nach Erreichen der gewiinschten
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Farbintensitdat wurden die Membranen fiir 2 min in Stopp-Puffer (20 mM Tris-HCl, pH 8,0, 5
mM EDTA-NaOH, pH 8,0) gegeben und anschlieBend 5 min in Aqua bidest gespiilt.

Die gefirbten Nitrocellulosemembranen wurden getrocknet und mittels des GS800 Calibrated
Densitometers und der Quantity One-Software gescannt und ausgewertet. Die getrockneten

Nitrocellulosemembranen wurden unter Lichtausschluss aufbewahrt.

4.2.3 Molekularbiologische Charakterisierung der variablen Region (V-Region) von

Antiphospholipidimmunglobulingenen

4.2.3.1.1 Etablierung einer Methode zur Charakterisierung der V-Gen-Familie von

APL-Immunglobulingenen

Variable Konstante \
Signal Region Region

<4 lg mRNA

cDNA-Synthese

Einzeln oder als
> OneStep-RT-PCR

—» <4— )
Erste PCR

_> 4—
Ggf. ,nested” PCR

Abbildung 4-3: Schematische Ubersicht iiber die Kombination von RT-PCR und nachfolgenden
PCR-Schritten zur Detektion der V-Genfamilienzugehorigkeit von Immunglobulinen

Die Etablierung einer Methode zur Charakterisierung der V-Gen-Familie von APL-

Immunglobulinen lehnte sich an die von Wang und Stollar beschriebene Methode zur Analyse
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spezifische Primer (C-Region)

Signal Variable ~ Konstante Cvil  Cul  Cul  CAll
; . lg mRNA
Region Region

cDNA-Synthese

Signal Variable konstante
Region Region  pDNA
> <
Erste PCR Spezifische Primer (C-Region)

cl  cull cdl  CAl

Gemisch familienspez. Primer
Vyk1-6 ViL1-6 V. ii1-4 V;iL1-3

Abbildung 4-4: cDNA-Synthese und Amplifikation mit spezifischen Primern in der OneStep-
RT-PCR

von Immunglobulin-V-Region-Genen an (Wang und Stollar, 2000). Prinzipiell wurde
zundchst Gesamt-RNA aus Hybridomzellen isoliert. Ein RT-PCR-Schritt, bei dem die
Amplifikation der cDNA mit einem Gemisch aus mehreren familienspezifischen forward-
Primern und einem gemeinsamen backward-Primer erfolgte, wurde mit einem zweiten PCR-
Schritt mit den einzelnen familienspezifischen forward-Primern kombiniert. Fiir die initiale
RT-PCR standen zwei Methoden zur Verfiigung: Bei der herkommlichen RT-PCR finden
Reverse Transkription (RT) und PCR in nacheinander stattfindenden Reaktionen in
getrennten Reaktionsansitzen statt, wobei zunédchst wihrend der Reversen Transkription RNA
mit Hilfe einer Reversen Transkriptase in c¢cDNA umgeschrieben wird und in der
anschlieBenden PCR die erhaltene cDNA durch eine DNA-Polymerase amplifiziert wird. Bei
der OneStep-RT-PCR finden Reverse Transkription und DNA-Amplifikation nacheinander in
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einem Reaktionsansatz statt (Abbildung 4-4). Enzyme fiir sowohl die Reverse Transkription
als auch die Vervielfachung der DNA werden gleichzeitig dem Reaktionsansatz zugegeben
und durch Temperaturinderungen nacheinander aktiviert bzw. deaktiviert. Die Reaktionen
laufen also raumlich nicht getrennt, jedoch zeitlich voneinander getrennt ab. Der Vorteil der

OneStep-RT-PCR liegt in der geringeren Anfilligkeit gegeniiber Kontaminationen.

Fiir jede Hybridomzelllinie wurden parallel prinzipiell vier RT-PCR-Reaktionen durchgefiihrt
mit den unterschiedlichen Primern fiir jeweils die p-, y—, k— und A-Kette. Auch wenn durch
Westernblot-Analyse schon die Zusammensetzung der schweren und leichten Kette des
Antikorpers bekannt war, diente die Durchfiihrung einer weiteren Reaktion pro schwerer und
leichter Kette als ergidnzende Kontrolle.

Sowohl die Produkte aus der RT-PCR als auch die aus der zweiten, familienspezifischen PCR
wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese dargestellt und analysiert. Wenn es bei dem RT-
PCR-Schritt zu einem uneindeutigem Ergebnis kam, konnte es mit Hilfe einer so genannten

,hested* PCR tiiberpriift werden. Bei einer ,,nested*“ PCR wird nach einer ersten PCR eine

konstante
Variable Region ~ Region
>«
Familienspezifische
PCR
6 Einzelreaktionen Cull  VyLA1
Cull  VyL2
Cull  VyL3
Cull  VyL4
Cull  VyL5
Cull  VyL6

Abbildung 4-5: Familienspezifische PCR mit einzelnen V-Primern
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zweite angeschlossen, bei der die Primer innerhalb der ersten bereits amplifizierten Sequenz
liegen. Hierdurch wird die Amplifikation insgesamt spezifischer, da DNA-Abschnitte, die in
der ersten PCR aufgrund dhnlicher Sequenzabschnitte filschlicherweise vervielfiltigt wurden,
in der ,,nested“ PCR nicht weiter amplifiziert werden sollten (es ist sehr unwahrscheinlich,
dass innerhalb des falsch amplifizierten Abschnittes weitere, dem eigentlich zu
amplifizierenden DNA-Stiick homologe Basenabfolgen zu finden sind).

Die familienspezifische PCR wurde mit dem Produkt der RT-PCR durchgefiihrt, das in
unterschiedliche Ansitze aufgeteilt wurde. Hierbei wurden die in der RT-PCR als Gemisch
verwendeten Primer einzeln mit dem Primer in der konstanten Region kombiniert, um
festzustellen, welcher der familienspezifischen Primer die Amplifikation der V-Region
vermittelt hat (Abbildung 4-5). Daraus konnte die Familienzugehorigkeit der variablen

Regionen der entsprechenden APL ermittelt werden.

Tabelle 4-5: Primer zur Reversen Transkription und Amplifikation von Immunglobulin-V-
Regionen nach Wang und Stollar.

Beschreibung Name Sequenz
VH Signalsequenzen (PCR) VHL-1 5"-TCACCATGGACTGCACCTGGA
VHL-2 5"-CCATggACACACTTTgCTCCAC
VHL-3 5"-TCACCATGGAGTTTGGGCTGAGC
VHL-4 5’- AGAACATGAAACACCTGTGGTTCTT
VHL-5 5"-ATGGGGTCAACCGCCATCCT
VHL-6 5-ACAATGTCTGTCTCCTTCCTCAT
Vk Signalsequenzen (PCR) V-1 5’- GCTCAGCTCCTGGGGCTCCTG
Vil-2 5'- CTGGGGCTGCTAATGCTCTGG
Vil-3 5- TTCCTCCTGCTACTCTGGCTC
Vil-4 5’- CAGACCCAGGTCTTCATTTCT
VA Signalsequenzen (PCR) VAL-1 5’- CCTCTCCTCCTCACCCTCCT
VAL-2 5- CTCCTCACTCAGGGCACA
VAL-3 5’- ATGGCCTGGACCCCTCTCC
Konstante Regionen (RT) Cul 5-GCAGGAGACGAGGGGGA
Cyl 5-AGGGCGCCAGGGGGAA
Cxl 5"-AACAGAGGCAGTTCCAGA
CAl 5 -TGTGGCCTTGTTGGCTTG
Konstante Regionen (RT und | Cpll 5-CAGGAGACGAGGGGGAAAAG
PCR)
Cyll 5"-GCCAGGGGGAAGACGGATG
Cxll 5"-TTTCAACTGCTCATCAGATGGCGG
CAI 5'-AGCTCCTCAGAGGAGGGCGG
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Tabelle 4-6: Primer fiir die ,,nested” PCR nach Wang und Stollar.

Beschreibung Name Sequenz
VH Sequenzen (nested PCR) VH1 5
TTGCGGCCGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTC
VH2 5'-
TTGCGGCCGCCAGATCACCTTGAAGGAGTC
VH3 5'-
TTGCGGCCGCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTC
VH4 5'-
TTGCGGCCGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTC
VH5 5
TTGCGGCCGCGAGGTGCAGCTGGTGCAGTC
VH6 5'-
TTGCGGCCGCCAGGTACAGCTGCAGCAGTC
Vk Sequenzen (nested PRC) Vi1 5-CATAAGATCTCGACATCCAGATGACCCAGT
Vi2 5"-CACCAGATCTCGATATTGTGATGACCCAG
Vi3 5'-
CACCAGATCTCGAAATTGTGTTGACGCAGTCT
V4 5-
CACCAGATCTCGACATCGTGATGACCCAGT
VA Sequenzen (nested PCR) VA1 5-TATTAGATCTCCAGTCTGTGCTGACTCAGC
VA2 5-TATTAGATCTCCAGTCTGCCCTGACTCAGC
VA3 5'-CACCAGATCTCTCCTATGAGCTGACTCAGC
Konstante Regionen (nested | Culll 5
PCR) AGGTCTAGAGAAAAGGGTTGGGGCGGATGC
Cylll 5.
AGGTCTAGAGACCGATGGGCCCTTGGTGGA
Cxlll 5-TATTCCATGGAAGATGAAGACAGATGGTGC
CAlll 5"-CATTCCATGGGGGAACAGAGTGACCG

4.2.3.1.2 Isolierung der RNA aus Hybridomzellen

Die Isolierung der RNA aus den Hybridomzellen erfolgte mit Hilfe des QIAGEN RNeasy
Mini Kits nach Anleitung des Herstellers. Die isolierte RNA wurde fiir OneStep-RT-PCR-

Reaktionen verwendet.
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4.2.3.1.3 RT-PCR zur Amplifikation der variablen Region von APL-

Immunglobulingenen

Fiir die Reverse Transkription wurden spezifische Primer verwendet, die in der konstanten
Region der rearrangierten Immunglobuline binden (Tabelle 4-5). Die fiir die Reaktion
benotigte RNA wurde nicht vorher aus den Hybridomzellen isoliert. Vielmehr wurden intakte
Zellen dem Reaktionsansatz zugegeben; deren RNA wurde der Reversen Transkriptase durch
die Anwesenheit des Detergenzes NP-40 zugénglich gemacht.
100 oder 1000 Zellen wurden in 10ul RT-Puffer fiir die Superscript I Reverse Transkriptase
resuspendiert. Es wurden 1 ul eines Gemisches aus je 5 uM Cul-, CyI-, CxI- und CAI-Primer
und 3 ul 5 % (v/v) NP-40 (in DEPC-Wasser) zugefiigt. Wéahrend dieser Prozedur wurden die
PCR-Reaktionsrohrchen auf Eis gehalten. Zum Annealing wurden die PCR-Ansitze im
Thermocycler folgendem Programm unterzogen:

3 min 65°C

3 min 25°C
AnschlieBend wurden die PCR-Rohrchen wieder auf Eis gehalten und eine Mischung aus je 2
ul 5 x RT-Puffer, 2 pl DTT, 1 pul 10 mM dNTPs und 0,5 pl Superscript II Reverse
Transkriptase (200 U/ul) zu jedem Reaktionsansatz zupipettiert.
Die PCR-Ansitze wurden erneut in den Thermocycler gegeben. Die Synthese der cDNA
erfolgte 1 h bei 37°C, anschlieend wurde die Superscript II Reverse Transkriptase 10 min bei
70°C inaktiviert.
Die die cDNA enthaltenen Ansitze mit jeweils einem Volumen von fast 20 ul wurden fiir vier
PCR-Reaktionen eingesetzt. Je 5 ul der Proben wurden eingesetzt, um die p-, y—, k— oder A—
Transkripte einzeln zu amplifizieren. Zu jedem Ansatz wurden folgende Reagenzien

hinzupipettiert:

6 ul 10 x pfu-Puffer
1,6 ul 10 mM dNTPs
45,4 ul DEPC-Wasser
1 ul pfu-Turbo-Polymerase (2,5 U/ul)
Alternativ fir u: 0,5 ul VHL1-6 (20 uM)
0,5 pl1 Cull (20 uM)
fury: 0,5 ul VHL1-6 (20 pM)
0,5 pl CyII (20 uM)
fur < 0,5 ul VkL1-4 (20 uM)
0,5 pl CxII (20 uM)
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fir k: 0,5 ul VALI-3 (20 uM)
0,5 ul CAII (20 uM)

Die Ansitze wurden im Thermocycler folgendem Programm unterzogen:

3x 45 s 94°C pria-Amplifikation
45 s 45°C
1 min 45°s 72°C

30x  45s 94°C Amplifikation
45 s 50°C
I min45s 72°C

1x 10 min 72°C finale Extension
0 4°C

Die Produkte aus der RT-PCR wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese visualisiert und fiir

die familienspezifische PCR aufbewahrt.

4.2.3.1.4 OneStep-RT-PCR mit dem QIAGEN OneStep-RT-PCR Kit zur Amplifikation

der variablen Region von APL-Immunglobulingenen

Beim OneStep-RT-PCR Kit von QIAGEN finden Reverse Transkription und PCR
nacheinander in einem Reaktionsansatz mit spezifischen Primern statt (Abbildung 4-4). Der in
diesem Kit verwendete Enzymmix enthilt zwei Reverse Transkriptasen (Omniscript Reverse
Transkriptase,  Sensiscript Reverse  Transkriptase), die durch unterschiedliche
Wirkungsoptima eine Reverse Transkription iiber ein breites Spektrum von RNA-Mengen
hinweg ermoglichen, und eine DNA-Polymerase (HotStarTaq DNA-Polymerase). Durch die
Verwendung der HotStarTaq-Polymerase, die bei 95°C aktiviert wird (wobei gleichzeitig die
Reversen Transkriptasen inaktiviert werden) ist eine zeitliche Trennung der beiden
Reaktionen in einem Reaktionsansatz gewihrleistet.

RNA wurde mit Hilfe des QIAGEN RNAeasy Mini Kits aus Hybridomzellen gewonnen
(siehe oben). Pro zu untersuchender Hybridomzelllinie wurden vier OneStep-RT-PCR-

Ansitze durchgefiihrt.
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Pro Ansatz wurden folgende Reagenzien pipettiert:

10 ul RNA
21 ul RNAse-freies Wasser
2 ul RNAse-Inhibitor RNAseOUT (100 U/ul)
10 ul 5 x Puffer
2 ul dNTP-Mix
Alternativ fir u: 1,5 ul VHL1-6 (20 uM)
1,5 pl Cull (20 uM)
fury: 1,5 ul VHL1-6 (20 uM)
1,5 pl CyII (20 uM)
furk: 1,5 ul VkL1-4 (20 uM)
1,5 ul CxII (20 uM)
fur A: 1,5 ul VAL1-3 (20 uM)
1,5 ul CAII (20 uM)
2 ul Enzym-Mix

Alle Pipettierschritte wurden auf Eis durchgefiihrt.
Der Thermocycler wurde auf 50°C vorgewidrmt, die Proben hinein gestellt und folgendem

Programm unterzogen:

Reverse Transkription: 30 min 50°C
Initialer PCR-Aktivierungsschritt: 15 min 95°C
3-Schritt-Cycling: 0,5 min 94°C Denaturierung
0,5 min 50°C Annealing
1 min 72°C Extension
Finale Extension 10 min 72°C
0 4°C

Die Produkte aus der OneStep-RT-PCR wurden in einer Agarose-Gelelektrophorese

visualisiert und fiir die familienspezifische PCR aufbewahrt.

4.2.3.1.5 ,nested*“ PCR

Fiir die ,,nested” PCR wurden je 3 ul PCR-Ansatz aus der entsprechenden RT-PCR verwendet

und folgende Reagenzien hinzugefiigt:
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5 ul 10 x pfu-Puffer
1,25 pl 10 mM dNTPs
Alternativ firu: 1 ul VH1-6 (20 uM)
1 pl CpullI (20 pM)
firy: 1 ul VHI-6 (20 uM)
1 pul CyIII (20 uM)
furk: 1 pl Vkl-4 (20 uM)
1 ul CkIII (20 uM)
fir A: 1 ul VAL-3 (20 uM)
1 pl CAIII (20 uM)
38 ul DEPC-Wasser
1 pl pfu-Turbo-Polymerase

Die Reaktionsansitze wurden im Thermocycler folgendem Programm unterzogen:

30 x 45 s 94°C
45s 50°C
1 min45 s 72°C

1x 10 min 72 °C
0 4°C

Die PCR-Produkte aus der ,,nested* PCR wurden im Agarose-Gel visualisiert.

4.2.3.1.6 Familienspezifische PCR zur Identifizierung der Familienzugehorigkeit der
verwendeten V-Segmente

In der familienspezifischen PCR wurden die PCR-Produkte aus der ersten Reaktion ohne

weitere Reinigungsschritte direkt eingesetzt.

Fiir u- und y-Ketten wurden jeweils sechs Reaktionen durchgefiihrt mit den einzelnen

familienspezifischen V-Primern, die in der Signalregion binden, als forward-Primer und den

in der konstanten Region liegenden C-Primern als backward-Primer:

Fiir die x-Kette kam es analog zu vier Reaktion, fiir die A-Kette wurden drei Reaktionen

durchgefiihrt.
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Folgende Reaktionsansitze wurden pipettiert:

u-Kette:

¥-Kette:

3 ul RT-PCR-Ansatz (i)

5 pul 10 x pfu-Puffer

1,25 u1 10 mM dNTPs

Alternativ VHI1-Familie

VH2-Familie

VH3-Familie

VH4-Familie

VHS5-Familie

VH6-Familie

38 ul DEPC-Wasser
1 pl pfu-Turbo-Polymerase

3 ul RT-PCR-Ansatz (Y)

5 ul 10 x pfu-Puffer

1,25 pl 10 mM dNTPs
Alternativ VH1-Familie

VH2-Familie

VH3-Familie

VH4-Familie

VHS5-Familie

1 ul VHLI (20 pM)

1 ul Cull (20 uM)
1 ul VH2 (20 pM)
1 ul CuII (20 uM)
1 ul VH3 (20 pM)
1 ul CuI (20 pM)
1 ul VH4 (20 uM)
1 ul Cul (20 pM)
1 ul VHS (20 pM)
1 ul CuII (20 uM)
1 ul VH6 (20 pM)
1 ul CuII (20 uM)

1 ul VHLI (20 pM)

1 ul CYII (20 pM)
1 ul VH2 (20 pM)
1 ul CYII (20 pM)
1 ul VH3 (20 uM)
1 ul CYII (20 uM)
1 ul VH4 (20 pM)
1 ul CYII (20 pM)
1 ul VHS (20 pM)
1 ul CYII (20 pM)
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VH6-Familie 1 ul VH6 (20 pM)
1 ul CYII (20 pM)

38 ul DEPC-Wasser
1 pl pfu-Turbo-Polymerase

k-Kette:
3 ul RT-PCR-Ansatz (x)
5 pul 10 x pfu-Puffer
1,25 pl 10 mM dNTPs
Alternativ Vx1-Familie 1 ul Vkl1 20 uM)
1 ul CxII (20 uM)
Vi2-Familie 1 ul V2 (20 uM)
1 ul CxII (20 uM)
Vi3-Familie 1 ul Vi3 (20 uM)
1 ul CxII (20 uM)
Vi4-Familie 1 ul V4 (20 uM)
1 ul CkII (20 uM)
38 ul DEPC-Wasser
1 pl pfu-Turbo-Polymerase
A-Kette:

3 ul RT-PCR-Ansatz (L)
5 ul 10 x pfu-Puffer
1,25 ul 10 mM dNTPs

Alternativ VAl-Familie 1 ul VAL (20 uM)
1 ul CAIL (20 uM)

VA2-Familie 1 ul VA2 (20 uM)
1 ul CAII (20 uM)

VA3-Familie 1 ul VA3 (20 uM)

1 pl CAII (20 uM)
38 ul DEPC-Wasser
1 pl pfu-Turbo-Polymerase
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Die Ansitze wurden im Thermocycler folgendem Programm unterzogen:

30 x 45 s 94°C
45s 50°C
1 min45 s 72°C

1x 10 min 72 °C
0 4°C

AnschlieBend wurden die Proben im Agarose-Gel visualisiert.

4.2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese von PCR-Ansitzen und Visualisierung von DNA-

Proben

Reaktionsgemische aus RT-PCR, ,,nested”“ PCR und familienspezifischer PCR wurden mit
einem 6 x Ladepuffer (0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF, 40 %
(w/v) Sucrose in Aqua bidest) versetzt und die DNA-Fragmente wurden auf einem 1 %
Agarose-Gel mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid fiir 1 h bei 80 V mit 1 x TBE (10,8 g/l Tris, 5,5
g/l Borat, 20 mM EDTA pH 8,0) als Laufpuffer elektrophoretisch aufgetrennt. Als
Molekulargewichtsstandards dienten die Marker V und VIII von Roche Diagnostics. Die

Visualisierung erfolgte bei 366 nm und wurde mit dem GelDoc 800-System dokumentiert.

4.2.3.3 Sequenzierung der variablen Regionen von APL-Immunglobulingenen und

Sequenzvergleich mit Keimbahn-Gen-Segmenten der Immunglobulin-V-Region

DNA-Fragmente aus der familienspezifischen PCR wurden fiir die Sequenzierung der
variablen Regionen der APL-Immunglobulingene verwendet.

Die Sequenzierungen wurden mit dem automatischen Sequenzer CEQ8000 (BeckmanCoulter)
nach dem Sanger-Verfahren durchgefiihrt. Beim Sanger-Verfahren, das auch enzymatische
DNA-Sequenzierung, Didesoxy-Sequenzierung oder Kettenabbruch-Verfahren genannt wird,
werden zur Sequenzierung DNA-Polymerasen eingesetzt. Als Substrat fiir das Enzym werden
zusitzlich zu den normalen Desoxy-Nucleosid-Triphosphaten 2°,3"-Didesoxy-Nucleosid-5"-
Triphosphate verwendet, die bei Einbau in einen frisch synthetisierten DNA-Strang zum
Abbruch der Synthese fiihren. Durch die enzymatische Reaktion wird eine Population von
unterschiedlich langen DNA-Stiicken erzeugt, die sich aus der zu sequenzierenden DNA

ableiten. Diese Fragmente zeichnen sich durch ein fixes, in allen Molekiilen identisches Ende
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und ein variables Ende mit jeweils einer der vier moglichen Basen der DNA aus. Das den
Kettenabbruch bewirkende Didesoxy-Nucleosid-Triphosphat ist mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert. Beim Einsatz von vier unterschiedlichen, fiir jeweils eine der
vier Basen spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen konnen alle vier enzymatischen Reaktionen
gleichzeitig in einem Reaktionsgefdll erfolgen. Durch Gelelektrophorese in hochauflosenden
Sequenzgelen werden die unterschiedlich langen DNA-Fragmente voneinander getrennt. Dies
geschieht im Falle des CEQ8000 in einem Kapillargel.

Prinzipiell wurden die in der familienspezifischen PCR erzeugten DNA-Abschnitte mit dem
jeweiligen familienspezifischen Primer und dem Primer in der konstanten Region in sense-
und antisense-Richtung sequenziert und miteinander verglichen.

Die erhaltenen Sequenzen wurden in Datenbanken mit Keimbahn-V-Gen-Segmenten
verglichen, um Aussagen iiber die verwendeten V-, D- und J-Segmente zu erhalten,
Baseninsertionen an Verbindungsstellen zwischen den unterschiedlichen Segmenten
festzustellen, Mutationen zu detektieren und die schon analysierte Genfamilienzugehorigkeit

zu bestitigen.

4.2.3.3.1 Sequenzierung

4.2.3.3.1.1 Reinigung der PCR-Produkte mit dem QIAGEN QIAquick PCR
Purification Kit

Die Reinigung von PCR-Produkten aus der familienspezifischen PCR von ungebundenen
Oligonukleotiden und dNTPs erfolgte mit dem QIAGEN QIAquick PCR Purification Kit

nach Anweisung des Herstellers.

4.2.3.3.1.2 Sequenzierreaktion und Gelelektrophorese

Pro zu sequenzierender variabler Region wurden zwei Sequenzierreaktionen angesetzt, eine
mit dem familienspezifischen Primer, eine mit dem in der konstanten Region liegendem
Primer. Die Sequenzierung erfolgte mit dem Quick Start Kit (BeckmanCoulter).
Pro Reaktion wurden

10 pl gereinigtes PCR-Produkt

2 ul Sequenzierprimer

8 ul DTCS Quick Start Master Mix
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gemischt und im Thermocycler folgendem Programm unterzogen:

30 x 96°C 20s
50°C 20s
60°C 4 min

1x 4°C o0

Uberschiissige, nicht eingebaute markierte Didesoxy-Nucleosid-Triphosphate wurden mit
Hilfe von Centri-Sep-Séulen (Princeton) aus der Sequenzierreaktion nach Anweisung des
Herstellers entfernt.

Die Sequenzierproben wurden in eine CEQ-Proben-Platte iiberfithrt, mit Mineralol
tiberschichtet und die Kapillargelelektrophorese im CEQ 8000 gestartet.

Die Auswertung der erhaltenen Sequenzen und Chromatogramme, sowie ein Alignment der
sense- und antisense-Sequenzen erfolgte mit der Sequencher'-Software zur Analyse von

DNA-Sequenzen.

4.2.3.3.2 Sequenzvergleich mit Keimbahn-V-Gen-Segmenten

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit allen Allelen von bekannten variablen Regionen von

humanen Immunglobulinen in der VBASE-Datenbank unter http://www.mrc-cpe-cam.ac.uk

(Tomlinson, 1996) und in der Datenbank IgBLLAST unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast

verglichen. Erhaltene V-, D- und J-Segmente wurden nochmals in HUSAR
(http://genome.dk{z-heidelberg.de/menu/biounit/tools_db.shtml#husar) mit der

Ausgangssequenz verglichen.

4.3 Funktionelle Untersuchung von APL am Beispiel von JGG9 (IgM) und
HLSB (IgG)

4.3.1 Bindung von APL an die humane Monozytenzelllinie Mono-Mac-6

4.3.1.1 Kaultivierung der Zelllinie Mono-Mac-6

Bei der humanen Monozytenzelllinie Mono-Mac-6 handelt es sich um eine leicht adhirent

wachsende Zelllinie. Sie wurde in RPMI 1640-Medium mit speziellen Supplementen fiir
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Mono-Mac-6 Zellen kultiviert:

RPMI 1640-Medium

10 % FCS

1 mM Oxalacetat

1 mM Natriumpyruvat

1 X MEM (nicht-essentielle Aminosiduren)
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

10 pg/ml bovines Insulin

2 mM Glutamin

Mono-Mac-6 Zellen wurden in einer Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml ausgesit und 3 bis
4 Tage bis zu einer Zelldichte von 4 — 6 x 10° Zellen/ml in 10 ml-Zellkulturschalen kultiviert.
Zum Umsetzen wurden die Zellen durch leichtes Klopfen auf den Boden der Zellkulturschale
gelost, mit Hilfe einer sterilen Pipette resuspendiert und in der oben angegebenen Dichte auf

neue Zellkulturschalen verteilt.

4.3.1.2 Cytospins mit Mono-Mac-6-Zellen

Da  Mono-Mac-6-Zellen nur leicht adhidrent wachsen, mussten sie  fiir
Immunfluoreszenzanalysen per Cytospin, also durch Zentrifugation, auf die Objekttriger
gebracht werden. Hierzu wurde eine Zellsuspension mit 5 x 10° Zellen/ml in speziell fir
Mono-Mac-6-Zellen supplementiertem RPMI 1640 (s.o.) bereitet. Objekttrdger wurden mit
speziellen Adaptoren zum Einfiillen der Zellsuspension und Filtern zum Absaugen der
tiberschiissigen Fliissigkeit wihrend des Zentrifugationsvorganges versehen. Je 200 pl
Zellsuspension wurde in die Adaptoren gefiillt. Die Zellen wurden 10 min bei 700 Upm auf
die Objekttrager zentrifugiert und anschlieBend wenige Minuten an der Luft getrocknet. Die
Zellen wurden sofort fixiert und entweder direkt weiter verwendet oder wenige Tage bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

4.3.1.3 Immunfluoreszenz-Analyse der Bindung von JGG9 (IgM) und HL5B (IgG) an
Mono-Mac-6

Die Fluoreszenzmikroskopie ist die derzeit wahrscheinlich effektivste Methode der

Lichtmikroskopie zur Lokalisierung von Proteinen innerhalb der Zelle. Ein Antikorper, der an
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eine zelluldre Struktur bindet, kann durch einen fluoreszenzmarkierten Antikorper oder —
wenn er biotinkonjugiert ist - liber fluoreszenzmarkiertes Streptavidin nachgewiesen werden,

um z.B. die Lokalisation des erkannten Antigens in der Zelle genauer zu charakterisieren.

4.3.1.3.1 Fixierungsmethoden

Die Fixierung von Zellen vor der Imnmunfluoreszenzfiarbung soll gewihrleisten, dass

a) das Antigen fixiert wird und damit ein Auswaschen des Antikorpers verhindert

wird,

b) der Antikorper durch Permeabilisierung der Zelle Zugang zu seinem Antigen hat,

c) das Antigen in einer Form erhalten wird, die fiir den Antikorper erkennbar ist,

d) die Zellstruktur aufrechterhalten wird.
Zur Fixierung stehen unterschiedliche Fixative zur Verfiigung. Organische Losungsmittel wie
Alkohol (z.B. Methanol) und Aceton 16sen hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb der
Proteinstruktur auf und fillen so Proteine aus (prizipitierende Fixative). Somit konnen jedoch
strukturelle Epitope zerstort werden. AuBerdem werden zelluldre Lipidmembranen durch
diese Fixative desintegriert, was besonders bei Immunfluoreszenzfarbungen mit APL
Auswirkungen beziiglich der Bindung zeigen kann, da Lipide, lipidbindende Proteine und
Komplexe aus beiden Antigene darstellen konnen.
So genannte quervernetzende Substanzen wie Paraformaldehyd, Formaldehyd und
Glutaraldehyd bilden intermolekulare Briicken zwischen den Proteinen aus. Der
Gewebekontext wird in der Regel besser erhalten. Dennoch konnen Epitope durch
Quervernetzung unzuginglich gemacht werden. Die Membran wird fiir den Antikdrper durch
die Behandlung mit quervernetzenden Substanzen nicht durchldssig gemacht, so dass eine

zusitzliche Behandlung mit nichtionischen Detergenzien notig ist.

Fixierung mit Paraformaldehyd

Mono-Mac-6-Zellen wurden durch Cytospin auf Objekttrager gebracht und 2 x mit PBS
gewaschen. AnschlieBend folgte die Fixierung mit 500 ul 3%-igem Paraformaldehyd fiir 10
min bei Raumtemperatur. Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen und fiir

Immunfluoreszenzfarbungen verwendet.

Fixierung mit Methanol
Mono-Mac-6-Zellen wurden durch Cytospin auf Objekttrager gebracht und 2 x mit PBS

gewaschen. Anschliefend wurden sie 5 min in einem Bad aus eiskaltem Methanol bei -20°C
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fixiert. Die Objekttrager wurden luftgetrocknet, 3 x mit PBS gewaschen und fiir weitere

Immunfluoreszenzfirbungen verwendet.

4.3.1.3.2 Immunfluoreszenzfirbung

Fixierte Mono-Mac-6-Zellen wurden 1 x mit PBS gewaschen und im Falle einer
Paraformaldehyd-Fixierung 5 min mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert. Die Zellen wurden
erneut 3 x mit PBS gewaschen und mit 10 % humanen Normalserum in PBS fiir 45 min
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen und vor allem Fc-Rezeptoren auf den Monozyten
zu blockieren. Die Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen. Es folgte eine Inkubation mit dem
Primirantikorper, d.h. dem jeweiligen APL (50 pg/ml) oder der entsprechenden Kontrolle (50
mg/ml) (Tabelle 4-7) fiir 45 min. Die Inkubation mit den entsprechenden FITC-gekoppelten
sekundédren Antikorpern (Tabelle 4-7) erfolgte fiir 45 min nach dreimaligem Waschen mit
PBS. Die Zellen wurden erneut 3 x mit PBS und 1 x mit Aqua bidest gewaschen und mit
Mowiol eingedeckelt.

Alternativ  erfolgte die Primédrantikorper-Inkubation mit 50 pg/ml biotinylierten
Primérantikorpern bzw. biotinylierten Kontrollen. Anstelle eines Sekundérantikorpers wurde

FITC-gekoppeltes Streptavidin (10 pg/ml) eingesetzt.

Tabelle 4-7: Sekundir- und Kontrollantikdrper zur Untersuchung einer moglichen Bindung von

APL an Monozyten

Primérantikorper Kontrolle Sekundirantikorper

HL5B (IgG-APL) IgG,lambda, polyclonal Anti-Human IgG-FITC,

50 pg/ml 50 pg/ml unterschiedliche Verdiinnungen
A9D2 (monoklonaler IgG-APL)
50 pg/ml

JGGY (IgM-APL) D9G10 (monoklonaler IgM- | Anti-Human IgM-FITC,

50 pg/ml APL) unterschiedliche Verdiinnungen
50 pg/ml

4.3.1.3.3 Mikroskopische Auswertungen

Die mikroskopischen Auswertungen wurden an einem Axioskop von Zeiss unter Verwendung

von Plan-NEOFLUTAR-Objektiven (40x, 20x, 10x) ausgefiihrt.
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4.3.2 Untersuchung der Bindung von HL.5B an Lysate aus stimulierten und nicht

stimulierten Mono-Mac-6 mittels Westernblot-Analyse

4.3.2.1 Stimulation von Mono-Mac-6 mit Lipopolysaccharid (LPS)

Mono-Mac-6 wurden mit einer Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in 10 ml-Zellkulturschalen
ausgesit und 12 h bei 37°C und einer 5 %-igen CO,-Sittigung im Brutschrank inkubiert. Die
Zellen wurden abzentrifugiert und in Stimulationsmedium (RPMI 1640 mit den fiir Mono-
Mac-6 iblichen Zusidtzen und 10 ng/ml LPS) resuspendiert und fiir weitere 6 h im
Brutschrank inkubiert. Uberpriift wurde die Stimulation durch die Bestimmung der
prokoagulanten Aktivitit der Monozyten im Kugelkoagulometer. Bei erfolgreicher
Stimulation wird der prokoagulante Oberflichenmarker Tissue Factor (TF) auf den
Monozyten induziert, was zu einer gesteigerten prokoagulanten Aktivitit der Zelle fiihrt.
Inkubiert man nun diese aktivierten Mono-Mac-6 Zellen mit humanem Zitratplasma, so
gerinnt dieses schneller als bei Inkubation mit nicht stimulierten Mono-Mac-6. Die
Gerinnungszeit kann man mit Hilfe eines Kugelkoagulometers, das durch ein in der Probe
rotierendes Metallkiigelchen die Bildung von Fibringerinnseln registriert, bestimmen.

Zur Uberpriifung der Stimulation wurden mit LPS versetzte Zellen zweimal mit eiskaltem
PBS gewaschen, in kaltem PBS resuspendiert (1 x 10’ Zellen/ml) und anschlieBend auf Eis
gehalten. Zur Bestimmung der prokoagulanten Aktivitdt wurden 100 ul Zellsuspension mit
100 pl humanem Zitratplasma gemischt. Dieses Gemisch wurde 3 min auf 37°C erwidrmt. Die
Gerinnungsreaktion im Zitratplasma wurde durch Zugabe von 100 ul 50 mM CaCl,-Losung
gestartet. Die Gerinnungszeit wurde im Kugelkoagulometer gemessen. Als Kontrolle wurden
Mono-Mac-6 verwendet, die nicht in Stimulationsmedium, sondern in RPMI 1640 mit den

Zusitzen fiur Mono-Mac-6-Zellen inkubiert wurden.

4.3.2.2 Herstellung von Mono-Mac-6-Lysaten

2,5 x 107 Zellen (stimuliert oder unstimuliert) wurden abzentrifugiert und in 250 ul frisch
angesetztem Solubilisierungspuffer (140 mM NaCl,, 10 mM Tris, 5 pg/ml Aprotinin, 250
pg/ml Trypsininhibitor, 0,5 % NP-40) resuspendiert. Der Solubilisierungsansatz wurde 30
min auf Eis inkubiert und anschliefend 10 min im Ultraschallbad behandelt. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt in der Mikrozentrifuge fiir 30 min bei 4°C und 13.000 Upm. Uberstand

und Pellet (Membranfraktion) wurden getrennt und in weiteren Untersuchungen eingesetzt.
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4.3.2.3 SDS-PAGE, Westernblot und immunchemischer Nachweis einer moglichen

Bindung von HLSB an Mono-Mac-6-Lysate

Die SDS-PAGE und der Westernblot wurden wie in den Kapiteln 4.1.7.1 und 4.2.2.1
beschrieben durchgefiihrt.

Zur Blockierung der Membran wurden zunichst unterschiedliche Blockierungsreagenzien
ausgetestet (TBST-Blotto, TBST 10 % humanes Normalserum, TBST 3% BSA); bei weiteren
Versuchen wurde TBST-Blotto wie in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben zum Absittigen
unspezifischer Bindungsstellen eingesetzt.

Der immunchemische Nachweis einer moglichen Bindung erfolgte mit HLS5B als
Primirantikorper und  Anti-Human IgG-AP  oder Anti-Human IgG-HRP als
Detektionsantikdrper. Die Substratreaktion erfolgte als Farbreaktion mit BCIP/NBT (bei
Verwendung des AP-markierten Sekundirantikorpers) oder als Chemilumineszenzreaktion
mit dem ECL Plus Western blotting Detektionsreagenz (bei Verwendung des HRP-markierten
Sekundirantikorpers).

Alternativ erfolgte die immunchemische Fiarbung mit biotinyliertem HL5B und Streptavidin-
AP oder Streptavidin-HRP. Fiir die Substratreaktion wurde BCIP/NBT oder das ECL Plus
Western blotting Detektionsreagenz verwendet.

Primérantikorper, Detektionsantikorper bzw. Streptavidin-Konjugate und die jeweiligen

Substrate sind in Tabelle 4-8 zusammengestellt.

Tabelle 4-8: Primirantikorper, Konjugate und Substrate zur Untersuchung einer moglichen
Bindung von HL5B an Monozyten im Westernblot.

APL Detektion Substrat

HL5B-Biotin (70 ng/ml) Streptavidin-AP (1:3000) BCIP/NBT

HL5B-Biotin (70 ng/ml) Streptavidin-HRP (1:5000) ECL

HL5B (70 ng/ml) Anti-Human IgG-AP (1:30.000) | BCIP/NBT

HL5B (7= ng/ml) Anti-Human IgG-HRP | ECL
(1:10.000)

Als Negativkontrolle wurden die Membranen jeweils anstelle des Primédrantikorpers (HLSB

oder HL5B-Biotin) mit TBST alleine behandelt.
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4.3.2.3.1 Chemilumineszenzreaktion zum Nachweis einer moglichen Bindung von

HLS5B an Mono-Mac-6-Lysate im Westernblot

Nach dem Proteintransfer auf die Membran und der Ponceau-Rot-Farbung wurde die
Membran zweimal kurz und anschlieBend 3 x 5 min in TBST gewaschen. Es folgte die
Inkubation mit dem Primérantikorper (siehe Tabelle 4-8) fiir 60 min bei Raumtemperatur oder
tiber Nacht bei 4°C. Die Membran wurde erneut zweimal kurz und 3 x 5 min mit TBST
gewaschen. Der Sekundirantikdrper bzw. das Streptavidin-HRP wurde in entsprechender
Verdiinnung fiir 60 min bei Raumtemperatur hinzugefiigt (siche Tabelle 4-8). Es schlossen
sich mehrere Waschschritte in TBST an: Die Membran wurde zweimal kurz und anschlieBend
einmal fiir 15 min und dreimal fiir 5 min in TBST gespiilt. Das ECL-Reagenz wurde auf
Raumtemperatur gebracht und im Verhiltnis 40:1 (Losung A : Losung B) gemischt.
Uberschiissiges TBST auf der Membran wurde beseitigt und die Membran mit dem
gemischten ECL-Reagenz betropft und in einen Autoklavierbeutel eingeschlossen. Nach einer
halben Stunde wurde die Membran erstmals fiir 15 s auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm ECL)
exponiert. Je nach Stéirke der Belichtung wurde sofort oder nach einigen Stunden ein weiterer
Rontgenfilm fiir eine gewiinschte Belichtungszeit aufgelegt. Die Entwicklung der

Rontgenfilme erfolgte durch einen Entwicklungsautomaten.

4.4 Etablierung einer Methode zur Kofaktorabhéngigkeit von APL

4.4.1 Isolierung der IgG-Fraktion aus humanem Serum

Die Isolierung von IgG aus humanem Serum erfolgte mit Vivapure Protein A Mini Spin
Séaulen. Protein A ist eine Komponente der Staphylococcus aureus-Zellwand und bindet, wie
Protein G, die Fc-Region unterschiedlicher IgGs (siehe Tabelle 4-9). Es liegt an eine
Membran gebunden vor. Die Vivapure Protein A Mini Spin Séulen sind fiir die Aufarbeitung
kleiner Probenvolumina unter Verwendung einer Mikrozentrifuge geeignet. In wenigen
aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten wird IgG aus der Probe bei neutralem bis
basischem pH an die Membran gebunden und durch einen pH-Wechsel zum sauren Milieu in
geringem Volumen eluiert.

Zur Isolierung der IgG-Fraktion aus humanem Serum wurden 20 pl Serum 1:20 in
Auftragspuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,4) verdiinnt. Die Membran wurde mit 400 pl
Aquilibrierungspuffer (=Auftragspuffer) durch Zentrifugation fiir 5 min bei 800 g #quilibriert.
400 pl Serum-Verdiinnung wurden aufgetragen und 7 min bei 400 g zentrifugiert. Der

Durchlauf wurde aufbewahrt. Die Membran wurde mit 400 pul Waschpuffer (=Auftragspuffer)

95



METHODEN

bei 800 g fiir 5 min gewaschen, die Waschfraktion wurde aufbewahrt. In einem Auffanggefil3
wurden 20 pl Neutralisationspuffer (2 M Tris-HCI, pH 9,0) vorgelegt. Die Elution erfolgte
mit 400 pl Elutionspuffer (0,1 M Glycin-HCI, pH 3,0) durch einen Zentrifugationsschritt fiir
5 min bei 800 g. Das Eluat wurde aufbewahrt.

Die IgG-haltigen Fraktionen wurden als IgG-Fraktion, die weiteren Fraktionen als IgG-freie

Fraktion vereinigt.

Tabelle 4-9: IgG-Subklassen und deren Affinitét zu Protein A

IgG-Subklasse (human) Protein A-Affinitéit
IgG1 ++++

IgG2 ++++

I1gG3 -

IgG4 ++++

4.4.2 Umpuffern und Konzentrierung der IgG-Fraktion mit Vivaspin 500-Séulen mit
einem MWCO von 10 kDa

Zum Umpuffern und Konzentrieren der isolierten IgG-Fraktion wurden Vivaspin 500-Séulen
(Vivascience, Hannover) mit einem MWCO von 10 kDa verwendet. Die Vivaspin 500-Siule
wurde mit 500 ul PBS durch 10-miniitiges Zentrifugieren bei 12.000 g gewaschen. Die 1gG-
Fraktion wurde auf die Sdule gegeben und 10 min bei 12.000 g zentrifugiert. Da das
Fassungsvermogen der Vivaspin 500-Zentrifugaleinheiten nur 500 pl betrdgt, wurde die IgG-
Fraktion (800 ul) in zwei Schritten aufgetragen. Die Probe wurde so weit als moglich
konzentriert. Zum Umpuffern wurde die konzentrierte IgG-Fraktion mit 500 ul
sterilfiltriertem PBS aufgefiillt und erneut 10 min bei 12.000 g zentrifugiert. Der Vorgang
wurde zweimal wiederholt. Abschliefend wurde die Probe so lange zentrifugiert, dass das
Volumen der IgG-Fraktion < 20 ul war. Das Konzentrat wurde entnommen und

gegebenenfalls mit PBS auf 20 pl (Ausgangsvolumen) aufgefiillt.

4.4.3 Uberpriifung des IgG-Gehaltes der IgG-Fraktionen und der IgG-freien
Fraktionen im IgG-ELISA

Der IgG-Gehalt der IgG-Fraktion und der IgG-freien Fraktion wurde im IgG-ELISA (Kapitel

4.1.3) gemessen und die Effizienz der IgG-Isolierung bestimmt.
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4.4.4 Darstellung der IgG-Fraktionen im Coomassie-gefirbten SDS-Polyacrylamidgel
Mit Hilfe der SDS-PAGE und der anschlieBenden kolloidalen Coomassie-Farbung wurde die
Reinheit der generierten IgG-Fraktion ermittelt. Die SDS-PAGE wurde wie in Kapitel
4.1.7.1.1 beschrieben durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der kolloidalen Coomassie-Firbung ist
in Kapitel 4.1.7.1.2 beschrieben.

4.4.5 Untersuchung der IgG-Fraktionen auf Kontaminationen mit den APL-
Kofaktoren B2GPI und Prothrombin

Im Westernblot wurde untersucht, ob die isolierten IgG-Fraktionen frei sind von
Proteinkofaktoren fiir APL, ndmlich B2GPI und Prothrombin. Die Durchfiihrung des
Westernblots und die anschlieBende immunchemische Férbung erfolgte wie im Kapitel

4.2.2.1 beschrieben. Als Primérantikorper fungierten

fiir B2GPI: Polyklonaler Kaninchen-Antikdrper gegen Apolipoprotein H

fiir Prothrombin: Schaf Anti-Human Prothrombin

Als Sekundirantikorper wurden mit Alkalischer Phosphatase markierte Anti-Schaf bzw. Anti-

Kaninchen-Antikorper verwendet.

4.5 B-1/B-2-Zellen

4.5.1 Isolierung von mononukleiren Zellen (PBMC) aus buffy coat

Die Isolierung von PBMCs aus buffy coat wurde analog zur im Kapitel 4.1.1.2 beschriebenen

Methode durchgefiihrt.

4.5.2 Anreicherung von B-Zellen durch Depletion von T-Zellen iiber magnetische
Zellseparation

Nach der Isolation von PBMCs wurden diese iiber Nacht in Zellkulturflaschen im

Brutschrank inkubiert, um in der Zellsuspension enthaltenen Monozyten die Moglichkeit zur

Adhision an den Boden der Zellkulturflasche zu geben. Am néchsten Tag wurden die
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Suspensionszellen abgenommen und in einer magnetischen Zellseparation mit dem
MidiMACS-System von Miltenyi eingesetzt. Durch die Verwendung von Magnetkiigelchen,
die mit einem Anti-CD3-Antikorper gegen den T-Zell-Oberflichenmarker CD3 beschichtet
sind, konnen T-Zellen aus der Zellsuspension entfernt und damit B-Zellen angereichert
werden.

1 x 10’ Suspensionszellen wurden pelletiert und mit 80 ul MidiMACS-Puffer (PBS, 2 mM
EDTA, 0,5 % BSA) resuspendiert. 20 ul CD3-Microbeads (Magnetkiigelchen) wurden
zugegeben. Der Ansatz wurde fiir 15 min bei 4°C inkubiert und anschlieBend mit dem
zwanzigfachen Volumen an MidiMACS-Puffer aufgefiillt. Er wurde fiir 5 min bei 3000 Upm
in der Mikrozentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, wihrend der
Niederschlag in 500 pul MidiMACS-Puffer resuspendiert wurde.

Eine LS*-Sdule wurde im Magnetfeld des MACS-Separators platziert und mit 3 ml
MidiMACS-Puffer gespiilt. Die Zellsuspension wurde auf die Sédule aufgetragen, der
Durchlauf wurde aufgefangen. Die Sédule wurde mit 12 ml MidiMACS-Puffer gespiilt, wobei
der Durchlauf erneut aufgefangen und mit dem vorherigen Durchlauf vereinigt wurde. Die
Durchlidufe wurden abzentrifugiert, um die enthaltenen CD3-negativen Zellen zu pelletieren.

Die Zellen wurden in RPMI 10 % FCS aufgenommen.

Kontrollfirbung zur Uberpriifung der B-Zellanreicherung:

Die CD3-depletierten Zellen wurden einer Kontrollfirbung gegen CD5 und dem T-Zell-
Oberflichenmarker CD3 oder den B-Zell-Oberflachenmarker CD19 unterzogen. Folgende

Férbeansitze wurden gemacht:

1) CD3-FITC/CD19-PE
2) CDS5-FITC/CD3-PE
3) CDS5-FITC/CD19-PE

Pro Ansatz wurden 5 x 10° Zellen mit 100 ul DPBS versetzt und je 20 pl FITC- und PE-
markierte Antikorper zugegeben. Die Bindung erfolgte bei Raumtemperatur fiir 15 min. Die
Zellen wurden abzentrifugiert, in 1 ml DPBS resuspendiert und bis zum Einsatz in der
Durchflusszytometrie (wenige Minuten) auf Eis gehalten. Im Durchflusszytometer (Epics XL,

BeckmanCoulter) wurden die Zellpopulationen visualisiert.
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4.5.3 Firbung der B-1-Zellen durch CD19/CDS-Firbung und fluoreszenzaktivierte
Zellsortierung (FACS)

Angereicherte B-Zellen oder Gesamt-Suspensionszellen aus PBMCs wurden mit
fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern gegen die Oberflachenantigene CDS und CD19 gefirbt.
Dazu wurden pro 5 x 10° Zellen 100 ul DPBS und je 20 ul CD5-FITC und CD19-PE
gemischt. Alternativ wurden Féarbungen mit CDS5-PE und CDI19-FITC durchgefiihrt. Die
Zellen wurden 15 min bei Raumtemperatur mit den Antikorpern inkubiert. AnschlieBend
wurde 1 ml DPBS zugegeben und die Zellen bis zur Sortierung auf Eis gehalten. Ungeférbte
Zellen aus dem gleichen Ansatz (angereicherte B-Zellen oder Gesamt-Suspensionszellen)
dienten als Kontrollzellen.

Die Sortierung wurde mit dem Epics®ALTRATM (BeckmanCoulter) durchgefiihrt.

4.5.4 Untersuchung der Abhiingigkeit der CDS-Expression von der Stimulierung der
B-Zellen

Um die Auswirkung einer Stimulierung von B-Zellen auf deren CD5-Expression zu
untersuchen, wurden B-Zellen mit PHA stimuliert wund anschlieBend mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen CD69, einem Aktivierungsmarker fiir B-Zellen,

CD19 (B-Zell-Marker) und dem zu untersuchenden Oberfichenmarker CD5 gefirbt.

4.54.1 Stimulierung der B-Zellen

Nach der Isolation von PBMCs wurden diese iiber Nacht in Zellkulturflaschen im
Brutschrank inkubiert, um in der Zellsuspension enthaltenen Monozyten die Moglichkeit zur
Adhision an den Boden der Zellkulturflasche zu geben. Am néchsten Tag wurden die
Suspensionszellen abgenommen und fiir Stimulationsversuche mit PHA verwendet. Die
Suspensionszellen wurden mit DPBS gewaschen, in Stimulationsmedium resuspendiert und

tiber Nacht im Brutschrank inkubiert:

RPMI 1640-Medium

10 % FCS

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin

2 pg/ul PHA
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Die Zellen wurden am néchsten Tag geerntet und weiteren Untersuchungen zur Stimulierung

und deren Auswirkungen unterzogen.

4.5.4.2 Firbung von stimulierten und nicht stimulierten B-Zellen mit Antikérpern
gegen CD69, CD5 und CD19

Je 5 x 10° Zellen wurden einer Doppelfiarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern gegen

CD69, CDS5 und CD19 unterzogen. Dazu wurden die Zellen in 100 ul DPBS mit

a) 20 ul CD69-PE und

20 ul CD19-FITC oder mit
b) 20 ul CD5-PE und
20 ul CD19-FITC gemischt.

Es schloss sich eine 15-miniitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur an. Anschlieend
wurde pro Ansatz 1 ml DPBS zugegeben. Die gefarbten Zellen wurden bis zur Verwendung

im Durchflusszytometer (Epics XL, BeckmanCoulter) fiir wenige Minuten auf Eis gehalten.

4.5.5 Kaultivierung der B-1-Zellen

Sortierte CD5" CD19" B-1-Zellen wurden direkt nach der Isolierung durch FACS im
Epics®ALTRATM (BeckmanCoulter) in einer Zelldichte von 3 x 10° Zellen/ml (in RPMI 10%
FCS) mit zwei Teilen EBV-haltigem B95-6 Zellkulturiiberstand pro einem Teil
Zellsuspension versetzt und in 96-Loch-Zellkulturplatten ausgesit. Am folgenden Tag wurde
ein Mediumwechsel mit PHA (2 pg/ml) und CSA (1 pg/ml) versehenem Medium
durchgefiihrt. Die Zellen wurden expandiert und beim Erreichen einer Zellzahl > 2,5 x 10°

Zellen mit der Heteromyelomzelllinie CB-F7 durch Elektrofusion fusioniert.
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S Ergebnisse

5.1 Gewinnung humaner Antiphospholipidantikorper produzierender
Hybridomzelllinien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten zwei APL produzierende monoklonale
Hybridomzelllinien generiert werden (JGG9 und HVA?2). Eine dritte wurde im Rahmen der
experimentellen Arbeiten zu einer anderen Doktorarbeit etabliert (Viola Ochsenhirt) und in
der vorliegenden Arbeit auf serumfreie Kulturbedingungen umgestellt. Der zugehorige

Antikorper wurde strukturell charakterisiert (HLC9).

5.1.1 Etablierung der Hybridomzelllinien JGG9, HVA2 und HLC9

Wihrend die Zelllinie JGGY iiber PEG-Fusion und ,.Limited-Dilution*-Klonierung aus B-
Zellen der Patientin JG etabliert wurde, wurden die Zelllinien HVA2 und HLC9 durch
Elektrofusion aus B-Zellen der Patienten HV bzw. HL generiert. Fusionspartner war in allen
drei Fillen die Heteromyelomzelllinie CB-F7. Die Hybridomzelllinien weisen hinsichtlich
ihrer Morphologie Unterschiede auf: Bei JGG9 handelt es sich um eine Suspensionszelllinie
aus runden Zellklonen, die ein fiir viele Hybridomzellen typisches traubenférmiges klonales
Wachstum aufweist. HVA2 wichst locker adhidrent und ldsst sich durch leichtes Klopfen
gegen den Zellkulturflaschenboden ablosen. Bei HLC9 handelt es sich um adhérent
wachsende Zellen, die sich nicht durch leichtes Klopfen an den Zellkulturflaschenboden 16sen
lassen, sondern zum Umsetzen mit Hilfe eines Zellschabers oder durch Einsatz von Trypsin-
EDTA aus der Kulturflasche gelost werden miissen.

In 17 — 24-tdgigen Wachstumsversuchen wurde das Wachstumsverhalten der Hybridome
genauer charakterisiert. Frisch aufgetaute Zellen wurden alle 2 — 5 Tage umgesetzt und dabei
auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Vor jeder Subkultivierung wurde die
erreichte Zellzahl und, mittels Ausschlussfirbung durch Trypanblau, die Vitalitit der Zellen

bestimmt.

Der Wachstumsversuch zeigte, dass frisch aufgetaute JGG9-Zellen sich in durchschnittlich
3,42 Tagen etwa verdreifachen: Ausgehend von einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml konnte
nach entsprechender Kultivierungszeit eine durchschnittliche Zellzahl von 3,43 x 10°

Zellen/ml ermittelt werden (Abbildung 5-1 A). Die Streuung der Einzelwerte der
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Zellzahlbestimmungen und auch Beobachtungen auBlerhalb des Wachstumsversuches zeigen
hohe Variabilitit der Wachstumsrate, die tendenziell mit lingeren Kultivierungszeiten
abnimmt.

Die durchschnittliche von JGG9 in RPMI 10% FCS innerhalb von 3 Tagen produzierte IgM-
Konzentration betrug 930 ng/ml (+ 540 ng/ml).

Bei HVA?2 stieg die Zellzahl in durchschnittlich 3,29 Tagen Kultivierungszeit von 1 x 10°
Zellen/ml auf durchschnittlich 5,58 x 10° Zellen/ml (Abbildung 5-1 B). Wie auch bei JGG9
findet sich eine recht breite Streuung der nach entsprechender Subkultivierung erreichten
Zellzahl.

Die durchschnittliche von HVA2 produzierte IgM-Konzentration innerhalb von 3 Tagen

Kultivierungszeit in RPMI 10% FCS betrug 333 ng/ml (£132 ng/ml).

Fir HLCO zeigte sich ein Anstieg der Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml auf 3,73 x 10° Zellen/ml
in durchschnittlich 3,43 Tagen (Abbildung 5-1 C).

Die von HLC9 durchschnittlich in 3 Tagen produzierte IgM-Konzentration betragt 1,31 pg/ml
(* 0,52 pg/ml).

Bei allen Hybridomen fiel auf, dass die Wachstumsrate gegen Ende der Wachstumsversuche

deutlich zuriickging.

5.1.2 Kaultivierung von humanen Hybridomen unter serumfreien Bedingungen

In einem Vorversuch wurden verschiedene serumfreie Medien und FCS-Ersatzmedien auf
ihre Verwendbarkeit zur serumfreien Kultur von JGG9 getestet. Die Umstellung erfolgte

parallel direkt und sequentiell iiber etwa 8 Tage hinweg (Tabelle 5-1).
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Abbildung 5-1: Kultivierung A) JGG9 - Durchschnittliche Zellzahl nach durchschnittlich 3,42
Tagen Kultivierungszeit. B) HVA2 — Durchschnittliche Zellzahl durchschnittlich 3,29 Tagen
Kultivierungszeit und C) HLC9 — Durchschnittliche Kultivierungszeit nach durchschnittlich 3,43

Tagen Kultivierungszeit.
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Medium | RPMI 10 % | RPMI 5% Sea | 1 Teil | Hybridoma 1 Teil | Hybridoma- 1 Teil | UltraDOMA
FCS Growth Hybridoma Express- Hybridoma- Medium UltraDOMA
Express- Medium Medium (Sigma) + 1 Teil
Medium + 1 (Sigma) + 1 RPMI 10 %
Teil RPMI 10 Teil RPMI 10 FCS
Tag % FCS % FCS
0 100 100 100 100 100 100 100 100
2 70 52 64 50 73 60 84 62
5 77 0 15 68 78 4 87 44
8 74 -- 1 67 79 0 85 0
! !
3 Teile 3 Teile
Hybridoma- UltraDOMA
Medium (Sigma) +
(Sigma) + 1 Teil RPMI
1 Teil RPMI 10% FCS
10% FCS
X - -
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Tabelle 5-1: Direkte und sequentielle Umstellung der Kultur von JGG9 von serumhaltigen auf serumfreie Bedingungen.
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Acht verschiedene Ansitze wurden gemacht:

1) RPMI 10% FCS (Ausgangsmedium) = Kontrolle

2) RPMI 5% Sea Growth

3) 1 Teil RPMI 10% FCS + 1 Teil Hybridoma Express

4) Hybridoma Express

5)1 Teil RPMI 10% FCS + 1 Teil Hybridoma-Medium (Sigma)
6) Hybridoma-Medium (Sigma)

7) 1 Teil RPMI 10% FCS + 1 Teil UltraDOMA™

8) UltraDOMA™

Am Tag 0 wurden jeweils 1 x 10° Zellen/ml von RPMI 10% FCS in das entsprechende
Medium umgesetzt. An Tag 2, 5 und 8 wurde die Vitalitit der Zellen bestimmt und jeweils
wieder 1 x 10° Zellen/ml in frisches Medium gesetzt.

Die Vitalitit der Zellen im Kontrollmedium RPMI 10% FCS lag von Tag 2 — 8 bei
durchschnittlich 74 %. Durch Substitution von FCS mit Sea Growth (5%) halbierte sich die
Zahl der lebenden Zellen innerhalb des ersten Kultivierungszyklus. Nach erneutem Umsetzen
in RPMI 5% Sea Growth und dreitdgiger Kultivierung waren keine lebenden Zellen mehr
vorhanden.

Sequentielles Umsetzen von JGGY9 von RPMI 10% FCS in Hybridoma Express-Medium
(zunichst 50 % Hybridoma Express) fiihrte zu einer stetigen Abnahme der Vitalitit bis hin zu
1 % an Tag 8.

Direktes Umsetzen in Hybridoma Express fiihrte zunidchst zu einer Abnahme der Vitalitdt auf
50 %. Im weiteren Kultivierungsverlauf erholten sich die Zellen jedoch wieder und es konnte
eine Vitalitit von 68 % bzw. 67 % erreicht werden.

Direkte Umgewdhnung von JGG9 von Kultivierung in RPMI 10% FCS auf Kultivierung in
Hybridoma-Medium von Sigma oder auf UltraDOMA™ fiihrte zu einer zunehmenden
Abnahme der Lebendzellzahl bis hin zu 0 % Vitalitéit an Tag 8.

Sequentielle Umstellung auf Hybridoma-Medium von Sigma und UltraDOMA™ war
erfolgreich fiir den ersten Umsetzungsschritt (50 % Hybridoma-Medium bzw. 50%
UltraDOMA™ mit RPMI): 79 % Vitalitiit konnte an Tag 8 fiir Hybridoma-Medium bestimmt
werden, 75% fiir UltraDOMA™. Daraufhin wurden die Zellen in ein Mediumgemisch aus
jeweils 3 Teilen Hybridoma-Medium (Sigma) bzw. UltraDOMA™ und je einem Teil RPMI

10% FCS umgesetzt. Nach drei Tagen Kultivierung in dem jeweiligen Mediumgemisch
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konnte in dem Hybridoma-Medium/RPMI-Gemisch keine lebende Zelle mehr detektiert
werden. Die Zellvitalitit im UltraDOMA™-Medium ging auf 40 % zuriick.
Fiir weitere, differenziertere Umstellungsversuche wurde das direkte Umsetzen von RPMI

10% FCS in Hybridoma Express-Medium gewihlt.

5.1.2.1 Umstellung der Kultur von JGG9 auf serumfreie Bedingungen
Die Kulturbedingungen von JGG9 wurden durch direktes Umsetzen von RPMI 10% FCS in

Hybridoma Express-Medium auf serumfreie Bedingungen umgestellt. Hierzu wurden JGG9-
Hybridome 24 Tage lang parallel in RPMI 10% FCS und in Hybridoma Express kultiviert.
Die Zellen wurden in RPMI 10% FCS aufgetaut. Nach zwei bis drei Tagen wurden sie in
frisches RPMI 10% FCS umgesetzt, wobel eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen/ml eingesetzt
wurde. Die Zellen wurden weitere zwei bis drei Tage kultiviert und anschlieBend (Tag 0)
gezihlt und zu je 1 x 10° Zellen/ml] alternativ in RPMI 10% FCS oder in Hybridoma Express-
Medium tiberfiihrt. Im Zellkulturiiberstand wurde die IlgM-Konzentration mittels IgM-ELISA
gemessen. An Tag 3, 7, 9, 12, 17, 20 und 24 wurden die Zellen geerntet. Aus den
Zellkulturiiberstanden wurde die [gM-Konzentration bestimmt (nicht von Tag 17 und 24). Die
Zellen wurden gezihlt und die Vitalitit bestimmt (Trypanblau-Firbung). Je 1 x 10° Zellen/ml

wurden in frisches Medium iiberfiihrt und weiterkultiviert.

Die Zellzahl und Vitalitit sind in beiden Medien etwa gleich, oft ist beides im serumfreien
Milieu etwas geringer (Abbildung 5-2 A wund B). Deutlich geringer ist die
Antikorperproduktion in Hybridoma Express (Abbildung 5-2 C). Wihrend in RPMI 10 %
FCS Durchschnittswerte von 0,93 ug/ml bei etwa dreitigiger Kultivierungsdauer erreicht
werden, liegt die Antikorperkonzentration im serumfreien Hybridoma Express bei gleicher
Kultivierungsdauer mit 0,38 pug/ml deutlich unter diesem Wert. Die Umstellung von JGG9
von serumhaltigem auf serumfreies Medium ist also bei gleicher Vitalitit und gleichem

Wachstumsverhalten, aber bei deutlich geringerer Antikdrperproduktion moglich.
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Abbildung 5-2: Umstellung der Kultur von JGG9 von serumhaltigen auf serumfreie
Bedingungen. A) Zellzahl; B) Vitalitiat; C) IgM-Konzentration im Zellkulturiiberstand nach
unterschiedlichen Kultivierungszeiten

5.1.2.2 Umstellung der Kultur von HLC9 auf serumfreie Bedingungen
Wie bei JGGY wurde HLC9 durch direktes Umsetzen von RPMI 10% FCS in Hybridoma

Express-Medium von der Kultur mit serumhaltigen auf Kultur mit serumfreiem Medium

umgestellt. Die Umstellung erfolgte analog zur Umstellung der Kulturbedingungen von

JGGO.
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Nach einem Einbruch sowohl in der Vermehrung der Zellen als auch in der Vitalitit an Tag 7,
9 und 12 bei Verwendung von Hybridoma Express-Medium kam es im weiteren
Kultivierungsverlauf zu anndhernd gleichen Werten fiir in RPMI 10% FCS und in Hybridoma
Express-Medium kultivierten HLC9-Hybridomen (Abbildung 5-3 A und B).
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Abbildung 5-3: Umstellung der Kultur von HLC9 von serumbhaltigen auf serumfreie
Kulturbedingungen. A) Zellzahl; B) Vitalitit; C) IgM-Konzentration im Zellkulturiiberstand nach
unterschiedlichen Subkultivierungszeiten
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Wie auch bei JGG9 fithrt Verwendung des serumfreien Mediums zu einer Reduktion der
Antikorperproduktion. Wihrend HLC9 in RPMI 10% FCS durchschnittlich 1,31 pg/ml IgM
produziert, sinken die Werte bei Kultivierung in serumfreiem Hybridoma Express auf
durchschnittlich 0,25 pg/ml (bei jeweils gleicher Kultivierungszeit von im Mittel 3 Tagen).
Wieder ist eine Umstellung auf serumfreie Kultur bei deutlich eingeschrinkter

Antikorperausbeute moglich.

5.1.2.3 Umstellung der Kultur von HVA2 auf serumfreie Bedingungen

Im Rahmen der Doktorarbeit konnte die Kultur von HVA2 in serumfreiem Medium nicht

erreicht werden.

5.1.3 ,High Density‘‘-Kultivierung von JGG9 und HLC9

Vor dem Hintergrund der geringen Antikorperproduktion in serumfreiem Medium wurden
JGGY und HLCY in der Integra-CELLine kultiviert. Das CELLine-System ermoglicht die
Kultur von Hybridomen zur Produktion von héheren Antikdrper-Konzentrationen.
Wochentlich wurden Zellkulturiiberstinde zur Antikorpergewinnung entnommen. Die
produzierten IgM-Konzentrationen lagen fiir HLC9 wie fiir JGG9 bei durchschnittlich 150
pg/ml.

5.1.4 Zusammenfassung

Es konnten im Rahmen der Doktorarbeit drei monoklonale Zelllinien generiert und
hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens charakterisiert werden: HVA?2 und HLC9 wurden aus
B-Zellen von minnlichen Patienten mit primidrem APS generiert, JGGY geht auf B-Zellen von
einer weiblichen Patientin mit sekundidrem APS (assoziiert mit SLE) zuriick.

Die generierten Zelllinien weisen unterschiedliche Morphologien und
Wachstumseigenschaften auf: Wihrend JGG9 traubenférmig in Suspension wichst, zeichnet
sich HLC9 durch ein adhédrentes Wachstum aus. Die Wachstumsraten aller Zelllinien zeigen
eine hohe Variabilitit mit einer Tendenz zu geringeren Wachstumsraten bei ldngeren
Kultivierungszeiten.

JGGY und HLCY9 konnten durch direktes Umsetzen auf serumfreie Kulturbedingungen
(Hybridoma Express) umgestellt werden. Wihrend die Umstellung der Kulturbedingungen

keine Auswirkung auf die Vitalitit und das Wachstumsverhalten der Zellen zeigte, verringerte
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sich die Antikorper-Produktion deutlich, bei JGG9 von 930 ng/ml auf 380 ng/ml (in drei
Tagen) und bei HLC9 von 1,31 pg/ml auf 0,25 pg/ml. Serumfreie Kultur von HVA?2 konnte
nicht erzielt werden.

Unter Einsatz des ,,high density*“-Kultursystems ,,CELLine‘ konnte die Antikdrperproduktion
auf durchschnittlich 150 pg/ml in 7 Tagen gesteigert werden.

5.2 Strukturelle Charakterisierung monoklonaler APL

5.2.1 Identifizierung von Phospholipid-Bindungspartnern der humanen monoklonalen
APL JGGY9, HVA2 und HLC9

Die Bindung von JGG9, HLC9 und HVA2 an unterschiedliche Phospholipide (Cardiolipin,
Phosphatidylserin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylinositol, Phosphatidylcholin und
Sphingomyelin) und B2-Glykoprotein I als phospholipidbindendes Protein wurde mit Hilfe
des Aeskulisa Phospholipid-8Pro-M-ELISAs der Firma Aesku.Diagnostics untersucht. Acht
unterschiedliche Kavititen einer Mikrotiterplatte sind in diesem Testsystem einzeln mit den
entsprechenden Phospholipiden, B2GPI oder einem Komplex aus B2GPI und Cardiolipin
beschichtet. Getestet wurden jeweils unverdiinnte Zellkulturiiberstinde aus der ,,Jow density*-
Kultur (in RPMI 10% FCS). Die Antikorperkonzentrationen der jeweiligen Uberstinde
wurden vor dem Einsatz im  Aeskulisa Phospholipid-8Pro-M-ELISA nicht gesondert
ermittelt, und entsprechen etwa den fiir JGG9, HLC9 und HVA?2 oben beschriebenen Werten
(930 ng/ml fiir JGGY, 333 ng/ml fiir HVA2 und 1,31 pg/ml fiir HLC9).

JGG9

1,5 O Negativkontrolle
1 mJGG9

OD 450

Abbildung 5-4: Bindungsprofil von JGG9
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JGGY bindet an den B2GPI/Cardiolipin-Komplex und sehr schwach an B2GPI alleine.
Cardiolipin wird bei Fehlen des Proteinkofaktors nicht erkannt. Andere Phospholipide
werden, zumindest bei Abwesenheit eines Proteinkofaktors, nicht gebunden.

JGGY prisentiert sich daher als 2GPI-abhéngiger Cardiolipinantikorper (Abbildung 5-4).

HVA2

2,5

1,5 4 O Negativkontrolle

0D450

1] m HVA2

Abbildung 5-5: Bindungsprofil von HVA2

Das Bindungsprofil von HVA2 zeigt Bindung an alle getesteten Phospholipide und an den
B32GPI/Cardiolipin-Komplex. B2GPI wird ohne Cardiolipin nicht gebunden. Fiir die Bindung
an den B2GPI/Cardiolipin-Komplex ist nicht eindeutig zu sagen, ob sie spezifisch fiir den
Komplex ist, oder aber durch die Bindung des Antikorpers an Cardiolipin vermittelt wird.
HVA2 zeigt ein typisches Bindungsprofil eines kofaktorunabhingigen, oder zumindest

32GPI-unabhingigen, polyspezifischen APL (Abbildung 5-5).

Wie HVA2 weist auch HLC9 das Bindungsprofil eines kofaktorunabhingigen APL auf.
Wihrend B2GPI alleine nicht gebunden wird, zeigt sich eine Affinitit des Antikorpers zu
allen untersuchten Phospholipiden und zum B2GPI/Cardiolipin-Komplex. Bei letzterer
Bindung ist wie bei HVAZ2 nicht eindeutig festzulegen, wodurch die Bindung vermittelt wird
und ob die Bindung spezifisch fiir den Komplex und den damit gegebenen Konformationen
der einzelnen Molekiile ist, oder ob es sich um eine von B2GPI nicht beeinflusste Bindung an

den Lipidanteil des Komplexes handelt (Abbildung 5-6).
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HLC9
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Abbildung 5-6: Bindungsprofil von HLC9

5.2.2 Identifizierung der schweren und leichten Kette von JGG9 mit Hilfe der
Westernblot-Technologie

Um Informationen dariiber zu erhalten, welche schweren und leichten Ketten bei JGG9
vorliegen, wurde der sezernierte Antikorper einer reduzierenden und denaturierenden SDS-
Gelelektrophorese unterzogen und mittels Westernblot-Transfer-Technik auf eine
Nitrocellulose-Membran iibertragen. Eine immunchemische Fiarbung unter Verwendung von
u-, Y-, k— und A-spezifischen Erstantikérpern und AP-konjugierten Zweitantikérpern schloss
sich an. Die Substratreaktion erfolgte mit dem BCIP/NBT-Reagenz.

Die verwendeten Polyacrylamidgele enthielten 10 % Polyacrylamid.
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Abbildung 5-7: JGGY9, Serum und IgG-Standard wurden nach SDS-PAGE auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet. Die Detektion erfolgte mit A) Ziege Anti-Human IgM, Fcs,
Fragment spezifisch (1. Antikorper) und Anti-Ziege-AP (2. Antikorper), B) Ziege Anti-Human
IgG, Fc, Fragment spezifisch (1. Antikorper) und Anti-Ziege-AP (2. Antikorper), C) Maus Anti-
A-Kette (1. Antikorper) und Anti-Maus-AP (2. Antikérper) und D) Maus Anti-k-Kette (1.
Antikorper) und Anti-Maus-AP (2. Antikorper). A) und D) zeigen spezifische Banden fiir JGG9,
d.h. JGGY vertiigt iiber eine p-Kette als schwere Kette und eine k-Kette als leichte Kette.

Als Positivkontrolle diente humanes Serum, das sowohl IgM als auch IgG enthilt, beides in
Kombination mit k- und A-Ketten. Verwendet wurde Serum mit einer bekannten IgM-
Konzentration (414 pg/ml). Vom unverdiinnten Serum wurden 0,5 ul auf das Gel aufgetragen,
also 200 ng IgM. Von der 1:100-Verdiinnung des Serums wurde 10 pl pro Spur auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Dies entspricht einer IgM-Menge von 41,4 ng, also etwa ein
Fiinftel der IgM-Menge, die als unverdiinntes Serum aufgetragen wurde. Die genaue IgG-
Konzentration des verwendeten Serums war nicht bekannt, lag aber im Normbereich fiir

humanes Serum. Die durchschnittliche IgG-Konzentration in humanem Serum betrdgt 10

113



ERGEBNISSE

mg/ml, d.h. es wurden 5 pg respektive 1 ug IgG auf die entsprechenden Spuren aufgetragen.
Detektion mit allen verwendeten Erstantikorpern sollte zu positiven Signalen im Westernblot
fiihren.

Als weitere Kontrolle diente ein IgG-Standard (IgG Reagent Grade) mit bekannter IgG-
Konzentration von 1 pg/ul. Hiervon wurde pro Spur 1 pl, also 1 pg verwendet. Der IgG-
Standard enthilt angereichertes IgG mit einer K-Leichtkette. Durch den Einsatz des Fc,-
spezifischen und des K-spezifischen Erstantikorpers sollten Banden in Hohe der schweren
Kette (fiir y) und der leichten Kette (fiir ) sichtbar werden. Verwendung des p-Ketten-
spezifischen Antikorpers bzw. des A-Ketten-spezifischen Antikorpers sollte keine Reaktion in
den entsprechenden IgG-Standard enthaltenen Spuren zur Folge haben.

JGGY wurde als Konzentrat aus serumfreien Zellkulturiiberstand und als nicht konzentrierter
serumfreier Zellkulturiiberstand in der SDS-PAGE und dem darauf folgenden Westernblot
eingesetzt. Das Konzentrat wurde mit Hilfe von Vivaspin 4-Konzentratoren erzeugt und weist
eine IgM-Konzentration von 160 ng/ul auf. Pro Spur im Polyacrylamidgel wurden 320 ng
JGGY aufgetragen. Die IgM-Konzentration des nicht konzentrierten Zellkulturiiberstandes lag
bei 2 upg/ml. Pro Spur wurden 20 ng JGGY9 in Form von nicht konzentriertem

Zellkulturiiberstand eingesetzt.

Humanes Serum (Kontrolle):

Einsatz von allen Detektionsantikorpern fiihrte zu entsprechenden Banden im Westernblot.
Die schwere u-Kette zeigt sich durch Nachweis mit dem Ziege Anti-Human IgM, Fcs,-
Antikorper mit einem Molekulargewicht von etwa 90 kDa. Das IgM-Pentamer weist ein
Molekulargewicht von 970 kDa auf, wobei es aus 5 IgM-Monomeren und einer 15 kDa-J-
Kette zusammengesetzt ist. Ein [gM-Monomer hat also ein Molekulargewicht von 191 kDa.
Je 25 kDa davon beziehen sich auf die leichten Ketten, so dass jede u-Kette rechnerisch ein
Molekulargewicht von 70,5 kDa aufweist. Die unterschiedliche Grof3e von p- und y-Ketten ist
auf eine C-terminale Extension von 18 Aminosduren in der konstanten Region der p-Ketten
zuriickzufithren. Wéhrend y-Ketten jeweils nur ein N-glykosyliertes Kohlenhydrat tragen, ist
die hohere Glykosylierung der u-Ketten (5 Glykosylierungen pro Kette) fiir das Laufverhalten
der p-Kette in der SDS-PAGE verantwortlich, das die schwere Kette des IgM-Molekiils
ungefédhr auf der Hohe des 91 kDa-Marker-Proteins zeigt (Abbildung 5-7 C).

Die y-Kette konnte mit Hilfe des Ziege Anti-Human IgG, Fc,-Fragment-spezifischen
Antikorpers nachgewiesen werden (Abbildung 5-7 B). Die detektierten Banden laufen knapp
oberhalb des 49,9 kDa-Markers in der erwarteten Hohe.
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Beide leichten Ketten (k und A) konnten in dem verwendeten Serum mit Hilfe der
entsprechenden Erstantikorper nachgewiesen werden (Abbildung 5-7 C und D). Die Position
der Banden zwischen der 20,4 kDa- und der 35,1 kDa-Markierung entspricht dem erwarteten
Molekulargewicht von 25 kDa fiir leichte Ketten.

In humanem Serum als Positivkontrolle konnte die Funktionalitit der Erst- und
Zweitantikorper durch spezifische Detektion der p-, y—, k— und A-Ketten nachgewiesen

werden.

IgG-Standard:

Durch den Fcy—spezifischen Detektionsantikorper und den Maus Anti-k-Antikorper konnten
schwere und leichte Ketten des IgG-Standards im Westernblot nachgewiesen werden. y- und
k-Kette wurden in der erwarteten Hohe von 50 kDa (Abbildung 5-7 B) bzw. 25 kDa
(Abbildung 5-7 D) detektiert. Der Einsatz von Fcsy-spezifischen und A-spezifischen

Erstantikorpern fiihrte zu keinem Signal, was die Spezifitidt dieser Antikorper fiir ihr Antigen

unterstreicht (Abbildung 5-7 A und C).

JGGO:

Sowohl in der konzentrierten JGG9-Fraktion als auch in dem JGGY9-haltigem
Zellkulturiiberstand konnte mit Hilfe des Fcs,-spezifischen Detektionsantikorpers ein
deutliches Signal bei 90 kDa dargestellt werden (Abbildung 5-7 A). Die Zugehdrigkeit von
JGGY zu den Antikorpern der IgM-Klasse, die auf Ebene der mRNA bzw. der daraus
resultierenden cDNA durch OneStep-RT-PCR und Sequenzierung ermittelt wurde, konnte
durch Westernblotting und den immunchemischen Nachweis des exprimierten Proteins
bestétigt werden. Kein y-spezifisches Signal wurde ermittelt (Abbildung 5-7 B).

Das Gleiche gilt fiir die leichte Kette, die wie in den molekularbiologischen Analysen als k-
Kette charakterisiert wurde: Wihrend ein Nachweis einer A-Kette in der JGG9-Fraktion nicht
moglich war (Abbildung 5-7 C), konnte die leichte Kette mit Hilfe des x-spezifischen
Erstantikorpers zumindest im JGG9-Konzentrat dargestellt werden (Abbildung 5-7 D). Es
zeigt sich deutlich, dass die leichten Ketten bei Nachweis sowohl durch den k- als auch durch
den A-spezifischen Antikorper im Vergleich zu den schweren Ketten zu schwicheren
Signalen fiihren. Dies kann zum einen in einer geringeren Signalverstirkung durch die
Kombination der gewihlten Erst- und Zweitantikorper begriindet sein. Zum anderen weisen

kleinere Proteine im elektrischen Feld eine schnellere Laufgeschwindigkeit aus dem Gel auf
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die Nitrocellulosemembran auf. Ein Teil der Leichtketten kann so schon durch die Membran
hindurch gewandert sein, wenn die gro3eren schweren Ketten die Nitrocellulose erreichen, so
dass im Verhiltnis eine geringere Menge von leichten Ketten tatsidchlich auf die Membran
transferiert wird. Beides kann eine Ursache fiir eine fehlende x-Bande in der JGG9-

Verdiinnung sein (Abbildung 5-7 D).

Die Ergebnisse des Westernblots unterstiitzen die im Rahmen der molekularbiologischen
Analyse von JGG9 erhobenen Daten zur Zusammensetzung der schweren und leichten Kette,
d.h. die OneStep-RT-PCR als Mittel zur Identifizierung der schweren und leichten Ketten ist
valide. Beit HVA2 und HLC9 wurden schwere und leichte Ketten ausschlieBlich iiber die
OneStep-RT-PCR identifiziert.

5.2.3 Charakterisierung der V-Region-Gen-Familien von Antiphospholipid-

Immunglobulinen

Immunglobulin-V-Regionen werden wéhrend der B-Zell-Entwicklung durch somatische
Rekombination aus Vy-, Dy- und Jg-Segmenten (bei schweren Ketten) bzw. V—und J—
oder V,—und J)-Segmenten (bei leichten Ketten) zusammengesetzt. Die humanen V-Gen-
Segmente werden auf der Basis von Sequenzhomologien der DNA in unterschiedliche
Genfamilien und Clans eingeteilt. Man kann feststellen, dass die V-Segmente bestimmter
Genfamilien besonders héaufig verwendet werden. Unterschiedliche Untersuchungen befassen
sich vergleichend mit dieser Bevorzugung vor verschiedenen pathologischen und auch nicht

pathologischen Hintergriinden (Brezinschek et al., 1997; de Wildt et al., 2000).

5.2.3.1 Etablierung einer Methode zur Charakterisierung der V-Gen-Familien von

Antiphospholipidimmunglobulinen

Die rearrangierten Immunglobulingene der APL JGG9, HVA2 und HLC9 wurden hinsichtlich
der Familienzugehorigkeit ihrer V-Segmente untersucht. Hierfiir wurden sie unterschiedlichen
PCR-Reaktionen mit familienspezifischen Primern (Wang und Stollar, 2000) unterzogen. Die
Identifizierung der verwendeten Genfamilien diente zundchst zum Auswéhlen der korrekten
Primer fiir die anschlieBende Sequenzierung der kompletten Immunglobulin-V-Regionen. Fiir
weitere Analysen beziiglich der in APL préferierten V-Segmente ist die Kenntnis der

Familienzugehorigkeit dariiber hinaus hilfreich.
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Es wurde eine Methode in Anlehnung an ein Protokoll zur Einzelzell-RT-PCR zur Analyse
von Immunglobulin-V-Regionen (Wang und Stollar, 2000) entwickelt. Nach Wang und
Stollar wurden einzelne B-Zellen in einem Reaktionsansatz durch Zugabe eines Detergenzes
lysiert und damit die enthaltene mRNA zuginglich gemacht. Diese wurde zunéchst mit
spezifischen, in der konstanten Region (C-Region) der Immunglobuline bindenden Primern in
cDNA transkribiert. Hierzu wurden pro Ansatz vier Primer eingesetzt: Cul, Cyl, CkI und CAL
Bei der von Wang und Stollar durchgefiihrten Einzelzell-PCR, die sich auf die Analyse von
IgM und IgG beschrinkte, konnte so aus einer isolierten, einzelnen B-Zelle die schwere und
leichte Kette revers transkribiert werden, ohne dass vorher die verwendeten Ketten (u oder
Y, A oder k) bekannt sind.
Die Methode wurde zunéchst mit Ausnahme einer hoheren Zellzahl (100 — 1000 Zellen pro
Ansatz) unveridndert iibernommen. AnschlieBend an die Reverse Transkription wurde eine
erste PCR mit in der C-Region bindenden backward-Primern in (Cull, CyII, CkII und CAII),
die verglichen mit den CI-Primern weiter in 5°-Richtung binden, angeschlossen. Als forward-
Primer fungierten Gemische familienspezifischer Primer, die in der Signalregion 5” des V-
Segmentes binden. Nach Reverser Transkrition wurde das Reaktionsgemisch hierfiir in vier
Ansitze geteilt und mit den entsprechenden Primern fiir jeweils die p, v, k¥ oder A—Kette und
den notwendigen Reagenzien und Enzymen versetzt:
A Y-Kette: VHLI1 )
VHL2
VHL3 > Cull
VHLA4
VHLS
VHL6

B u-Kette: VHLI
VHL2
VHL3 \ CylI
VHLA4
VHLS5
VHL6
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C  k-Kette: vkl )
V2 CklII
Vi3 {
Vk4 )
N
D A—Kette: VAl
VA2 [ CAII
VA3
y

Durch Agarose-Gelelektrophorese wurde iiberpriift, welche Primerkombinationen zur
Amplifikation eines DNA-Fragmentes mit der erwarteten GroBfe (400-500 Basenpaare)
fiihrten. Wenn es sich bei der eingesetzten Zellpopulation wie erwartet um eine monoklonale
IgM- oder IgG-produzierende Zelllinie handelt, sollten zwei der vier PCR-Reaktionen zu
einem Ergebnis fiihren: Es sollte entweder eine u- oder eine y-Kette und eine k- oder eine A-
Kette amplifiziert werden. Auf diese Weise konnte die leichte Kette von JGGY eindeutig als

k-Kette identifiziert werden (Abbildung 5-8).

Negativkontrolle
| = L - e
V vim A B C D ATBY CEDIEE
-
-
.-s 501
- 404 400~ 500 bp
| K

Abbildung 5-8: Agarose-Gelelekrophorese mit Proben aus der ersten PCR (JGG9). In der
Negativkontrolle wurde in der Reversen Transkription die Reverse Transkriptase weggelassen, um
zu kontrollieren, ob das Signal tatsichlich auf cDNA zuriickzufiihren ist und nicht auf
Kontamination mit genomischer DNA. A, B, C und D spiegeln die oben angegebenen
Primerkombinationen wider. Es konnte eine k-Kette identifiziert werden.
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Die schwere Kette konnte auch nach mehreren Versuchen mit der beschriebenen Methode
nicht amplifiziert werden. Da die Durchfiihrung von Reverser Transkription und erstem PCR-
Schritt in zwei getrennten Reaktionsschritten anfillig fiir Kontaminationen ist und die
schwere Kette von JGG9 nicht nachgewiesen werden konnte, wurden die Reverse
Transkription und die erste PCR in weiteren Experimenten mittels des QIAGEN OneStep-
RT-PCR-Kits in einem Reaktionsansatz, aber zeitlich voneinander getrennt, durchgefiihrt. Die
zeitliche Trennung von Reverser Transkription und erster PCR lésst sich auf die Verwendung
dreier Enzyme zuriickfiithren, die in unterschiedlichen Temperaturbereichen aktiviert und
deaktiviert werden. Durch Wahl entsprechender Reaktionstemperaturen sind zunéchst die
Reverse Transkriptase und anschlieBend die beiden DNA-Polymerasen aktiv (siehe
Methodenteil). Bei der OneStep-RT-PCR wurden fiir die Reverse Transkription die CII-
Primer (Cull, CyIl, CxII und CAIl) verwendet, die gleichermalen fiir die im gleichen
Reaktionsansatz folgende PCR als backward-Primer dienten. Als forward-Primer wurden wie
in der von Wang und Stollar beschriebenen Methode Gemische aus familienspezifischen
Primern verwendet. Als Ausgangsmaterial fiir die OneStep-RT-PCR diente mit Hilfe des
QIAGEN RNeasy-Mini-Kits isolierte Hybridomzell-RNA.

Pro Hybridomzelllinie wurden vier OneStep-Reaktionen ausgefiihrt, je eine fiir die p-,
v—k—und die A-Kette. Auf einem Agarose-Gel wurde {Uberpriift, welche
Primerkombinationen zur Amplifikation eines 400-500 Basenpaare gro3en DNA-Fragmentes
fiihrt. Bei einer monoklonalen Hybridomzelllinie sollte wie auch bei der Methode nach Wang
und Stollar je ein Fragment fiir die schwere und leichte Kette vervielfdltigt werden, was mit
Hilfe der OneStep-RT-PCR, z.B. fiir JGGY, gelang (Abbildung 5-9). Die leichte Kette von

JGGY konnte als k-Kette bestitigt und die schwere Kette als u-Kette identifiziert werden.

R i
Z'.. =
501 —we— -— -

Abbildung 5-9: OneStep-RT-PCR von JGG9
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Die PCR-Ansitze, die auf dem Agarose-Gel eine 400-500 Basenpaare grof3e Bande erzeugten,
wurden in einer auf die RT-PCR folgende familienspezifischen PCR eingesetzt. Die in der
RT-PCR als Gemische verwendeten forward-Primer wurden in der familienspezifischen PCR
einzeln mit dem entsprechenden backward-Primer kombiniert. Fiir die familienspezifische
PCR mit der p-Kette, die in der initialen RT-PCR unter Verwendung eines Gemisches aus
sechs forward-Primern (VHL1-VHL6) und dem in der C-Region der p-Kette bindenden Cull-
Primer amplifiziert wurde, bedeutet dies die Durchfithrung von sechs familienspezifischen
Einzelreaktionen mit jeweils einem der sechs Primer, die nun am 5”-Ende des im RT-PCR-
Ansatzes vorhandenen V-Region-Fragmentes binden, und dem 3°-bindenden Cull-Primer.

Da der Reaktionsansatz aus der RT-PCR direkt ohne Reinigung des DNA-Fragmentes fiir
diesen zweiten Reaktionsschritt eingesetzt wurde, zeigt die Agarose-Gelelektrophorese
Banden in allen Reaktionsansitzen. Dies kann damit erklirt werden, dass DNA aus dem
urspriinglichen RT-PCR-Ansatz im Gel visualisiert wird. Dieser Effekt kann durch
tiberschiissige Primer aus den Primergemischen der RT-PCR, die stark verdiinnt im PCR-
Ansatz fiir die familienspezifische Reaktion vorhanden sein kénnen und eine schwache
spezifische Amplifikation in allen ReaktionsgefidB3en hervorrufen, verstirkt werden. In dem
Reaktionsansatz der familienspezifischen PCR, der die fiir die Genfamilie des vorhandenen
V-Region-Fragmentes spezifischen Primer enthilt, findet Amplifikation des DNA-Stiickes in
deutlich gesteigertem Mal3e statt, was zu einer offensichtlich kriftigeren Bande im Agarose-

Gel fiihrt (Abbildung 5-10).

H-Kette L-Kette
A A

4 N N

V V.V V V V VkVk Vk Vk
Hl HZH3H4HS H6 1 2 3 4 =
e =

- -

-39
- - -

Abbildung 5-10: Familienspezifische PCR von HVA2. Die Amplifikation mit
dem VH2- und dem V«3-Primer fiihrt zu einem deutlich verstirkten Signal.
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Durch die Kombination der OneStep-RT-PCR mit Gemischen aus familienspezifischen
Primern und einem daran anschlieBenden zweiten PCR-Schritt mit einzelnen Primern kann
auf die dem Immunglobulin zugrunde liegende Genfamilie des V-Segmentes geschlossen
werden. Die nachfolgenden Sequenzierungen konnten mit den ermittelten Primern
durchgefiihrt werden und bestitigten fiir die drei untersuchten Hybridomzelllinien JGG9,
HLC9 und HVA?2 die in der familienspezifischen PCR bestimmten Genfamilien. Durch die
verwendete Methode konnte auBerdem die Zusammensetzung der Antikorper hinsichtlich

ihrer schweren und leichten Kette bestimmt werden.

5.2.3.2 Charakterisierung der V-Gen-Familien von JGG9, Sequenzierung der
variablen Region und Sequenzvergleich mit V-Regionen in

Keimbahnkonfiguration

5.2.3.2.1 Charakterisierung der V-Gen-Familien der schweren und leichten Kette von
JGGY

Die variablen Regionen der leichten und schweren Kette von JGG9 wurden wie bereits
beschrieben zunédchst mit Hilfe einer RT-PCR-Methode in Anlehnung an Wang und Stollar
amplifiziert. Erst spéter (nach erfolgloser Amplifikation der p-Kette) wurde die OneStep-
Methode angewandt. So konnten eine schwere Kette vom p-Typ und eine leichte Kette vom
k-Typ identifiziert werden.

Eine familienspezifische PCR wurde fiir die variable Region der p-Kette von JGG9 nicht
durchgefiihrt. Stattdessen wurde fiir die nachfolgende Sequenzierung sieben Reaktionen mit
unterschiedlichen Primern angesetzt. Bei den verwendeten Primern handelte es sich um die
einzelnen familienspezifischen Primer VHL1, VHL2, VHL3, VHL4, VHLS und VHLS6 fiir
die Sequenzierung in forward-Richtung und um den in der konstanten Region bindenden
Primer Cupll fiir die backward-Sequenzierreaktion. Wie bei der familienspezifischen PCR
sollte es bei der zur Sequenzierreaktion gehorenden Kettenabbruch-Reaktion nach dem
Sanger-Prinzip nur in Anwesenheit des ,,richtigen* familienspezifischen Primers zur Synthese
des vorliegenden DNA-Stranges — und im Fall der Kettenabbruch-PCR zur Bildung
unterschiedlich langer, fluoreszenzmarkierter DNA-Fragmente - kommen. Daraus folgt, dass
von den sieben angesetzten Kettenabbruch-Reaktionen nur zwei zu entsprechenden DNA-
Fragmenten und damit zu einem auswertbaren Signal in der anschlieBenden

Kapillargelelektrophorese fithren sollten, ndmlich die unter Einsatz des Cull-Primers und die
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unter Verwendung des entsprechenden familienspezifischen V-Primers stattfindenden
Reaktionen.

Ein auswertbares Ergebnis der Kapillargelelektrophorese zeigte sich bei der schweren Kette
von JGGY neben der backward-Sequenzierung mit dem Cull-Primer ausschlieBlich bei der
Sequenzierung mit VHL3 als Sequenzierprimer. Die Verwendung aller weiteren Primer fiihrte
nicht zur Generierung von DNA-Fragmenten; spezifische Signale in der Elektrophorese
konnten nicht detektiert werden. Die Wiederholung der gesamten Prozedur (Reverse
Transkription, PCR, Sequenzierung) bestitigte das Ergebnis.

Bei der schweren Kette von JGG9 handelt es sich also um eine Kette des u-Types. Die

variable Region verwendet ein V-Gen-Segment der VH3-Familie.

Die Analyse der in der variablen Region der L-Kette vorliegenden V-Gen-Familie erfolgte
wie bei der schweren Kette durch Ansetzen mehrerer Sequenzierreaktionen mit
unterschiedlichen familienspezifischen Primern und dem in der konstanten Region bindenden
CxII-Primer. Als familienspezifische Primer fiir die leichte Kette des k-Types dienten die
Primer VkL-1 bis VkL-4. Ein auswertbares Signal in der Kapillargelelektrophorese zeigte
sich bei der leichten Kette von JGG9 neben der backward-Sequenzierung mit dem CxlI-
Primer bei Verwendung von VL2 als Sequenzierprimer. Die variable Region der leichten
Kette von JGGY9 verwendet folglich ein V-Gen-Segment der VxII-Familie. Eine
Wiederholung der OneStep-RT-PCR und der Sequenzierreaktionen konnte dieses Ergebnis

bestétigen.

5.2.3.2.2 Sequenzierung der schweren Kette von JGG9 und Sequenzvergleich mit V-

Regionen in Keimbahnkonfiguration

Die Sequenzierung der schweren Kette von JGG9 wurde wie bereits beschrieben in forward-
und backward-Richtung mit dem VHL3-Primer respektive dem Cull-Primer durchgefiihrt.
Die erhaltenen Sequenzen wurden anhand ihrer Chromatogramme in der DNA Sequencher-
Software tiberpriift. Ebenfalls mit Hilfe der DNA Sequencher-Software wurde ein Alignment
der aus forward- und backward-Sequenzierung erhaltenen Sequenzen durchgefiihrt.
Forward- und backward-Sequenzen der variablen Region der schweren Kette von JGG9
waren identisch. Ein Abgleich der vorliegenden V-Region-Sequenz mit homologen Variable-
Regionen-Genen in Keimbahnkonfiguration erfolgte unter Verwendung der Datenbanken

VBASE und Blast-Ig. Auf diese Weise konnte DP-53 als V-Segment mit der grofiten
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Homologie zum V-Segment der schweren Kette von JGG9 identifiziert werden. Ein
homologes D-Segment wurde weder durch VBASE- noch durch Blast-Ig-Suche gefunden.
Das J-Segment mit der groffiten Homologie zur p-Kette des JGG9-Antikorpers ist JH3. Ein
Alignment der V-Gen-Segmente in Keimbahn-Konfiguration mit der vollstindigen Sequenz
der variablen Region der schweren JGG9-Kette mittels HUSAR (Anhang A) zeigte mehrere
Nukleotid-Insertionen in der JGG9-Sequenz verglichen mit den Keimbahnsequenzen. Auf
DNA-Ebene weist die variable Region der schweren Kette von JGG9 92,3 % Homologie zu
den entsprechenden Keimbahnsegmenten auf. Da ein homologes D-Segment nicht gefunden
wurde, ist nicht klar festzustellen, welche der zwischen dem V- und J-Segment inserierten
Nukleotide urspriinglich von einem mutierten D-Segment stammen und welche auf Insertion
von P- und N-Nukleotiden zuriickgehen. Durch die Insertion von insgesamt 14 Nukleotiden
an unterschiedlichen Stellen kommt es zu einer Verschiebung des Leserahmens, der jedoch
weder zu einem Abbruch in der Aminosduresequenz durch ein Stopp-Codon, noch zum
Verlust von fiir variable Regionen typischen Signalmotiven - in diesem Fall von Signalen fiir
den Beginn und das Ende der CDR3 Region — fiihrt. Das einer CDR3-Region vorgeschaltete
Motiv weist typischerweise die Aminosduresequenz CXX auf, wobei das X fiir jede beliebige
Aminosdure steht. Im Anschluss an die CDR3-Region folgt das Motiv WGXG. Obwohl die
CDR3-typischen Motive trotz erheblicher Mutationen und Insertionen erhalten geblieben
sind, ldsst sich fiir JGGY eine Verkiirzung der FR3-Region feststellen, die iiblicherweise iiber
eine Ldnge von 33 Aminosiuren verfiigt und bei JGG9 nur 31 Aminoséduren enthélt. Wihrend
die anderen CDR- und FR-Regionen durch Vergleich mit den Keimbahnsequenzen in
VBASE identifiziert wurden, war dies fiir die CDR3-Region bei der schweren Kette von
JGGY nicht moglich, da iiber VBASE kein homologes J-Segment gefunden wurde und somit
kein vollstindiges Alignment der variablen Region mit der Keimbahnregion méglich war. Ein
homologes J-Segment wurde schlieflich tiber Blast-Ig identifiziert und ein komplettes
Alignment konnte in HUSAR durchgefiihrt werden. Auf Basis der Kabat-Definitionen wurde
die CDR3-Region ermittelt (http://www.rubic.rdg.ac.uk/abeng/cdrs.html).

Durch die Leseraster-Verschiebung weist JGG9 in der variablen Region seiner schweren
Kette nur 70 % Homologie auf Proteinebene zu dem korrespondierenden V- respektive J-
Segment auf (Anhang B). Es fillt auf, dass sich die meisten Aminosdureaustausche auf die
FR-Regionen beziehen und nur sieben von 32 Austauschen in den CDR-Regionen gefunden

werden.

123



ERGEBNISSE

5.2.3.2.3 Sequenzierung der leichten Kette von JGG9 und Sequenzvergleich mit V-

Regionen in Keimbahnkonfiguration

Die Sequenzierung der leichten Kette von JGG9 wurde wie bereits beschrieben in forward-
und backward-Richtung durchgefiihrt. Fiir die forward-Sequenzierung diente VxL-2 als
Sequenzierprimer. Fiir die Sequenzierung in backward-Richtung wurde CxkII als Primer
eingesetzt. Die erhaltenen Sequenzen wurden anhand ihrer Chromatogramme in der DNA
Sequencher-Software tberpriift und verglichen. Forward- und backward-Sequenzen der
variablen Region der leichten Kette von JGG9 stimmten {iiberein. Ein Abgleich der
vorliegenden  V-Region-Sequenz  mit  homologen  Variable-Regionen-Genen in
Keimbahnkonfiguration erfolgte unter Verwendung der Datenbank VBASE. Das V-Segment
der leichten Kette von JGGY zeigt die grofte Homologie zum Keimbahn-Gen DPK13
(Anhang C). Das J-Segment ist mit dem JkII-Segment des Jk-Locus in
Keimbahnkonfiguration nahezu identisch. Verglichen mit den Keimbahnsequenzen der
einzelnen Segmente der variablen Region zeigt JGG9 vier Mutationen auf DNA-Ebene: Es
finden sich zwei stille Mutationen in framework-Regionen und zwei Mutationen in der
CDR3-Region, die sich gemeinsam in einem Aminosiureaustausch von Y nach W auswirken.
Es konnten keine Insertionen von P- oder N-Nukleotiden an der Verbindung von V- und J-
Segment detektiert werden. Die leichte Kette ist folglich in ihrer variablen Region auf DNA-

Ebene zu 98,8 % und auf Proteinebene zu 99 % homolog zu Keimbahn-Gen-Segmenten.

5.2.3.3 Charakterisierung der V-Gen-Familien von HLC9, Sequenzierung der
variablen Region und Sequenzvergleich mit V-Regionen in

Keimbahnkonfiguration

5.2.3.3.1 Charakterisierung der V-Gen-Familien der schweren und leichten Kette von
HLC9

Die variablen Regionen der leichten und schweren Kette von HLC9 wurden mit Hilfe der

OneStep-RT-PCR amplifiziert. Hierzu wurden wie bereits beschrieben vier Ansédtze mit

Gemischen aus familienspezifischen V-Primern fiir jeweils die p-, ¥, k—und A-Kette und

den zugehorigen C-Primern durchgefiihrt. Die OneStep-RT-PCR von HLC9-mRNA fiihrte zu

einer Amplifikation von variablen Regionen einer pu-Kette und einer k-Kette, wie sich durch

Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Proben visualisieren liell (Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-11: OneStep-RT-PCR von HLC9. Vier Ansdtze zur Amplifikation der variablen
Region der schweren und leichten Kette mit VHL1-6/CyIl, VHL1-6/Cull, VkL1-4/CxII und VALI-
3/CML Die erfolgreiche Amplifikation im p- undk-Ansatz zeigt, dass HLC9 aus einer p- und einer

k-Kette zusammengesetzt ist.

Die familienspezifische PCR, die mit den aus der OneStep-RT-PCR resultierenden DNA-

Fragmenten unter Verwendung der einzelnen familienspezifischen Primer durchgefiihrt

wurde, zeigte, dass HLCO fiir die variable Region der schweren Kette ein V-Gen-Segment der

VH3-Familie verwendet, wihrend die leichte Kette eine Familienzugehorigkeit zur VkIII-

Familie aufweist. Wie in der Agarose-Gelelektrophorese dargestellt werden konnte, fiihrt die

Verwendung des VH3-Primers bzw. des Vk3-Primers zur weiteren Amplifikation der

variablen Regionen von HLCO9 (Abbildung 5-12).

VHLVHL VHL VHL VHL VHL VkL VkL VkL VkL V VII
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4

501
404

Abbildung 5-12: Familienspezifische PCR von HLC9. Amplifikation der variablen Regionen
findet bei Einsatz des VHL3- bzw. VkL3-Primers statt. Die variable Region der schweren Kette
von HLC9 zeigt damit die Zugehorigkeit zur VH3-Genfamilie, die der leichten Kette zur VkIII-

Familie.
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5.2.3.3.2 Sequenzierung der schweren Kette von HLC9 und Sequenzvergleich mit V-

Regionen in Keimbahnkonfiguration

Die variable Region der schweren Kette von HLC9 wurde in forward- und backward-
Richtung sequenziert. Als Sequenzierprimer fiir die forward-Sequenzierung fungierte VHL3,
die Sequenzierung in backward-Richtung erfolgte mit dem Cull-Primer. Die erhaltenen
Sequenzen wurden anhand ihrer Chromatogramme in der DNA Sequencher-Software
tiberpriift und verglichen. Forward- und backward-Sequenzen der variablen Region der
schweren Kette von HLCY9 stimmten iiberein. Ein Abgleich der vorliegenden V-Region-
Sequenz mit dem V-Region-Locus in Keimbahnkonfiguration erfolgte unter Verwendung der
Datenbanken VBASE und Blast-Ig. HLC9 zeigt in seiner variablen Region die grofte
Homologie zu DP-49 (Keimbahn-V-Segment), D6-13 (Keimbahn-D-Segment) und JH4b
(Keimbahn-J-Segment) (Anhang D). Wiahrend das homologe V- und J-Segment iiber
VBASE-Suche identifiziert werden konnte, war dies fiir das D-Segment nicht moglich. D6-13
wurde in Blast-Ig als das D-Segment mit der grofiten Homologie zu HLC9 gefunden. Ein
Alignment der einzelnen Segmente mit der HLC9-Sequenz wurde in HUSAR durchgefiihrt.
Auf DNA-Ebene liegt eine Homologie von 95,6 % zwischen HLC9- und Keimbahnsequenz
vor. In der DNA-Sequenz von HLC9 finden sich 16 Mutationen. Die Basenaustausche
miinden in 12 Aminosdureaustauschen, so dass sich auf Proteinebene eine Homologie von
90,7 % zeigt. Drei von 12 aller Aminosdureaustauschen finden sich in CDR-Regionen.
Sowohl zwischen dem V- und dem D-Segment als auch zwischen dem D- und dem J-Segment
sind Insertionen von Nukleotiden zu beobachten, die in beiden Fillen zur Insertion von
Aminosduren fithren. Die in der familienspezifischen PCR ermittelte Zugehorigkeit zur VH3-
Familie konnte durch die Sequenzanalyse der variablen Region der schweren Kette von HLC9

bestétigt werden.

5.2.3.3.3 Sequenzierung der leichten Kette von HLC9 und Sequenzvergleich mit V-
Regionen in Keimbahnkonfiguration

Die variable Region der leichten Kette von HLC9 wurde in forward- und backward-Richtung

sequenziert. Fiir die Sequenzierung in forward-Richtung wurde der in der

familienspezifischen PCR detektierte V«3-Primer eingesetzt, fiir die backward-

Sequenzierung der CxlI-Primer. Die erhaltenen Sequenzen wurden anhand ihrer

Chromatogramme in der DNA Sequencher-Software iiberpriift und verglichen. Forward- und
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backward-Sequenzen der variablen Region der leichten Kette von HLC9 stimmten iiberein. In
VBASE fand ein Abgleich der HLC9-L-Ketten-Sequenz mit V-Region-Gen-Segmenten in
Keimbahnkonfiguration statt. Das Alignment findet sich in Anhang E. Ein hoher
Ubereinstimmungsgrad mit dem DPK21-Keimbahn-V-Segment und dem Jk2-Segment in
Keimbahnkonfiguration wurde festgestellt. Als Konsequenz von sieben Mutationen auf DNA-
Ebene zeigen sich fiinf Mutationen in der Aminosduresequenz des Antikorpers. Die
Homologie auf DNA-Ebene betrigt 97,9 %, auf Proteinebene hingegen nur 95,4 %. Nur zwei
von fiinf der Aminosdureaustausche sind in CDR-Regionen lokalisiert, ndmlich ein Austausch
(Q 2 R) in der CDR1-Region und ein Austausch (N = K) in der CDR3-Region. An der
Verbindungsstelle des V- und des J-Segmentes findet sich mit vier eingefiigten Nukleotiden
ein vergleichsweise geringes Vorkommen von Insertionen, die auf P- oder N-Nukleotide
zuriickgehen konnen.

Durch die Sequenzierung der V-Region der L-Kette von HLC9 konnte die

Familienzugehorigkeit zur VkIII-Familie bestitigt werden.

5.2.3.4 Charakterisierung der V-Gen-Familien von HVA2, Sequenzierung der
variablen Region und Sequenzvergleich mit V-Regionen in

Keimbahnkonfiguration

5.2.3.4.1 Charakterisierung der V-Gen-Familien der schweren und leichten Kette von

HVA2

Die variablen Regionen der schweren und leichten Kette von HVA2 wurden mittels der
OneStep-RT-PCR amplifiziert. Die erfolgreiche Amplifikation einer u- und einer k—Kette
konnte durch Visualisierung entsprechender Banden in der Agarose-Gelelektrophorese
gezeigt werden (

Abbildung 5-13).Die familienspezifische PCR demonstriert, dass HVA?2 fiir die variable
Region der schweren Kette ein V-Gen-Segment der VH2-Familie verwendet, wihrend die
leichte Kette eine Familienzugehorigkeit zur VkIII-Familie aufweist. Die Agarose-
Gelelektrophorese der Proben zeigt stiarkere Banden fiir die PCR-Reaktionen, die mit dem
VHL2-Primer bzw. dem VKL3- Primer als V-Primer durchgefiihrt wurden (

Abbildung 5-14).
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Abbildung 5-13: OneStep-RT-PCR von HVA2. Vier Ansitze zur Amplifikation der variablen
Region der schweren und leichten Kette mit VHL1-6/CyIl, VHL1-6/Cull, VAL1-3/CAIl und VkL1-
4/CxII. Die erfolgreiche Amplifikation im pu- und x-Ansatz zeigt, dass HVA2 aus einer u- und einer
k-Kette besteht.

V VHL VHL VHLVHLVHL VHL VkL VL VxL VkL VII
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4

501
404

Abbildung 5-14: Familienspezifische PCR von HVA2. Weitere Amplifikation der variablen
Regionen findet bei Einsatz des VHL2- bzw. VkL3-Primers statt. Die variable Region der
schweren Kette von HVA2 zeigt damit die Zugehorigkeit zur VH2-Genfamilie, die leichte Kette
zur VIII-Familie.

5.2.3.4.2 Sequenzierung der schweren Kette von HVA2 und Sequenzvergleich mit V-

Regionen in Keimbahnkonfiguration
Die Sequenzierung der variablen Region der schweren Kette von HVA2 wurde mit dem

VHL2-Primer in forward-Richtung und dem Cull-Primer in backward-Richtung

durchgefiihrt. Die erhaltenen Sequenzen wurden anhand der zugehorigen Chromatogramme
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mittels der DNA-Sequencher Software tiberpriift. Die beiden Sequenzen wurden miteinander
verglichen und stimmten iiberein. Homologe V-, D- und J-Segmente konnten in der VBASE-
Datenbank identifiziert werden, wobei das VII-5-Gen als V-Segment und JHS als J-Segment
mit der groBtmoglichen Homologie ausgewiesen wurden. Weniger eindeutig war das
Ergebnis fiir das D-Segment, dennoch konnte D3-3 als D-Segment-Gen mit der hdchsten
Ahnlichkeit zu HVA2 identifiziert werden. Ein Alignment der HVA2-Sequenz mit den
entsprechenden Keimbahnsequenzen ist in Anhang F dargestellt. Auf DNA-Ebene finden sich
13 Mutationen, von denen einige in direkt aufeinander folgenden Basen auftreten. Somit
liegen in manchen Fillen mehrere Basenaustausche in einem Triplett und fithren in der
Konsequenz gemeinsam zu einem Aminosdureaustausch. Insgesamt lassen sich auf
Proteinebene sieben Mutationen beobachten, die hauptsidchlich in der CDR3-Region
lokalisiert ~ sind. Die  Homologie zu den  Variable-Region-Segmenten  in
Keimbahnkonfiguration betrdagt 96,7 % auf Ebene der Nukleotidsequenz und 94,6 % auf
Protein-Level. Sechs von sieben der Aminosiureaustausche liegen in CDR-Regionen, fiinf
davon in der CDR3-Region. Von den Austauschen sind unterschiedliche Aminosiduren
betroffen: In der CDR2 Region findet sich ein N - D-Austausch, in der FR3-Region ein M
- L-Austausch. Fiinf Mutationen befinden sich in der CDR3-Region: V> G, L 2> T, L 2>
K, Y>> GundP > A.

5.2.3.4.3 Sequenzierung der leichten Kette von HVA?2 und Sequenzvergleich mit V-

Regionen in Keimbahnkonfiguration

Unter Verwendung des VkL2-Primers und des CxII-Primers wurde die variable Region der
leichten Kette von HVA?2 in forward- und backward-Richtung sequenziert. Der Vergleich der
beiden erhaltenen Sequenzen im DNA-Sequencher zeigte, dass die Sequenzierung in beide
Richtungen identische Ergebnisse erbrachte. Bei einem Abgleich der HV A2-Sequenz fiir die
variable Region der leichten Kette mit der Datenbank VBASE wurde DPK?22 als zugrunde
liegendes V-Segment und Jx4 als verwendetes J-Segment identifiziert. Wihrend das V-
Segment in Keimbahnkonfiguration vorliegt, findet sich im Bereich des J-Segmentes ein
Basenaustausch von T nach A, der jedoch auf die kodierte Aminoséure (R) keine Auswirkung
zeigt, also konservativ ist. Es sind keine Insertionen an der Verbindung des V-Segmentes mit
dem J-Segment vorhanden. Eine leichte Uberlappung des V- und J-Segmentes weist eher auf
die Deletion von mindestens einem Nukleotid hin (Anhang G).

Auf Ebene der Nukleotidsequenz zeigt sich eine Homologie von 99,7 % zwischen kodierter

HVA2-Leichtketten-Sequenz und den Sequenzen der entsprechenden Gensegmente fiir die
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variable Region. Auf Proteinebene liegt die variable Region der leichten Kette von HVA?2 zu

100% in Keimbahnkonfiguration vor.

5.2.3.5 Untersuchungen der Verteilung der Mutationen in den V-Regionen der APL

zur Identifizierung zugrunde liegender antigengesteuerter Prozesse

Die Aufklarung der Sequenz der Antikdrper und der Vergleich mit der zugehdrigen
Keimbahnsequenz ermdglichen neben einer Aussage zur Hiufigkeit von Mutationen auch
eine Analyse der Lokalisation der somatischen Mutationen. Die somatischen Mutationen
konnen zufilliger Natur sein, oder Ausdruck der Antigen-Reifung. Mutationen hédufen sich
dann in den CDR-Regionen. Durch statistische Analysen kann hierbei festgestellt werden, ob
die beobachtete Anzahl der R-Mutationen (Replacement-Mutationen) in den CDR-Regionen
(Rcpr) den Erwartungswert fiir zufillige R-Mutationen iibersteigt bzw. sich von ihm
unterscheidet (dann wiirde man von einem nicht zufilligen, antigengesteuerten Prozess
ausgehen) und ob dies signifikant ist.

Hier stehen drei Methoden zur Verfiigung (Shlomchik et al., 1987; Chang und Casali, 1994;
Lossos et al., 2000). Shlomchik er al. und Chang und Casali legen ein binomiales
Verteilungsmodell zugrunde, um zu ermitteln, ob eine gegebene Anzahl von Rcpr (k)
signifikant hoher ist als der Erwartungswert (p), bzw. eigentlich, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit P(k) ist, dass eine hohere (oder niedrigere) Anzahl an R-Mutationen

zufillig zustande gekommen ist.
A Hek
PlX =k)= (k] p(l-p)

wobei: p = Erwartungswert fiir den Anteil der Rcpr-Mutationen an der Gesamtzahl der
Mutationen (Rcpr/n)
n = Anzahl aller Mutationen, ndmlich der Rcpg, Rgr (R-Mutationen in FR-
Regionen), Scpr und Sgr (S-Mutationen in CDR- bzw. FR-Regionen)
k = Anzahl Rcpr

Der Erwartungswert p ist hierbei das Produkt aus der der Sequenz inhédrenten Suszeptibilitit

fiir einen Aminosdureaustausch und der relativen Linge der CDR-Region (Lcpr). Die
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inhédrente Suszeptibilitét fiir einen Aminosdureaustausch kann auch als Austausch-Frequenz

oder replacement frequency Rf bezeichnet werden:

p=Lcpr" Rf

Tabelle 5-2: Fiir die Berechnungen nach Shlomchik ef al. und mit dem exakten Binomialtest
zugrunde gelegte Werte. n errechnet sich hier nach Shlomchik ef al.: n = Repgr + S + 2 R

Antikorper N n k p
JGGI x 320 4 2 0,23
HLCI u 344 19 13 0,22
HCL9 « 324 10 2 0,19
HVA2 u 382 14 12 0,2
HVA2 x 325 1 0 0,19

Obwohl Shlomchik et al. und Chang und Casali den gleichen mathematischen Ansatz
wihlen, gehen beide von unterschiedlichen Werten fiir Rf und n aus. Die dem zugrunde
liegende Uberlegung ist bei beiden dhnlich. Beiden fillt auf, dass auch ohne Antigendruck die
Anzahl der zufilligen R-Mutationen in den FR-Regionen geringer ist, als durch ein
ausschlieBlich auf der relativen Linge der FR-Region beruhender Erwartungswert.

Shlomchik ef al. gehen davon aus, dass Reparaturmechanismen etwa die Hilfte aller
auftretenden Rpg-Mutationen eliminiert, da sie zum Verlust des Antikorpers fithren konnten.
Um dies zu beriicksichtigen, werten sie die Rpr-Mutationen in der Gesamtzahl der Mutationen

n doppelt:

n:RCDR+S+2RFR

Fir Keimbahngene, die keinem Selektionsdruck ausgesetzt waren, wurde fiir Rf von Jukes
und King (Jukes und King, 1979) ein Wert von 0,7452 ermittelt. Dieser Wert wird von
Shlomchik et al. gerundet tibernommen (Rf= 0,75). Als relative Grofle der CDR-Region Lcpgr
wird 0,25 angenommen, d.h. die CDR-Regionen machen gemeinsam ein Viertel der

Gesamtldnge der variablen Region aus. Fiir p ergibt sich:

p=0,19

Chang und Casali driicken die geringere Suszeptibilitdt der FR-Region fiir R-Mutationen in Rf

aus. Sie verwenden einen Computer-Algorithmus, mit dessen Hilfe Rf fiir beliebige
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Nukleotid-Sequenzen ermittelt werden kann. Auf dieser Grundlage analysieren sie jeweils fiir
die verschiedenen FR-Regionen und CDR-Regionen unterschiedlicher Vy-Gene in
Keimbahnkonfiguration die Rf-Werte. Daraus folgt, dass p fiir alle Keimbahnsequenzen
unterschiedlich ist und sogar Unterschiede innerhalb der Sequenzen zwischen verschiedenen
FR- und CDR-Regionen zu finden sind. n ergibt sich hier aus der Summe der R- und S-

Mutationen (Silent):

n=R+S

Sowohl Chang und Casali als auch Shlomchik berechnen die Wahrscheinlichkeit, dass ein
beobachtetes k zufillig auftritt. Da der Computer-Algorithmus zur Rf-Ermittlung von Chang
und Casali nicht zugiénglich ist und nur Rf fiir wenige Keimbahnsequenzen in der Publikation
dargestellt werden, war eine Berechnung von P(k) nur mit Hilfe der Methode von Shlomchik
et al. moglich, die durch einen erhdhten Wert n die geringere Suszeptibilitit der FR-Regionen
fir R-Mutationen nur angendhert beriicksichtigt. Die ermittelten Werte fiir P(k) nach
Shlomchik et al. finden sich in Tabelle 5-4. Sowohl die Gesamtzahl N aller moglichen
Mutationen, also aller Nukleotide der variablen Region, als auch Lcpr beziehen sich in den
vorliegenden Berechnungen ausschlieBlich auf Nukleotide, die mit Keimbahnsequenzen

verglichen werden konnten.

Sowohl Chang und Casali als auch Slomchik et al. berechnen nur eine einzige binomiale
Wahrscheinlichkeit. Hieraus kann nicht schlussgefolgert werden, dass eine bestimmte
Abweichung von p signifikant ist. Hierzu muss der P-Wert bestimmt werden. Der P-Wert ist

die Summe aller Wahrscheinlichkeiten fiir noch extremere Ereignisse als das beobachtete.

Zur Abschitzung, ob der beobachtete Wert p; = Rcpr/n signifikant vom fiir Rcpr/n erwarteten
Wert p abweicht, muss ein einseitiger beziehungsweise zweiseitiger Hypothesentest
durchgefiihrt werden. Eine einseitige Fragestellung ist dann relevant, wenn nur die
Abweichung der Anzahl der Rcpr-Mutationen nach oben von Interesse ist. Es wird dann die

Nullhypothese Hy;

Hoi:pi <p

gegen die Hypothese Hj;
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H]]Z P1i>p

getestet.

Eine zweiseitige Fragestellung ist relevant, wenn eine Abweichung nach unten und nach oben

betrachtet werden soll. Es wird dann die Nullhypothese Hop,

Hp: pi=p
gegen die Hypothese Hj,
Hi2:p1 #p

getestet.

Auf dieser Basis wurde in der vorliegenden Doktorarbeit ermittelt, ob beobachtete
Abweichungen vom Erwartungswert signifikant sind, d.h. ob die Mutationen auf
antigengesteuerte Prozesse zuriickgehen. Da aufgrund der niedrigen Werte fiir n eine
Approximation der Binomialverteilung durch die Normalverteilung nicht gerechtfertigt ist,
wurde ein exakter Binomialtest zur Bestimmung der P-Werte eingesetzt. Die Berechnung der
Werte erfolgte mit SAS Version 9.1.3. Rf-Werte nach Casali und Chang stehen nicht zur
Verfiigung. Zur Approximation der niedrigeren inhirenten Suszeptibilitit fiir R-Mutationen in
den FR-Regionen wurde der von Shlomchik et al. definierte Wert fiir n verwendet (Tabelle
5-2).

Die P- Werte fiir den einseitigen und zweiseitigen exakten Binomialtest finden sich in Tabelle
5-4.

Die binomialen Modelle treffen nur zur, wenn Variablen mit nur zwei
Verteilungsmoglichkeiten untersucht werden. Die in der variablen Region von
Immunglobulinen moglichen Mutationen weisen jedoch vier Verteilungsmoglichkeiten auf,
ndmlich R- und S-Mutationen in CDR- oder FR-Regionen des Genes. Deshalb schlagen
Lossos et al. vor, ein multinomiales Verteilungsmodell zur Untersuchung anzuwenden.
Hierbei wird untersucht, ob ein hoherer oder niedrigerer beobachteter Wert fiir Rcpr und Rpg

signifikant vom Erwartungswert abweicht.
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Tabelle 5-3: Anzahl der R- und S-Mutationen

Antikiirper RCDR SCDR RFR SFR
JGGY k 2 0 0 2
HLC9 p 13 0 3 0
HCL9 « 2 0 3 2
HVA2 u 12 0 1 0
HVA2 x 0 0 0 1

n setzt sich wie bei Casali und Chang aus der Summe aller beobachteten Mutationen

zusammen:

n=R+S

Die Erwartungswerte fiir das Vorkommen von Rcpr-, Rer-, Scpr- und Sgr-Mutationen
errechnen sich wie bei Chang und Casali als Produkt aus den relativen Léangen der
entsprechenden Regionen Lcpr und Lpr und den inhdrenten Suszeptibilititen fiir R-
Mutationen, Rfcpr und Rfpr. Die Suszeptibilititen fiir S-Mutationen sind entsprechend
1-Rfcpr bzw. 1 — Rfgr. Untersucht werden die Héufigkeiten der Rgr- und Repr-Mutationen,
wobei in beiden Fillen einseitige P-Werte ermittelt werden. Lossos et al. stellen unter www-
stat.stanford.edu/immunoglobin ein JAVA-Applet zur Verfiigung, das fiir importierte
Keimbahnsequenzen die Rf —Werte errechnet und diese zur Kalkulation der P-Werte fiir
beobachtete Rcpr und Rpg heranzieht. Tabelle 5-4 zeigt die so ermittelten Werte fiir JGG9 «,
HLC9 p und ¥ und HVA2 p und k. JGGY p wurde aus allen Analysen ausgelassen, da es sich
bei den Mutationen um Insertionen und aus Leserahmenverschiebungen resultierende R-
Mutationen handelt, die typischerweise nicht antigengesteuert sind. Daher ist ein Nachweis

der Antigensteuerung mit den vorgestellten Modellen nicht sinnvoll.

Signifikante Unterschiede ergeben sich fiir die Abweichungen der beobachteten Werte fiir
Rcpr vom Erwartungswert bei HLC9 p und HVA?2 p. D.h. man kann bei beiden Antikorpern
davon ausgehen, dass Mutationen in der schweren Kette auf antigengesteuerte Prozesse

zuriickgehen.
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Tabelle 5-4: Berechnung der P-Werte fiir Rcpg. Die Anzahl der beobachteten Rcpr-Mutationen
in HLC9 p und HVA2 p weicht fiir alle Testmethoden signifikant vom Erwartungswert ab, wie
durch die graue Unterlegung der signifikanten Werte verdeutlicht wird.

Antikorper | P(X=k) P-Wert P-Wert P-Wert/FR | P-Wert/CDR
(Shlomchik et (Exakter (Exakter (Lossos et al.) | (Lossos et al.)
al.) Binomialtest — Binomialtest-

einseitig) zZweiseitig)

JGGY ¥ 0,8100 0,2285 0,4569 0,0287 0,1505

HLC9 u 1,728 - 107 2,479-107 | 391610 0,0007 <1-10°

HCL9 0,3010 0,5932 1,0000 0,2502 0,2787

HVA2 u 2,386 - 107 1,958 - 10° | 4,985-107 0,0060 <1-10°

HVA2 x 0,1882 0,1900 0,3800 0,2188 0,5959

5.24 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine Methode zur Charakterisierung der V-Gen-
Familien von APL etabliert werden. Durch die Kombination der (OneStep-) RT-PCR mit
Gemischen aus familienspezifischen Primern und einem daran anschlieBenden zweiten PCR-
Schritt mit einzelnen familienspezifischen Primern konnte auf die den APL JGG9, HLC9 und
HVA2 zugrunde liegenden Genfamilien des V-Segmentes geschlossen werden. Diese
Erkenntnisse konnten direkt fiir die Sequenzierung der variablen Regionen und der
Identifizierung der zu verwendenden forward-Primer genutzt werden. AuBlerdem gaben sie
Auskunft iiber die Klassen der verwendeten schweren und leichten Ketten der Antikorper und
konnen zur Analyse des Vorkommens bzw. der Bevorzugung bestimmter Genfamilien bei
APL herangezogen werden.

Die strukturellen FEigenschaften von JGG9, HLC9 und HVA2 sind in Tabelle 5-5

zusammengefasst.
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Tabelle 5-5: Zusammenfassung der strukturellen Eigenschaften der APL JGG9, HLC9 und HVA2.

APL JGGI HLC9 HVA2
V-Gen-Familie VH3 VH3 VH2
(schwere Kette)
V-Gen-Familie Vil VIII Vil
(leichte Kette)
Sequenz H V | DP-53 DP-49 VII-5
D | Nicht identifiziert D6-13 D3-3
J | JH3 JH4b JHS
Sequenz L V | DPK13 DPK21 DPK?22
I |12 Ji2 Jkd
Homologie H DNA: 92,3 % DNA: 95,87 % DNA: 96,44 %
Protein: 76,9 % Protein: 90,7 % Protein: 94,65 %
Antigengesteuerte Nein Ja Ja
Mutationen
Homologie L. DNA: 98,75 % DNA: 97,86 % DNA: 99,69 %
Protein: 99,06 % Protein: 95,41 % Protein: 100 %
Antigengesteuerte Nein Nein Nein
Mutationen
Insertion H V-D | Nicht identifiziert ja ja
D-J | Nicht identifiziert ja ja
Insertion L V-J | nein ja nein

Wihrend JGGY9 das typische Bindungsprofil fiir $2-GPI-abhéngige

APL zeigt, scheinen

HLC9 und HVA?2 mit ihrer Reaktivitit gegen alle getesteten Phospholipide, nicht aber gegen

32-GPI, charakteristische Beispiele fiir polyreaktive Autoantikdrper zu sein.

5.3 Funktionelle Untersuchungen zu monoklonalen APL am Beispiel von

JGGY, einem APL des IgM-Types, und HL5B, einem APL des IgG-

Types

Ein Einfluss von APL auf Monozyten und deren Aktivitdtszustand ist mehrfach beschrieben
(Kornberg et al., 1994; Cuadrado et al., 1997; Esmon et al., 1997; Amengual et al., 1998;
Lackner et al., 2000; Cho et al., 2002), wobei schwerpunktmifig eine durch APL induzierte

Hochregulierung des Tissue Factors (TF) auf der Oberfliche von Monozyten als ein

auslosender Faktor fiir die erhohte prokoagulante Aktivitidt in Patienten mit APS diskutiert

wird. Dies ist fiir den IgG-APL HL5B, der fiir funktionelle Untersuchungen im Rahmen der

vorliegenden Arbeit zur Verfligung stand, bereits beschrieben (Lackner et al., 2000). Ein
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Einfluss von APL auf Monozyten kann iiber mehrere Zwischenschritte erfolgen, kann aber
auch eine direkte Bindung von APL an Monozyten nahe legen.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde vor diesem Hintergrund eine mogliche
Bindung von JGGY9 und HLS5SB an Monozyten untersucht. Um diese Versuche zu
standardisieren und eine Abhidngigkeit vom Aktivititszustand der Monozyten einzelner
Spender zu vermeiden, wurde die monozytire humane Zelllinie Mono-Mac-6 als
Modellzelllinie in fast allen Versuchen zur Bindung der APL an Monozyten eingesetzt. Die
Wahl der Mono-Mac-6-Zellen als Modell fiir diese Versuche begriindet sich in der
Ahnlichkeit der Zelllinie mit humanen reifen Monozyten auch hinsichtlich der TF-Expression
(Ziegler-Heitbrock et al., 1988; Tenno et al., 1997; Arkel et al., 2003).

Als Methoden zur Uberpriifung einer moglichen Bindung von HL5B oder JGG9 an
Monozyten wurden der Westernblot mit Mono-Mac-6-Lysaten inklusive immunchemischen
Nachweis (HL5B) und die Immnunfluoreszenzanalyse einer eventuellen Bindung der APL an
fixierte Mono-Mac-6-Zellen (HL5B und JGG9) gewiihlt.

Fir beide Ansitze ergeben sich hinsichtlich der Bindung humaner APL an humane
Monozyten zwei Probleme: Eine eventuell nachweisbare Bindung an Monozyten kann
zumindest bei IgGs immer auch durch Bindung des Fc-Teils der APL an Fc-Rezeptoren auf
der Oberflache der Monozyten zuriickzufiihren sein, die zwar spezifisch fiir Antikérper im
Allgemeinen ist, jedoch nicht Antigen-spezifisch. Eine Fc-vermittelte Bindung muss daher
nicht unbedingt fiir eventuelle Auswirkungen der APL auf die Zellen spezifisch sein. Die
Absittigung dieser Rezeptoren vor Zugabe des Antikorpers verhindert eine Bindung iiber Fc-
Rezeptoren und lésst eine Bindung von APL an andere Strukturen der Monozyten iiber den
F(ab),-Teil weiterhin zu. Bindungsversuche in humanen Zellen mit humanen Antikdrpern
sollten streng kontrolliert sein, um unspezifische Bindungen oder Bindungen iiber den Fc-Teil
auszuschlieBen. Als Negativkontrollen fiir alle Immunfluoreszenz-Versuche dienten daher
gereinigte humane monoklonale Antikorper, die iiber keine Reaktivitit in den verwendeten
APL-ELISAs verfiigten. Zur Verfiigung standen als Kontrollantikdrper fiir IgM-Versuche
D9G10 und fiir [gG-Versuche A9D10. Beide Antikorper wurden von Philipp von Landenberg
generiert. Kommerziell sind Isotyp-Kontrollen fiir Experimente mit humanen monoklonalen
Antikorpern nicht erhéltlich. Bei A9D10 handelt es sich um einen IgG-Antikorper, der eine k-
Kette als leichte Kette tragt. HL5B verfiigt iiber eine A-Leichtkette. A9D10 und HL5B haben
eine schwere Kette des IgG2-Subtyps. Als weitere Kontrolle fiir Experimente mit dem IgG-

APL HL5B diente ein kommerziell erhiltlicher polyklonaler humaner IgG,A-Antikorper, der
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aus dem Plasma eines Myelompatienten stammt. Dieser polyklonale Antikorper ist
hinsichtlich der IgG-Subklasse und der leichten Kette mit HL5B identisch.

D9G10 verfiigt wie JGGY iiber eine k-Kette.

Die Kontrolle der Westernblots mit HL5B als Primérantikorper wird spiter beschrieben.

Das zweite Problem der Untersuchung der humanen APL im der humanen Zellkultur liegt im
Fehlen von Positivkontrollen, die weder kommerziell erhiltlich sind, noch aufgrund des
Mangels eines validen Systems zur Uberpriifung der Reaktivitit gegen humane Zellen (da es
ja eben an der Positivkontrolle mangelt) selbst herstellbar sind.

Die folgenden Versuche wurden also unter Verwendung einer Negativkontrolle, jedoch ohne

eine Positivkontrolle durchgefiihrt.

5.3.1 Untersuchung einer moglichen Bindung von HL5SB an die monozytire Zelllinie

Mono-Mac-6 mittels Westernblot von Zelllysaten

Zelllysate aus Mono-Mac-6-Zellen wurden hergestellt wie beschrieben. Aus der Herstellung
der Zelllysate resultierten zwei Fraktionen, die Uberstandfraktion, die die 18slichen
Zytoplasmaproteine und die unter den gewihlten Bedingungen aus der Zellmembran heraus
gelosten Membranproteine enthilt, und die Membranfraktion, die Membranfragmente mit
nicht gelosten Membranlipiden und Membranproteinen, sowie Proteine aus nicht lysierten
Zellorganellen beinhaltet.

Die Uberstandsfraktion wurde mit 6x Auftragspuffer fiir die SDS-PAGE versetzt. Die
Membranfraktion, die einen festen Niederschlag im Reagenzrohrchen darstellt, wurde in
einfachem Auftragspuffer fiir die SDS-PAGE durch Auf- und Abpipettieren weitgehend
homogenisiert. Die Menge des Auftragspuffers wurde so gewéhlt, dass das Gesamtvolumen
der Uberstands- und der Membranfraktion gleich waren. Beide Fraktionen wurden wie
beschrieben zum Denaturieren der Proteine erhitzt und auf zehnprozentige Polyacrylamidgele
aufgetragen. Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine mittels Westernblot auf
Nitrocellulosemembranen  transferiert ~und  unterschiedlichen = Prozeduren  zum
immunchemischen Nachweis einer eventuellen Bindung von HLS5B an Monozytenlysate

unterzogen.
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5.3.1.1 Einfluss der Blockierungsmethode auf die mogliche Bindung von HL.5B an
Mono-Mac-6-Lysate

In einem unkontrollierten Pilotversuch wurden Uberstands- und Membranfraktion aus
lysierten Mono-Mac-6 auf 10 % Polyacrylamidgele aufgetragen und die enthaltenen
Proteingemische mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Pro Spur wurden 10 pl Probe aufgetragen,
was fiir beide Fraktionen der Proteinmenge aus 1 x 10° Zellen entspricht.

Die immunchemische Reaktion erfolgte im BCIP/NBT-System wie beschrieben mit TBST-
Blotto als Blockierungsreagenz, HL5SB als ersten Antikorper und einem AP-konjugiertem
Anti-Human IgG-Antikorper als Zweitantikorper.

Sowohl in der Uberstandsfraktion als auch viel stirker in der Membranfraktion zeigte sich
eine deutliche Bande auf der Hohe des 66 kDa-Marker-Proteins. Eine schwiichere Bande
zeigte sich aulerdem oberhalb des 29 kDa-Marker-Proteins in der Membranfraktion (

Abbildung 5-15).

Roti-
mark

66

43

29

20

Abbildung 5-15: Uberstand (U) und Membranfraktion (M) aus der Lyse von 1 x 10° Mono-Mac-6-
Zellen im Westernblot bei Detektion mit HL5B als erstem Antikorper. Banden bei 66 kDa werden
im Uberstand und in der Membranfraktion sichtbar. In der Membranfraktion zeigt sich auBerdem
eine Bande oberhalb des 20 kDa-Markers.

Um zu untersuchen, ob die Banden die Bindung von HLSB iiber den Fc-Teil an Fec-
Rezeptoren der Mono-Mac-6 reprisentieren oder einen Hinweis auf eine mogliche Bindung
der F(ab)-Fragmente von HL5B an ein monozytéires Protein liefern, wurden der Einfluss
unterschiedlicher Blockierungsreagenzien in der immunchemischen Entwicklung des

Westernblots tiberpriift.
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Als Blockierungsreagenzien dienten:
1) 10 % Normalserum in TBST
2) 3% BSA in TBST
3) TBST-Blotto

SDS-PAGE, Westernblot und immunchemischer Nachweis erfolgten ansonsten wie bereits
beschrieben. Pro Spur auf dem Polyacrylamidgel wurden eine der Zellzahl 1 x 10° dquivalente

Menge an Uberstand und Membranfraktion aufgetragen.

200
119
66
43
29
20
14
10 % 3 % BSA TBST-Blotto
Normalserum HLS5B-Biotin HL5B-Biotin
HLS5B-Biotin
Strep-AP Strep-AP Strep-AP
A B C

Abbildung 5-16: Untersuchung des FEinflusses der Blockierungsmethode auf eine mogliche
Bindung von HL5B an Mono-Mac-6-Lysate. Uberstand (U) und Membranfraktion (M) aus der
Lyse von 1 x 10° Mono-Mac-6-Zellen wurden mit HL5B als ersten Antikorper detektiert. Als
Blockierungsreagenzien dienten (A) 10 % humanes Normalserum. (B) 3 % BSA und (C) TBST-
Blotto. Die 66 kDa-Bande zeigte sich in allen drei Versuchsansétzen.

Die unter Verwendung von TBST-Blotto sichtbare 66 kDa-Bande (

Abbildung 5-15, Abbildung 5-16 C) zeigt sich auch unter Verwendung von 10 % humanem
Normalserum (Abbildung 5-16 A) oder 3 % BSA (Abbildung 5-16 B) als
Blockierungsreagenz. Der Einsatz von 10 % Normalserum fiihrt also nicht zur Inhibition der
Bindung, was einen Hinweis darauf liefert, dass wahrscheinlich nicht eine Rezeptor-Fc-Teil-
Bindung fiir das Signal im Westernblot verantwortlich ist. Dennoch besteht die Moglichkeit,
dass der Fc-Rezeptor unter den gewihlten Bedingungen nur inaddquat blockiert wurde oder
dass Bindungen von Antikdrpern aus dem Normalserum durch den Zweit-Antikorper
detektiert wurden. Weitere Kontrollexperimente sollten diese Moglichkeiten iiberpriifen und

weitere Moglichkeiten fiir eine unspezifische Reaktion ausschlie3en.
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5.3.1.2 Kontrolle der moglichen Bindung von HL.SB an Mono-Mac-6-Lysate durch

Verwendung eines monoklonalen, humanen IgG-Antikorpers

Um zu iiberpriifen, ob die in

Abbildung 5-15 und Abbildung 5-16 detektierten Banden bei 66 kDa auf die Bindung von
HLS5B an Monozytenbestandteile zuriickgehen wurden zwei Kontrollexperimente zur
immunchemischen Firbung der Mono-Mac-6-Westernblots mit HL5B durchgefiihrt:

Zundchst wurde die immunchemische Entwicklung der Westernblots ohne den
Primérantikorper HLSB durchgefiihrt, d.h. nach Blockierung der Nitrocellulosemembran
wurde direkt mit dem Sekundirantikorper, Anti-Human IgG-AP, inkubiert. In diesen
Entwicklungsansitzen sollten sich keine fiir HL5B spezifischen Reaktionen zeigen.

In weiteren Kontrollexperimenten wurde der Primérantikdrper HLSB in biotinylierter Form
verwendet. Als Konjugat diente an die Alkalische Phosphatase gekoppeltes Streptavidin
(Strep-AP). Signale, die auf unspezifische Interaktionen des Sekundirantikorpers
zuriickgehen, konnen in diesem Ansatz ausgeschlossen werden. Nicht ausgeschlossen ist
weiterhin die Bindung iiber den Fc-Teil.

Zusitzlich zum immunchemischen Nachweis iiber AP-konjugierte Sekundérreagenzien und
BCIP/NBT wurde HRP-konjugierter Sekundérantikorper bzw. HRP-konjugiertes Streptavidin
(Strep-HRP) und fiir die Substratreaktion ECL-Reagenz verwendet. Diese Methode stellt ein
sensitiveres  Verfahren zum immunchemischen Nachweis dar. Mit Hilfe von
Autoradiographie-Filmen (Hyperfilm™ ECL) wird durch die Substratreaktion emittiertes
Licht in ein sichtbares Signal umgewandelt. Fiir die Westernblots wurden sowohl Lysate aus
unstimulierten Mono-Mac-6-Zellen, als auch Lysate aus mit 10 ng/ml LPS stimulierten
Mono-Mac-6 eingesetzt.

Genaue Angaben zu den Konzentrationen der verwendeten Reagenzien sind in Kapitel 4.3.2.3

aufgefiihrt.

Als deutliches Signal war ausschlieBlich die 66 kDa-Bande in einigen der Westernblots, die
jeweils mindestens einmal zur Bestidtigung der Ergebnisse wiederholt wurden, zu erkennen.

Tabelle 5-6 fasst die diesbeziiglichen Ergebnisse zusammen.

Bei der immunchemischen Firbung der Westernblots durch einen enzymkonjugierten
Zweitantikorper zeigte sich die 66 kDa-Bande fiir unstimulierte Mono-Mac-6 bei
Anwesenheit und Abwesenheit von HL5B, wenn der Zweitantikorper HRP-konjugiert ist und

die Entwicklung im Chemilumineszenz-System erfolgt. Bei Einsatz eines AP-gekoppelten
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Sekundérantikorpers und BCIP/NBT-Losung als Substratreagenz waren fiir beide Ansitze

keine Banden detektierbar.

Tabelle 5-6: Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Westernblots mit Lysaten aus
unstimulierten und stimulierten (LPS) Mono-Mac-6. (+) Die 66 kDa-Bande zeigt sich deutlich
nach der Substratreaktion; (-) keine Banden nach Substratreaktion. AuBler der Bande bei 66 kDa

zeigen sich keine weiteren eindeutigen Banden in den Blots.

Mono-Mac-6

Unstimuliert

Stimuliert

HL5B/Anti-IgG

+

----/Anti-IgG

+

HL5B-Biotin/ - + - +
Strep-AP o.
Strep-HRP

----/ Strep-AP o. - + - +
Strep-HRP

Entwicklungs-
system ECL BCIP ECL BCIP

Der Unterschied kann auf die sehr viel hohere Sensitivitit des ECL Plus-Systems gegeniiber
dem BCIP/NBT-System zuriickgefiihrt werden. Das Ergebnis macht jedoch deutlich, dass die
66 kDa-Bande nicht spezifisch fiir die Interaktion von HL5B mit einem Monozytenbestandteil
ist, sondern auf eine unspezifisch Bindung des Sekundirantikorpers zuriickgeht.

Bei den Lysaten aus den stimulierten Mono-Mac-6-Zellen lie sich weder im ECL Plus-
System noch im BCIP/NBT-System die entsprechende Bande visualisieren.

Im Biotin-Streptavidin-System konnte die Bande nicht mittels der ECL-Substratreaktion
sichtbar gemacht werden: Weder bei stimulierten, noch bei unstimulierten Monozyten
konnten tiberhaupt Banden detektiert werden. Durch BCIP/NBT-Reaktion wurde die 66 kDa-
Bande wiederum bei Verwendung von HLS5B und in der Negativkontrolle detektiert. Es
konnte nicht gekldrt werden, worauf die beobachteten Reaktionen zuriickzufiihren sind. Die
Tatsache jedoch, dass sich die 66 kDa-Bande immer auch in der Negativkontrolle zeigt, stellt
klar heraus, dass es sich nicht um eine fiir HL5SB spezifische Bande handelt.

Mittels Westernblot konnte keine Bindung von HLS5SB an ein Mono-Mac-6-Protein
nachgewiesen werden. Da keine geeignete Positivkontrolle vorlag, kann eine mogliche
Bindung, die unter den gegebenen Bedingungen nicht detektiert werden konnte, jedoch

dennoch nicht definitiv ausgeschlossen werden.
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5.3.2 Untersuchung einer moglichen Bindung von HL5B und JGG9 an die monozytiire

Zelllinie Mono-Mac-6 mittels Immunfluoreszenzanalyse

Zur Untersuchung einer moglichen Bindung von HL5B und JGGY9 an Mono-Mac-6-Zellen als
Modell fir humane reife = Monozyten wurde als weitere Methode die
Immunfluoreszenzanalyse eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden Mono-Mac-6-Zellen durch
Cytospin auf Objekttriger gebracht, fixiert und mit HL5B und JGG9 und dem entsprechenden
Sekundérantikorper (Anti-Human IgG-FITC, Anti-Human IgM-FITC), bzw. mit den
biotinylierten APL und FITC-gekoppeltem Streptavidin (Strep-FITC), inkubiert, um eine
mogliche Bindung von HL5B und JGGY9 iiber das sekunddre, fluoreszenzmarkierte
Nachweisreagenz zu visualisieren. Als Negativkontrollen dienten die schon beschriebenen
monoklonalen humanen Antikdrper A9D2 (fiir IgG) und D9GI10 (fiir IgM), sowie der
polyklonale IgG,A (Isotyp-Kontrolle fiir HL5B) in biotinylierter und nicht biotinylierter
Form.

Unterschiedliche Fixierungsmethoden wurden angewendet, nidmlich die Fixierung mit
Methanol und die Fixierung mit Paraformaldehyd. Hinsichtlich der Membranintegritit und
des Erhalts der Tertidr- und Quartéirstrukturen der Membranproteine unterscheiden sich die
beiden Fixierungsmethoden erheblich (siehe Kapitel 4.3.1.3.1). Dies ist beim Arbeiten mit
APL von besonderer Bedeutung, da mogliche Antigene Lipide, Lipidbindende Proteine und
Komplexe aus beiden sein konnen.

Zunéchst wurden die Primérantikdrper auf Cytospin-Priparaten, die mit 3% Paraformaldehyd
fixiert und anschlieBend mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert wurden, titriert. Dabei
wurden JGGY9, HL5B und die entsprechenden Kontrollen in verschiedenen Verdiinnungen bis
hin zu 50 pg/ml (hochste Antikorper-Konzentration)  bei konstanter Strep-FITC-
Konzentration eingesetzt. Es zeigte sich bei keiner Konzentration ein Unterschied zwischen
den APL und ihren Negativkontrollen. Bei allen APL und den Negativkontrollen konnte keine
stiarkere Fluoreszenz festgestellt werden, als in der PBS-Kontrolle (Inkubation nur mit FITC-
gekoppeltem Nachweisreagenz, kein Primérantikorper).

Bei einer Primirantikorper-Konzentration von 0,05 pug/ml (nicht biotinylierte Antikorper)
zeigte sich auch durch unterschiedliche Konzentrationen an fluoreszenzmarkiertem
Sekundérantikorper (Anti-Human IgG-FITC, Anti-Human IgM-FITC, jeweils 1:50, 1:100 und
1:500) kein Unterschied zwischen HL5B, JGG9, A9D2, D9G10, IgG,A und PBS-Kontrolle.
Die Wiederholung der Versuche mit Methanol-fixierten Zellen fithrte zum gleichen Ergebnis.

Tabelle 5-7 fasst die Resultate der Immunfluoreszenz-Versuche zusammen.
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Tabelle 5-7: Untersuchung einer moglichen Bindung von APL an Mono-Mac-6-Zellen mittels
Immunfluoreszenz. Unter den gewihlten Bedingungen konnte keine Bindung nachgewiesen

werden.
Nachweissystem | Strep-FITC Anti-IgG/IgM-FITC
Fixierung
Methanol Keine Fluoreszenz n.d.
Paraformaldehyd Keine Fluoreszenz Keine Fluoreszenz

Unter den gewihlten Bedingungen konnte keine Bindung der APL HLS5B und JGG9 an
Mono-Mac-6-Zellen als Modell fiir reife humane Monozyten nachgewiesen werden. Dennoch
kann die Moglichkeit, dass HL5B und JGG9 in der Lage sind Mono-Mac-6 zu binden nicht
ausgeschlossen werden, da besonders hinsichtlich der Notwendigkeit der Fixierung
Unterschiede zwischen der in vitro- und in vivo-Situation bestehen. AuBerdem ist die

Validitit des Testsystems aufgrund des Fehlens von Positivkontrollen letztlich nicht gesichert.

5.3.3 Zusammenfassung

Im Rahmen des APS wird bei Patienten eine Thromboseneigung festgestellt, als deren
Ursprung in der Literatur unter anderem eine erhohte prokoagulante Aktivitat von Monozyten
diskutiert wird. Fir HL5B wurde in vitro gezeigt, dass der Antikorper in der Lage ist, auf
humanen Monozyten eine erhohte prokoagulante Aktivitdt zu induzieren, die vermutlich auf
eine erhohte Tissue Factor-Expression zuriickgeht (Lackner et al., 2000). Anderungen im
Aktivitdtszustand von Monozyten konnen durch direkte Interaktion zwischen APL und den
Zellen hervorgerufen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob HL5B und JGG9 an Mono-Mac-6 als Modell
fiir humane, periphere Monozyten binden.

Im Westernblot konnte eine solche Bindung fiir HL5B auch mit unterschiedlichen Nachweis-
Methoden nicht gezeigt werden. In den Westernblots mit Mono-Mac-6-Lysaten fiel eine
deutliche Bande bei 66 kDa auf, die jedoch nicht spezifisch fiir den Nachweis einer Bindung
durch HL5B war und deren Ursprung nicht geklirt werden konnte.

Auch durch Immunfluoreszenz mit fixierten Mono-Mac-6 konnte eine direkte Bindung weder
fiir HL5B, noch fiir JGGY nachgewiesen werden.

Da fiir alle Versuche keine geeignete Positivkontrolle vorlag, ist dennoch eine Bindung von

HL5B oder JGG9 an Monozytenbestandteile nicht vollstdndig auszuschlieBen. Es besteht die
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Moglichkeit, dass es in vivo zu einer Interaktion der Antikdrper mit Monozyten kommt —

unter Reaktionsbedingungen, die in den durchgefiihrten Versuchen nicht abgebildet wurden.

5.4 Etablierung einer Methode zur Generierung von B-1-Zell-Hybridomen

zur Gewinnung von B-1-Zell-APL

B-1-Zellen sind eine Subpopulation der B-Zellen, die so genannte natiirliche Autoantikdrper
produzieren (Bhat et al., 1992; Bhat et al., 1995; Hayakawa und Hardy, 2000). Diese
natiirlichen Autoantikdrper weisen eine geringe Affinitit zu meist mehreren Antigenen auf.
Bei den Antigenen handelt es sich hdufig um Nicht-Peptid-Antigene (auch Phospholipide),
die bei verschiedenen Organismen ubiquitir verbreitet sind. Man geht davon aus, dass B-1-
Zellen an einer ersten, unspezifischen Abwehr gegen eindringende Erreger beteiligt sind. Sie
machen etwa 10 % - 30 % der gesamten B-Zell-Population aus, sind durch den stérker
exprimierten CD5-Rezeptor auf ihrer Oberfliche charakterisiert und liegen im Gesunden
inaktiviert vor.

Um festzustellen, ob B-1 Zell-Antikorper in ihren strukturellen Eigenschaften den im Rahmen
des APS produzierten Antikorpern dhneln und gegebenentalls gleichen Ursprungs sind bzw.
wo die Unterschiede liegen, sollten B-1- und B-2-Zellen aus Patienten und Normalprobanden

im Rahmen der vorliegenden Arbeit isoliert und niher charakterisiert werden.

5.4.1 Sortierung der B-1- und B-2-Zellen

B-1-Zellen stellen einen geringen Anteil der Lymphozyten im peripheren humanen Blut dar.
Etwa 1 — 8 % der peripheren Lymphozyten von adulten Individuen tragen CD19 und CD5 auf
ihrer Oberfliche und sind daher als B-1-Zellen zu klassifizieren (Bhat et al., 1995).

Besonders neuere Arbeiten heben hervor, dass CD5 auf allen B-Zellen induzierbar bzw.
regulierbar ist. So wurde fiir EBV-transformierte B-Zellen eine Herabregulation der CDS5-
Expression beschrieben (Kaplan et al., 2001), wéhrend fiir die B-Zell-Aktivierung von einer
Hochregulation von CDS5 — auch auf B-2-Zellen — berichtet wird (Gary-Gouy et al., 2002a).
Zur Isolierung von B-1-Zellen musste daher versucht werden, eine Methode zu etablieren, bei
der vor Sortierung der B-1-Zellen eine Aktivierung und die EBV-Infektion vermieden
werden. Beobachtungen zeigen, dass schon durch Kultivierung in FCS-haltigem Medium eine
geringe B-Zell-Stimulierung stattfindet (Viola Ochsenhirt, Wolfgang Gronau, personliche
Mitteilung).
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Zunichst wurde tberpriift, ob sich eine durch PHA induzierte Stimulierung von B-Zellen in
einer Hochregulation von CD5 widerspiegelt, und ob diese gesteigerte CDS5-Expression mit
der CD69-Expression korreliert.

Hierzu wurden PBMCs aus buffy coat isoliert. Die Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die nicht an die Plastikoberflidche der Zellkulturflasche
adhirierten Zellen (Suspensionszellen) abgenommen und in RPMI 10 % FCS (geringe
Stimulation) bzw. RPMI 10 % FCS mit 20 pg/ul PHA (Stimulationsmedium) wiederum iiber
Nacht inkubiert. Pro Ansatz wurden 6 x 10° Zellen in 10 ml des entsprechenden Mediums
eingesetzt.

Zellen aus beiden Ansitzen wurden je zwei Firbungen unterzogen: Je 5 x 10° Zellen wurden
mit  CD69-PE/CD19-FITC  oder mit CD5-PE/CD19-FITC gefarbt und im

Durchflusszytometer untersucht.

CD69-Farbung von B-Zellen
100
90 +
80
70
60 — —
2 504 o CD69-p05|t|Y
40 @ CD69-negativ|
30
20 —
10 +—
0 T
A PHA keine Stimulierung
CD5-Farbung von B-Zellen
70
60
50
40 -pOSiti
2 @ CD5-positiv
30 ® CD5-negativ
20
10
0 T
B PHA keine Stimulierung

Abbildung 5-17: Stimulierung von Lymphozyten mit PHA. CD19-positive Zellen (B-Zellen)
wurden gegatet und hinsichtlich ihrer CD69-Expression (A) und CD5-Expression (B)
durchflusszytometrisch untersucht. Bei PHA-Stimulierung wird sowohl die CD69-Expression als
auch die CD5-Expression hochreguliert.
Die Grenze fiir positive und negative Populationen wurde iiber die Verwendung von
Isotypkontrollen definiert. Abbildung 5-17 zeigt die prozentualen Anteile CD19-gegateter B-
Zellen, die eine Hochregulierung des Aktivierungsmarkers CD69 und des

Oberflichenantigens CD5 aufweisen. Die die Aktivierung der B-Zellen ist iiber CD69-
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Farbung darstellbar (Abbildung 5-17 A). Es konnte gezeigt werden, dass bei Aktivierung der
Anteil CDS5-positiver B-Zellen von 349 % in RPMI 10% FCS auf 48 % in
Stimulationsmedium steigt. Damit ist deutlich, dass die Stimulierung tatsdchlich eine
unmittelbare Auswirkung auf die CD5-Expression und die Anzahl CD5-positiver Zellen hat.
Eine Aktivierung vor der Sortierung CDS5-positiver B-1-Zellen muss deshalb soweit wie
moglich vermieden werden.

Deshalb wurden bei der Etablierung der Methode zur Sortierung von B-1- und B-2-Zellen
darauf geachtet, bei der Aufreinigung der Zellen Prozeduren, die zu einer erhohten

Aktivierung der Zellen fithren konnten, zu vermeiden.

Zur Isolierung von getrennten B-1- und B-2-Zellpopulationen wurden zundchst PBMCs aus
buffy coat von gesunden Probanden isoliert und in X-Vivo-Medium kultiviert. Kultivierung in
X-Vivo-Medium fiihrt nicht zu einer Stimulation von B-Zellen (Viola Ochsenhirt, Wolfgang
Gronau, personliche Mitteilung). Uber Uber-Nacht-Adhision wurden Suspensionszellen
(Lymphozyten, NK-Zellen) von Adhésionszellen (Monozyten) getrennt. Aus den
Suspensionszellen, bestehend hauptsichlich aus B- und T-Lymphozyten und wenigen NK-
Zellen, wurden iiber CD3-Depletion mittels magnetischer Zellsortierung B-Zellen
angereichert. Diese Form der negativen Selektion wurde gewihlt, um eine Aktivierung der B-
Zellen durch CD19-Signaling bei Positivselektion zu vermeiden. Die so angereicherten B-
Zellen wurden einer CD19/CD5-Fiarbung unterzogen. Bei allen Zwischenschritten bis zur
Sortierung wurden die Zellen auf Eis gehalten.

Die Sortierung erfolgte mit dem Epics® ALTRA™. Zur Definition der Ausschlussgrenzen
wurden ungefirbte, wie oben beschrieben angereicherte B-Zellen aus dem gleichen buffy coat
verwendet. Die sortierten Zellen (B-1-Zellen, B-2-Zellen) wurden anschlieBend
durchflusszytometrisch reanalysiert, um die Korrektheit der Trennung beider Populationen
und die Reinheit der Fraktionen zu tiberpriifen und darzustellen.

Beide Populationen konnten isoliert werden. Die Reanalyse zeigte, dass es sich um reine
Populationen handelte. Sie wurden fiir weitere Kultivierungsversuche eingesetzt (Abbildung

5-18).
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Abbildung 5-18: Sortierung von B-1-Zellen. B-1-Zellen wurden als CD19"/CD5*-Population
sortiert, B-2-Zellen als CD19%/CD5 Population (A). Reanalyse der B-1 Zellpopulation zeigt fiir
96,5 % CD19"/CD5"-Zellen (B). Reanalyse der B-2 Zell-Population zeigt 0,1 CD19"/CD5"-
Zellen (C), d.h. die Trennung der B-1 und B-2-Zellen ist gelungen.

5.4.2 Infektion mit EBV, Probleme bei der Kultivierung und der Ubertragbarkeit der
Methode auf Patientenproben

Nach der Isolation von B-1- und B-2-Zellen als getrennte Populationen mittels FACS wurden
beide Populationen in Kultur genommen, mit PHA stimuliert und mit EBV infiziert, um
stabile, AK-produzierende Zellpopulationen zu erhalten. Die aus einem buffy coat
gewonnene B-1-Zellpopulation war so klein (1 x 10° Zellen), dass eine erfolgreiche Infektion
mit EBV zur Stabilisierung und spiteren Expansion nicht moglich war. Die B-1-
Zellpopulation wurde auf eine Zellzahl von 3 x 10° Zellen/ml in RPMI 10% FCS eingestellt.
Bei 1 x 10° Zellen waren dies 166 ul Zellsuspension, die dann mit der dreifachen Menge an
EBV-haltigem Uberstand versetzt wurde. Der Ansatz wurde auf zwei bis drei Vertiefungen
einer 96-Loch-Zellkultur-Platte verteilt. =Wachsende Klone waren auch bei mehrfacher
Wiederholung des Versuches nicht zu beobachten. Da die Transformationsrate durch EBV
bei B-Zellen in Zellkulturen etwa 1 % betrigt (Frade et al., 1985), ist eine Transformation

maximal bei 1000 der 1 x 10° Zellen zu erwarten. Diese 1 x 10> Zellen stellen die Ausbeute
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der sortierten Zellen da. Sowohl durch das durchflusszytometrische Sortieren als auch durch
das In-Kultur-Nehmen sind die Zellen Stress ausgesetzt, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die Anzahl der tatsidchlich fiir die Transformation zur Verfiigung stehenden Zellen
noch geringer ist. Es konnten nach mehreren Versuchen zwei CD5-positive Zellkolonien
expandiert werden, die jedoch die Antikdrper-Produktion einstellten, bevor eine erfolgreiche
Klonierung moglich war.

Auch eine Anderung der Methode, bei der die CD3-Depletion weggelassen wurde, um einen
Verlust von Zellen bei diesem Schritt zu verhindern, fithrte nicht zu hoheren Ausbeuten bei
der Sortierung und nicht zu besseren Ergebnissen bei der EBV-Transformation. Eine
Ubertragung der Methode auf Patientenproben war aufgrund der im Vergleich zum buffy coat

viel geringeren verfiigbaren Ausgangszellzahl nicht moglich.

5.4.3 Zusammenfassung

Es konnte eine Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe B-1-Zellen von B-2-Zellen durch
FACS voneinander getrennt werden konnten. Hierbei musste v.a. eine Aktivierung der B-1-
Zellen vor der Sortierung vermieden werden, da gezeigt werden konnte, dass sich die
Aktivierung der Zellen unmittelbar auf die Expression des B-1 Zellmarkers CD5 auswirkt.
Bei Aktivierung ist dieser dann auch auf B-2-Zellen induziert.

Die isolierte Zellzahl aus buffy coat war in den meisten Zellen zu gering, um eine
erfolgreiche EBV-Infektion zu gewdhrleisten. In zwei Fillen konnten CD5-positive
Zellkolonien nach EBV-Infektion expandiert werden. Eine Antikdrper-Produktion konnte bi
diesen Zellen jedoch nicht mehr nachgewiesen werden.

Eine Ubertragung der Methode auf Blutproben von APS-Patienten war aufgrund der im

Vergleich zum buffy coat viel geringeren Ausgangszellzahl nicht moglich.

5.5 Kofaktorabhingigkeit von APL

5.5.1 Etablierung einer Methode zur Isolierung von IgG-Fraktionen und IgG-freien
Fraktionen aus Humanseren

Kofaktorabhédngigkeit der Bindung an Phospholipidantigene ist mehrfach als Merkmal einiger

APL beschrieben, wobei vor allem Prothrombin und B2GPI als Proteinkofaktoren diskutiert

werden (Galli et al., 1990; McNeil et al., 1990; Bevers et al., 1991; Hashimoto et al., 1992;

Horkko et al., 1997; Schwarzenbacher et al., 1999; Subang et al., 2000). Es wurde postuliert,
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dass Patienten mit APS gewohnlich kofaktorabhingige APL aufweisen, wihrend
infektassoziierte APL kofaktorunabhingig seien (Matsuura et al., 1990; Ordi et al., 1993). Die
Tests auf Kofaktorabhingigkeit oder —unabhingigkeit werden meist mit Seren von Infektions-
oder  APS-Patienten = durchgefithrt. =~ Um  zwischen  kofaktorabhingigen  und
kofaktorunabhingigen APL unterscheiden zu konnen, werden als Testsysteme ELISAs
verwendet, in deren Plattenbeschichtung die Kofaktoren enthalten sind oder nicht. Sowohl
Prothrombin (bzw. dessen Spaltprodukte) als auch B2GPI sind jedoch als natiirliche
Bestandteile in humanem Serum vorhanden. Bei Versuchen zu APL mit humanen Seren sind
diese Kofaktoren also durch den Einsatz von Serum als zu untersuchendes Agens im
Testansatz vorhanden — unabhingig davon, ob der Kofaktor in die Beschichtung der ELISA-
Platte integriert ist oder nicht.

Vor diesem Hintergrund ist es sinnvoll, eine Methode zu entwickeln, die die kofaktorfreie,
zumindest Prothrombin- und B2GPI-freie, Isolierung von zu untersuchenden Antikdrpern aus
Patientenseren erlaubt. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit konnte eine solche
Methode etabliert werden, die dann im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit (Marcel
Lichy) erfolgreich in Untersuchungen zur Kofaktorabhidngigkeit von APL von APS-Patienten
und von EBV-Patienten (als Modell fiir eine Infektionskrankheit mit infektassoziierten APL)

eingesetzt wurde.

Zur Etablierung einer Methode zur Generierung von Prothrombin- und B2GPI-freien IgG-
Fraktionen wurden humane Normalseren verwendet. Die Ubertragbarkeit der Methode auf

Seren von APS- und EBV-Patienten wurde anschlieBend demonstriert.

5.5.1.1 Isolierung von IgG aus humanen Seren durch Affinititschromatographie mit

Protein A

Die Isolierung von IgG aus humanen Seren erfolgte durch Affinititschromatographie mit
Protein A. Da die Methode Teil eines standardisierten Verfahrens zur Untersuchung einer
hohen Anzahl von Patientenseren sein sollte, war es wichtig, fiir den Chromatographieschritt
eine unaufwendige, leicht zu standardisierende und auch bei hohen Patientenzahlen in
angemessenem Zeitrahmen durchfiihrbare Variante zu wihlen. Dies konnte durch die
Verwendung von Vivaspin Protein A Mini Spin Sdulen als Chromatographie-Sdulen erreicht
werden. Mit Hilfe dieser Sédulen konnen Immunglobuline innerhalb von 30 min durch

aufeinander folgende Zentrifugationsschritte aus humanem Serum isoliert werden.
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Abbildung 5-19: Isolierung von IgG mit Vivaspin Protein A Mini Spin Sidulen nach Angaben des
Herstellers.

Es konnte gezeigt werden, dass bei Durchfiihrung der IgG-Isolierung mit Vivaspin Protein A
Mini Spin Sdulen nach Angaben des Herstellers IgG im Eluat angereichert wird. Allerdings
befand sich auch in den Durchldufen und Waschfraktionen nicht isoliertes IgG. Daher wurden
Durchlauf und Waschfraktion erneut auf die Protein A-Sédule aufgetragen und enthaltenes IgG
eluiert. Die Durchlauf- und Waschfraktionen dieses Aufreinigungsschrittes waren weitgehend
IgG-frei. Dies konnte durch SDS-PAGE und Westernblot gezeigt werden (Abbildung 5-20).
Das Eluat konnte anschlieBend mit Vivaspin 500-Sdulen (10 kDa MWCO) ohne
nennenswerten IgG-Verlust auf das Ausgangsvolumen des Serums ankonzentriert und auf

PBS umgepuffert werden.
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Abbildung 5-20: Isolierung von IgG aus humanem Serum mittels Vivaspin Protein A Mini Spin
Sdulen. DL= Durchlauf , W=Waschfraktion , E=Eluat. A) Comassie-gefirbtes SDS-Gel, B)
Westernblot, Detektion der schweren Kette mit anti-human IgG (y-chain)-AP 1:10000. Die Eluate
enthalten gereinigtes IgG (schwere und leichte Kette). In der Waschfraktion und dem Durchlauf
des ersten Aufreinigungszyklus ist noch IgG enthalten. Beide wurden erneut auf die Protein A-
Sdule aufgetragen. Mit dem resultierenden Eluat konnte weiteres IgG isoliert werden.
Waschfraktion und Durchlauf des zweiten Aufreinigungszyklus sind weitgehend IgG-frei (B).

5.5.1.2 IgG-Ausbeute aus Serumproben nach Affinitiitschromatographie

Die mit Hilfe der beschriebenen Methode erzielte IgG-Ausbeute aus Serumproben wurde im
IgG-ELISA ermittelt und betrug durchschnittlich 90,52 % (s = 8,07, n = 4) (Tabelle 5-8).
Wihrend in den IgG-freien Fraktionen nur geringe Mengen an IgG verblieben, konnte ein

GroBteil des Serum-IgGs in den IgG-Fraktionen wieder gefunden werden (Abbildung 5-21).

Tabelle 5-8: IgG-Konzentrationen (g/l) im Serum, der IgG-freien Fraktion und der IgG-Fraktion
bei 4 Probanden (zwei gesunde Probanden und 2 APS-Patienten). Die IgG-Ausbeute betrigt in
der IgG-Fraktion betrdgt durchschnittlich 90,52 %.

Serum IgG-frei lgG- 1aG-
Fraktion Ausgbeute
(IgG- (IgG-Konz./ (IlgG-Konz./ o

Konz./ g/l) g/l) g/l) (%)
Proband 1 15,21 2,28 14,99 98,55
Proband 2 8,88 1,94 7,55 85,02
Proband 3 7,56 0,41 6,22 82,28
Proband 4 9,27 0,98 8,92 96,22
Mittelwert 10,23 1,40 9,42 90,52
Standard-Abweichung (s) 3,40 0,86 3,87 8,07
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Abbildung 5-21:  Durchschnittliche IgG-Konzentrationen in Serumfraktionen, IgG-freien
Fraktionen und IgG-Fraktionen (n=4). In den IgG-freien Fraktionen bleibt nur eine geringe IgG-
Konzentration erhalten. In der IgG-Fraktion findet sich der Grofteil des isolierten IgG wieder.

5.5.1.3 In den IgG-Fraktionen sind keine Kontaminationen mit den bekannten

Proteinkofaktoren nachweisbar

Mit der Isolierung von IgG aus Vollserum sollte ein Ausgangsmaterial zur Untersuchung der
Bedeutung von im Serum vorhandenen Kofaktoren hinsichtlich ihrer Auswirkung auf das
Bindungsverhalten von Antikorpern an ihr Antigen erzeugt werden. Die Antikdrper mussten
zu diesem Zweck also von ihrer Serumumgebung getrennt werden, um ein kontrolliertes
Hinzufiigen der zu untersuchenden Kofaktoren zu ermdglichen und die Abwesenheit der
Kofaktoren im Ausgangsmaterial sicherzustellen.

Deshalb wurde die etablierte Methode daraufhin untersucht, ob die Abwesenheit der zu
untersuchenden Kofaktoren in den IgG-Fraktionen tatsdchlich gewéhrleistet ist.

Je 10 pl einer 1:40 Serumverdiinnung und entsprechend konzentrierte IgG-Fraktionen wurden
zu diesem Zweck einer SDS-PAGE unterzogen. Mittels Westernblot wurden die Proteine auf
eine Nitrocellulose-Membran transferiert. In der immunchemischen Firbung unter
Verwendung von anti-Prothrombin- (1:5000) und anti-B2GPI-Antikérpern (1:1000) wurde die
IgG-Fraktion auf das Vorhandensein der entsprechenden Kofaktoren gepriift. Die Serumprobe
diente in diesem Falle als Positivkontrolle, da sowohl B2GPI als auch Thrombin (als

Spaltprodukt des Prothrombin) im Serum detektierbar sein sollten.
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Abbildung 5-22: Untersuchung von Serum und IgG-Fraktionen auf das Vorhandensein der
Proteinkofaktoren B2GPI und (Pro-)Thrombin. 1= Serum (gesunder Proband), 2 = IgG-Fraktion
(gesunder Proband), 3 = Serum (APS-Patient), 4 = IgG-Fraktion (APS-Patient), 5 = Serum (EBV), 6
= IgG-Fraktion (EBV). Die immunchemische Firbung erfolgte mit (A) Kaninchen Anti-
Apolipoprotein H und Anti-Kaninchen-AP bzw. mit (B) Schaf Anti-Prothrombin und Anti-Schaf-
AP.

(A) B2GPI (Apolipoprotein H) ist in den Seren des gesunden Probanden, des APS-Patienten und des
EBV-Patienten nachweisbar, nicht jedoch in den entsprechenden IgG-Fraktionen. (B) Thrombin ist
durch den polyklonalen Prothrombin-Antikorper in den Seren des gesunden Probanden, des APS-
Patienten und des EBV-Patienten nachweisbar, nicht jedoch in den IgG-Fraktionen.
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Nachweis von B2GPI

Im Serum von gesunden Probanden, APS-Patienten und Patienten mit frischer EBV-Infektion
konnte B2GPI im Bereich des 49kDa-Markers als deutliche Bande mit Hilfe eines Anti-
ApoH-Antikorpers nachgewiesen werden (Abbildung 5-22 A). In den IgG-Fraktionen ist
keine spezifische Bande fiir B2GPI nachweisbar. Die IgG-Fraktionen sind also innerhalb der

Nachweisgrenzen des Westernblots frei von 32GPI.

Nachweis von (Pro-) Thrombin

Bei Prothrombin handelt es sich um ein 74 kDa-Protein, das im Zuge der Gerinnung durch
Abspaltung eines 32 kDa-Propeptids zum aktiven Thrombin (40 kDa) umgewandelt wird. Im
Serum liegen aufgrund der bereits abgelaufenen Gerinnungsreaktion ausschlieBlich die
Spaltprodukte vor. Im Westernblot sind durch den polyklonalen Prothrombin-Antikorper, der
sowohl Epitope im Pripeptid als auch im Thrombin erkennt, neben dem 32 kDa Propeptid
zwel weitere Spaltprodukte erkennbar (Abbildung 5-22 B). Thrombin setzt sich aus zwel iiber
eine Disulfidbriicke verbundenen Fragmenten von 6 kDa bzw. 34 kDa zusammen. Der fiir die
SDS-PAGE verwendete Probenpuffer reduziert die Disulfidbriicke, so dass die
Thrombinfragmente einzeln im Gel bzw. im Westernblot nachweisbar werden.

In allen Seren (gesunde Probanden, APS-Patienten und EBV-Patienten) konnte eine Bande
etwas unterhalb des 35,1 kDa-Markerproteins detektiert werden. Propeptid und Thrombin
sind hier nicht als distinkte Banden zu erkennen. Auch das kleinere Thrombinfragment (6
kDa) konnte (zumindest in den Seren der gesunden Probanden und der APS-Patienten)
unterhalb der 14 kDa Bande sichtbar gemacht werden. In keiner der IgG-Fraktionen sind
spezifische Banden fiir Prothrombin-Spaltprodukte nachweisbar, d.h. innerhalb der

Nachweisgrenzen sind die IgG-Fraktionen frei von Prothrombin bzw. Thrombin.

Uber die beschriebene Methode zu Isolierung von IgG aus Seren konnen also IgG-Fraktionen
erzeugt werden, die innerhalb der Nachweisgrenzen des Westernblots frei von
Kontaminationen mit den fiir das APS beschriebenen Kofaktoren B2GPI und Prothrombin
sind. Das Vorhandensein der Kofaktoren in den Seren gesunden Probanden, APS-Patienten

und EBV-Patienten konnte bestétigt werden.
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5.5.2 Untersuchungen zur Kofaktorabhéngigkeit von APL bei APS-Patienten und
Patienten mit frischer EBV-Infektion als Modell fiir Patienten mit
infektionsassoziierten APL: Kofaktorabhingigkeit von APL kann nur in

serumfreien IgG-Fraktionen bestimmt werden

Die im Rahmen der Doktorarbeit entwickelte Methode zur Generierung von serumfreien IgG-
Fraktionen aus humanem Serum wurde in einer medizinischen Doktorarbeit (Marcel Lichy)
erfolgreich fiir Untersuchungen zur Kofaktorabhingigkeit von APL eingesetzt.

Hierzu wurden APL von zwei Patientengruppen untersucht: APS-Patienten und Patienten mit
frischer EBV-Infektion. In der Gruppe der APS-Patienten zeigten die IgG-Fraktionen
Phospholipid-8Pro-ELISA einen starken Abfall der Reaktivitit gegen die Lipidantigene
Cardiolipin, Phosphatidylinositol und Phosphatidylserin gegeniiber den Serumfraktionen. Die
Reaktivitit gegen B2GPI und den B2GPI-/Cardiolipin-Komplex war nicht signifikant
reduziert. Zugabe von 1% normalen humanen Serums fiihrte zu einer Rekonstitution der
Lipidreaktivitit in den IgG-Fraktionen (

Abbildung 5-23).

\u 1% Serum W IgG O IgG +1% N-Ser. \

b —wlll-

Abbildung 5-23: APS-Patienten: Die Reaktivitit von Serum (1:100), IgG-Fraktion und nach
Rekonstitution der IgG-Fraktion mit 1% Normalserum.
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Uberraschender Weise konnte auch in den IgG-Fraktionen der EBV-Patienten eine Abnahme
der Reaktivitiit gegen die Lipidantigene beobachtet werden, die durch Zugabe von 1%

Normalserum nicht wieder herstellbar war (
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Abbildung 5-24). Die Reaktivitit scheint von einem anderen Serum-Kofaktor abhédngig zu
sein, der in humanem Normalserum nicht vorliegt, oder auf IgG3-Antikorper zuriickzugehen,

die durch Protein A-Affinititschromatographie nicht isoliert werden.
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Abbildung 5-24: Patienten mit EBV-Infektion: Die Reaktivitit von Serum (1:100), IgG-Fraktion
und nach Rekonstitution der IgG-Fraktion mit 1% Normalserum.

0D450

Die Daten zeigen dariiber hinaus, dass zur Differenzierung von Kofaktorabhingigkeit bzw.
Kofaktorunabhingigkeit bei APL IgG-Fraktionen als zu untersuchendes Agens eingesetzt
werden miissen, da die im Serum vorhandenen Kofaktoren ausreichen, um die Bindung von

kofaktorabhingigen Antikorpern an reine Lipide zu vermitteln.

5.5.3 Zusammenfassung

In der Literatur wird Kofaktorabhingigkeit bzw. -—unabhingigkeit von APL als
Unterscheidungskriterium zwischen pathogenen, APS-assoziierten und nicht pathogenen
APL, die im Verlauf vieler Infektionskrankheiten zu beobachten sind, diskutiert.

Tests, die versuchen, kofaktorabhingige und kofaktorunabhingige APL zu diskriminieren,
sind meist so strukturiert, dass die Kofaktoren in der Beschichtung der verwendeten
Phospholipid-ELISAs vorhanden sind, oder eben nicht.

APL-Reaktivitit, die auch bei Abwesenheit des Kofaktors nachweisbar ist, wird in diesem
Zusammenhang dann als kofaktorunabhidngig bezeichnet. Die im Kontext des APS
diskutierten Kofaktoren (v.a. B2GPI und Prothrombin) sind jedoch im humanen Serum, das

tiblicherweise in Phospholipid-ELISAs als zu untersuchendes Agens eingesetzt wird,
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vorhanden. D.h. dass sie dem Reaktionsansatz — unabhingig von der Beschichtung der
ELISA-Platte — zugesetzt werden und eine Unterscheidung zwischen Kofaktorabhingigkeit
und —unabhiéngigkeit auf diese Weise nicht moglich sein sollte.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, eine schnelle, routinetaugliche Methode
zur Isolierung von IgG-Fraktionen aus humanem Serum zu entwickeln. Diese IgG-Fraktionen
sind frei von Prothrombin (und dessen Spaltprodukten) und von B2GPI. Die Methode ist bei
Serum von gesunden Probanden, von APS-Patienten und von EBV-Patienten (als Modell fiir
Infektionspatienten mit erhohtem APL-Titer) anwendbar. Sie konnte in einer medizinischen
Doktorarbeit (Marcel Lichy) eingesetzt werden, um die Kofaktorabhiingigkeit von APL bei
APS-Patienten und einen Unterschied in der Kofaktorabhidngigkeit zwischen APS- und EBV-

Patienten zu demonstrieren.
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6 Diskussion

6.1 Generierung von drei monoklonalen Hybridomzelllinien aus Patienten
mit APS, die APL vom IgM-Typ produzieren

Ein Ziel der Arbeit war, monoklonale APL vom IgM- und IgG-Typ aus dem peripheren Blut
von APS-Patienten zu klonieren und stabil produzierende Hybridome zu generieren. Um
dieses Ziel zu erreichen wurde in der vorliegenden Arbeit die so genannte EBV-Hybridom-
Technik angewandt. Hier wird die Transformation von B-Zellen mit EBV mit der Fusion der
B-Zellen mit einer Myelomzelllinie kombiniert. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnten drei
monoklonale Zelllinien, die APL produzieren, etabliert werden: JGG9, HLC9 und HVAZ2.
JGGY wurde aus dem Blut einer Patientin mit sekundidrem APS (assoziiert mit SLE) generiert,
wihrend HLC9 und HVA2 jeweils auf Patienten mit der Diagnose eines primidren APS
zuriickgehen. Bei allen drei Antikorpern handelt es sich um Antikorper des IgM-Types. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden keine Zelllinien etabliert, die monoklonale IgG-APL

produzieren.

Allgemein werden Versuche zur Funktionalitit von autoreaktiven Antikorpern und APL im
Speziellen entweder mit polyklonalem Patientenserum oder mit monoklonalen Antikdrpern
(wie oben beschrieben) durchgefiihrt. Wihrend die Verwendung polyklonaler Antikorper die
Untersuchung von Auswirkungen auf unterschiedliche Systeme (z.B. auf das
Gerinnungssystem oder auf unterschiedliche Zelltypen) erlaubt, ist eine Korrelation der
beobachteten Effekte mit bestimmten strukturellen Merkmalen der Antikorper nicht moglich,
da es sich um sehr heterogene Antikorpergemische handelt. Um den Zusammenhang
bestimmter funktioneller Eigenschaften der APL mit strukturellen Charakteristika zu
analysieren und einen tieferen Einblick in autoimmunologische Pathomechanismen zu
erhalten, werden beim APS wie auch bei anderen Autoimmunerkrankungen monoklonale

Antikorper fiir Experimente herangezogen.

Die Generierung von humanen Zelllinien, die stabil monoklonale Antikorper produzieren, ist
bis heute nicht so standardisiert und effizient, wie die Erzeugung von entsprechenden murinen

Zelllinien. Probleme liegen hier in der geringen Anzahl von antigen-spezifischen Zellen im
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peripheren Blut und in der limitierten Anzahl der zur Erzeugung von Hybridomen zur
Verfiigung stehenden Fusionspartner.

Hiaufig werden Methoden, die die Proliferation der B-Zellen anregen, mit der Fusion dieser
Zellen mit einer Myelomzelllinie kombiniert. Die Anregung der Proliferation ist moglich
durch Zugabe von B-Zell-Mitogenen, durch Stimulierung des CD40-Systems und durch
Infektion der B-Zellen mit EBV. Letzteres fiihrt per se zur Transformation und
Immortalisierung der B-Zellen, die dann stabil monoklonale Antikérper produzieren. Durch
die Kombination mit der Zellfusion werden jedoch die Stabilitit der resultierenden Zelllinien
und deren Antikorperproduktion gesteigert (Frade et al., 1985).

Die Kombination der EBV-Transformation mit der Fusion mit murin-humanen
Heteromyelomzelllinien hat sich als Standardmethode zur Etablierung humaner Hybridome,
auch fiir die Untersuchungen zur Bedeutung von funktionellen und strukturellen
Eigenschaften autoreaktiver AntikOrper in Autoimmunprozessen, durchgesetzt. Die
Vorschaltung der EBV-Infektion fiihrt zur Proliferation und damit zu einer erhohten
Ausgangszellzahl fiir die anschlieBende Fusion. Dariiber hinaus wird durch den proliferativen
Status der Zellen die Effizienz der Fusion erhoht (Johnson und Rao, 1970; Andersson und

Melchers, 1978).

Im Rahmen der Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit fiel auf, dass die EBV-Hybridom-
Technik Schwachstellen aufweist. Ziel der Methode ist es, moglichst pathogenetisch relevante
Antikorper zu isolieren und in unbegrenzter Zahl fiir weitere Untersuchungen zu
konservieren. Hier sto8t die EBV-Hybridomtechnik an vier Grenzen, ndmlich hinsichtlich der
Effizienz, der Spezifitit, der pathogenetischen Relevanz und der Stabilitit der generierten

Hybridome.

Im Verlauf der Arbeit zeigte sich sehr schnell, dass trotz einer hohen Anzahl von APS-
Patienten, die eine Blutprobe zur Generierung von APL produzierenden Hybridomen zur
Verfiigung stellten, nur drei stabile Hybridomzelllinien etabliert werden konnten, die
ausschlieBlich IgM-Antikorper produzieren. Diese geringe Effizienz wurde schon in anderen
Arbeiten beschrieben (Niedbala und Stott, 1998; von Landenberg, 1999). Um die Effizienz
der Hybridomgenerierung zu erhohen, wurde die herkommliche PEG-Fusion der B-Zellen mit
den Heteromyelomzellen durch die Elektrofusion ersetzt. Fiir die Zellfusion mit PEG wird
eine sehr hohe Lymphozytenanzahl benotigt. Um diese Zellzahl zu erreichen, miissen positive

EBV-infizierte B-Zellkolonien mehrere Wochen wachsen. In dieser Zeit besteht die Gefahr,
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dass die Zellpopulationen ihre Antikorper-Sekretion einstellen oder von nicht sezernierenden
Zellen iiberwachsen werden. Fiir die Elektrofusion wird eine viel geringere Zellzahl pro
Fusionsansatz benotigt, d.h. die Fusion kann vor dem moglichen Verlust von APL
produzierenden Zellen durchgefiihrt werden. Auch hinsichtlich der Fusionsrate ist die
Elektrofusion die effizientere Methode. Die Zelllinien JGG9, HLC9 und HVA2 wurden
jeweils mit Hilfe der PEG-Fusion etabliert. In nachfolgenden Arbeiten konnte eine leicht
gesteigerte Effizienz durch Einsatz der Elektrofusion beobachtet werden.

Eine weitere Effizienzsteigerung ist wiinschenswert.

Zur Etablierung von Zelllinien, die monoklonale APL produzieren, muss eine moglichst hohe
Anzahl an lipidreaktiven B-Zellen immortalisiert und erfolgreich mit einer Myelomzelllinie
fusioniert werden. Als Ausgangsmaterial steht der heterogene B-Zell-Pool des peripheren
Bluts zur Verfiigung. Die Frequenz bestimmter Antigen-spezifischer B-Zellen im peripheren
Blut, die fiir die Fusion zur Verfiigung stehen, wurde auf 10 bis 10°° geschitzt (Thompson et
al., 1986; James und Bell, 1987). Diese Zahl ist abhédngig vom Antigen und vom Immunstatus
des Donors, aber auch wihrend aktiver Perioden einer Autoimmunerkrankung wird die
Anzahl Autoantigen-spezifischer aktivierter B-Zellen im peripheren Blut als extrem gering
vermutet (Niedbala und Stott, 1998). D.h., dass nur ein sehr geringer Anteil der in die EBV-
Transformation und die Fusion eingebrachten Zellen iiberhaupt die gewiinschte Spezifitit
aufweist. Eine Transformation und Immortalisierung durch EBV wird bei etwa 1 % der mit
dem Virus infizierten Zellen erzielt (Frade et al., 1985) und auch die Fusionsrate ist —
abhingig von der Fusionsmethode - relativ gering (Perkins und Foung, 1995). Die
Generierung einer Hybridomzelllinie mit der gewiinschten Lipid-Spezifitét gleicht vor diesem
Hintergrund einer Suche nach der Nadel im Heuhaufen. Als zukiinftige Alternative hierzu
kann eine relativ neue Methode dienen, die sich allerdings noch nicht allgemein durchgesetzt
hat. Mit Hilfe dieser Methode (Lieby et al., 2001) werden die B-Zellen mit der gewiinschten
Spezifitiat zundchst gezielt aus dem peripheren Blut isoliert und angereichert. Dazu werden
lipidreaktive B-Zellen mit Liposomen markiert und durch FACS vereinzelt. In einer
anschlieBenden Einzelzell-RT-PCR wird die variable Region des monoklonalen APL kloniert,
und rekombinante Antikorper werden mittels eines Baculo-Virus-Expressionssystems in

Insektenzellen exprimiert.
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Die im Rahmen der experimentellen Arbeiten mangelnde Ausbeute an monoklonalen IgG-
produzierenden Hybridomen kann mit der EBV-Transformation in Zusammenhang stehen. Es
wurde beschrieben, dass die EBV-Transformation im Vergleich zur Stimulation des CD40-
Systems zur Induktion eines proliferativen Status hédufig in solchen Zelllinien resultiert, die
niederaffine IgMs sezernieren (Niedbala und Stott, 1998). Man geht davon aus, dass die durch
EBV immortalisierten B-Zell-Linien auf eine distinkte B-Zell-Subpopulation zuriickgehen.
Dem beschriebenen Charakter der zugehorigen Antikorper nach konnte es sich hier um B-1-
Zellen handeln.

Die Stimulierung des CD40-Systems erfolgt iiber Ligation des CD40-Molekiils mit dem
CD40-Ligand (CD40L) oder einem monoklonalen Antikdrper gegen CD40. Der Kultur wird
im beschriebenen System auflerdem Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 10 (IL-10)
zugegeben (Darveau et al., 1993). Der direkte Vergleich der EBV-Transformation mit der
Stimulation des CD-40-Systems als Vorbereitung zur Herstellung Antikorper produzierender
Hybridome zeigt, dass die Ausbeute an IgG-sezernierenden Zellen bei Stimulation des CD40-
Systems hoher liegt (Niedbala und Stott, 1998). Allerdings wurde nachgewiesen, dass die
Kultur von B-Zellen mit IL-4, IL-10 und CD40-Antikérpern zum Klassenswitch in vitro
filhrten (Splawski et al., 1993). Der hohe Anteil an IgG-produzierenden Zellen geht also
zumindest teilweise nicht auf Fusion von schon in vivo I1gG-sezernierenden Zellen mit den
Myelomzellen zuriick, sondern auf Zellen, die in vivo IgM produziert und die
Antikorperproduktion erst unter in vitro-Bedingungen auf [gG-Sekretion umgestellt haben.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, monoklonale autoreaktive AntikOrper zu generieren
und deren Eigenschaften in Zusammenhang zu ihrer moglichen Bedeutung in vivo zu stellen.
Die Stimulierung des CD40-Systems stellt hier keine Alternative dar, da wesentliche
strukturelle Veridnderungen in vitro erfolgen und die Antikdrper nicht mehr die in vivo-

Situation widerspiegeln.

Vor dem Hintergrund, dass schon mehrfach die Isolierung von APL auch aus Gesunden
beschrieben wurde, dass APL transient bei vielen Infektionen auftauchen und dass jeder
Gesunde iiber ein natiirliches Autoantikorper-Repertoire verfiigt, stellt sich die Frage, ob die
generierten APL iiberhaupt eine Rolle in der Pathogenese des APS spielen. Auch hier steht
am Anfang eine rein statistische Uberlegung. Wie schon beschrieben ist der Anteil der fiir das
gesuchte Antigen spezifischen Zellen im peripheren Blut gering. Beim APS handelt es sich
hier um lipidreaktive B-Zellen. Diese in ihrer Anzahl schon geringen APL setzen sich

zusammen aus infektassozierten Antikorpern (es ist nicht bekannt, ob Patienten zum
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Zeitpunkt der Blutentnahme an Infektionen leiden), natiirlichen Autoantikdrpern und fiir das
APS relevanten Antikorpern. Wenn also die erfolgreiche Fusion von APL produzierenden
Antikorpern schon selten ist, ist die Wahrscheinlichkeit zur Generierung pathogenetisch
relevanter APL noch geringer. Hinzu kommt der schon beschriebene Bias durch die EBV-
Infektion, die bevorzugt fiir eine B-Zell-Subpopulation erfolgt. Dieser Bias liee sich durch
die Methode von Lieby et al. (Lieby et al., 2001) umgehen, da hier auf die Selektion der
lipidreaktiven B-Zellen eine direkte Klonierung und rekombinante Expression der V-
Regionen folgt, ohne eine EBV-Infektion zwischenzuschalten. Diese Methode konnte
allerdings auch dafiir verwendet werden, APL aus gesunden Probanden zu gewinnen
(Pasquali et al., 2004). D.h. der durch die EBV-Infektion hervorgerufene Bias hin zu einer
wohlmoglich pathogenetisch uninteressanten B-Zell-Population kann zwar {iberwunden
werden; die Generierung von monoklonalen Antikdrpern auch aus dieser Population ist
jedoch nicht ausgeschlossen. Dies wird besonders deutlich in einer spéteren Arbeit von Lieby
et al. (Lieby et al., 2004), in der mit der beschriebenen Methode aus einem APS-Patienten 5
monoklonale Antikorper generiert wurden. Nur einer davon war in der Lage, in einem
Tiermodell mit schwangeren Méusen fotale Resorption zu induzieren.

Wenn also tatsdchlich die Generierung von pathogenen APL erzielt werden soll, muss zu
einem moglichst frithen Zeitpunkt eine Methode zum Nachweis der Pathogenitit eingeschaltet
werden. Hier gilt die Fahigkeit eines Antikorpers, im Tiermodell das APS zu erzeugen, als
Pathogenititsnachweis (Lieby et al., 2004). Allerdings ist auch hier zu bedenken, dass bisher
noch nicht hinreichend geklirt ist, was genau fiir die Pathogenitit der APL zustindig ist, und
ob hier tatsichlich strukturelle Eigenschaften eine Rolle spielen oder ob z.B. die Dauer des

hochtitrigen Vorhandenseins der Antikdrper im Blut von Bedeutung ist.

Im Rahmen der Wachstumsversuche mit den drei Hybridomzelllinien fiel immer wieder auf,
dass sie nach einer lingeren Kultivierungszeit sowohl die Antikorper-Produktion als auch die
Wachstumsrate reduzieren oder einstellen. Diese Beobachtung ist kongruent mit allgemeinen
Beschreibungen von humanen Hybridomzelllinien. Es wurde beschrieben, dass humane
Hybridome nach Immortalisierung und Klonierung dazu neigen, Chromosomen zu verlieren.
Dadurch kann das Wachstum der Zellen beeintriachtigt werden und die Féhigkeit zur
Antikorperproduktion verloren gehen (Niedbala und Stott, 1998). Aus diesem Grund miissen
humane Hybridomzelllinien héufig rekloniert werden, um noch stabil produzierende und
wachsende Zellen von ,,inaktiven* Hybridomen zu trennen. Dies war auch fiir JGG9, HLC9

und HVA2 der Fall. Beziiglich der mangelnden Stabilitit der humanen Hybridome ist
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wiederum die Methode von Lieby et al eine Alternative, da das rekombinante

Expressionssystem eine stabile Antikorperproduktion ermoglicht (Lieby et al., 2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Generierung von monoklonalen APL
unterschiedlicher Genese, was mit Hilfe der EBV-Hybridomtechnik gelungen ist. Unabhéngig
von der pathogenetischen Relevanz und dem durch die EBV-Infektion gegebenenfalls
verursachten Bias konnte fiir alle drei APL (JGGY9, HLC9 und HVA2) in in vitro-
Untersuchungen eine Lipidreaktivitdit nachgewiesen werden. Besonders neuere
Entwicklungen auf dem Gebiet der Technologien zur Gewinnung von humanen
monoklonalen Antikorpern zeigen jedoch, dass hinsichtlich der Methodik Verbesserungen
noch moglich sind. Auf eine pathogenetische Relevanz der entwickelten Antikorper kann
nicht geschlossen werden. Die entwickelten Antikorper standen fiir weitere strukturelle und

funktionelle Untersuchungen zur Verfligung.

6.2 Strukturelle Charakterisierung der APL JGG9, HLSB und HVA2

Die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit generierten APL wurden zunéchst hinsichtlich
ihrer Bindung an unterschiedliche Phospholipide und an B2GPI, den fiir im Kontext des APS
vorkommenden Antikorper wichtigsten Proteinkofaktor, untersucht. Dies geschah in vitro mit
Hilfe eines Phospholipid-ELISAs.

Es zeigt sich, dass JGGY als einziger der drei Antikorper B2GPI-abhingig ist. JGG9 zeigt das
typische Bindungsprofil, das fiir APS-assoziierte Antikorper hidufig beschrieben wird: Er
erkennt unter einer Auswahl von Phospholipiden spezifisch Cardiolipin, wenn es in
Verbindung mit B2GPI auftritt. Das B2GPI alleine wird nicht oder nur schwach erkannt.
HVA?2 und HLC9 hingegen binden schwach an alle auf der Mikrotiterplatte immobilisierten
Lipide, nicht jedoch an B2GPI. Die Reaktivitit, die jeweils gegen den Komplex aus B2GPI
und Cardiolipin gerichtet ist, ist wahrscheinlich auf die weniger spezifische Bindung an das
Lipid zuriickzufiihren. Vor dem Hintergrund der Diskussion, dass B2GPI-abhidngige APL als
die Antikorper anzusehen sind, die unabhédngig von ihrer pathogenetischen Relevanz die fiir
das APS kennzeichnenden Antikorper sind, stellt sich JGG9 beziiglich seines Bindungsprofils
folglich als APS-assoziierter Antikorper da, wihrend HVA2 und HLC9 mit ihrer
unspezifischeren Bindungsfihigkeit an unterschiedliche Lipide, aber nicht an Protein-
Antigene, in das Bild natiirlicher, polyspezifischer Autoantikorper bzw. eines

infektassozierten APL passen.
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Die molekulargenetische Analyse der zugehorigen Sequenzen der variablen Regionen der
APL unterstiitzte dieses Bild: JGG9 zeigte eine wesentlich hohere Mutationsrate als HLC9
und HVA2.

Dies bezieht sich vornehmlich auf die schwere Kette des Antikorpers. Die variable Region der
JGG9-p-Kette gehort zur VH3-Familie, einer Familie, die bei einem Vergleich von bei
Antikorpern von Gesunden und von SLE-Patienten vorkommenden V-Gen-Familien in
beiden Gruppen sehr hidufig gefunden wurde (de Wildt et al., 2000) und allgemein
pradominiert. Als verwendete Gensegmente wurden DP-53 als homologes V-Segment und
JH3 als homologes J-Segment identifiziert. Ein homologes D-Segment konnte weder iiber
VBASE noch iiber Ig-Blast gefunden werden. Besonders fiir die Suche nach homologen V-
Gen-Sequenzen mit VBASE wurde die Schwierigkeit der Zuordnung eines homologen D-
Segmentes bereits beschrieben (Giles et al., 2003). Dies ist auf die der VBASE-Datenbank
zugrunde liegende Software zum Sequenz-Alignment, DNAPLOT, zuriickzufiihren. Diese
Software setzt zur sicheren Identifikation von homologen DNA-Sequenzen sehr stringente
Kriterien ein. Wenigstens 10 aufeinander folgende Nukleotide miissen hier im Allgemeinen
identisch sein, um ein D-Segment seiner entsprechenden Keimbahnsequenz zuzuordnen. Dies
ist im Falle der D-Segmente abhiingig von der Linge der hypervariablen Schleife H3, die
CDR3 enthilt, und der junktionalen Diversitidt der direkt an das unter Umsténden sehr kurze
D-Segment (z.B. 20 Nukleotide bei D6-13) angrenzenden Sequenzabschnitte schwierig. Ig-
BLAST geht standardméfig von einem Erwartungswert von 1 - 107 fiir zufillige
Nukleotidiibereinstimmungen in einer Sequenz aus, d.h. auch hier werden stark mutierte D-
Segmente nicht als homolog erkannt. Es besteht die Moglichkeit, den Erwartungswert zu
dndern und so auch weniger dhnliche Sequenzen in die Suche mit einzubeziehen. Allerdings
sinkt dann die Wahrscheinlichkeit, dass das korrekte D-Segment identifiziert wird.

Durch Alignment der JGG9-Sequenz fiir die variable Region der schweren Kette mit DP-53
und JH3 mit Hilfe der HUSAR-Software (HUSAR = Heidelberg Unix Sequence Analysis
Resources) konnten mehrere Nukleotidabweichungen von der Keimbahn-Sequenz und auch
Insertionen in der JGGY9-Sequenz gezeigt werden. Dies schldgt sich auf DNA-Ebene in einer
Homologie von nur 92, 3 % nieder. Auf Proteinebene liegt eine noch geringere Homologie
von 76,9 % vor. Zwei der auf DNA-Ebene vorliegenden Mutationen (eine in CDR1 und eine
in CDR2) miinden sich nicht in einem Aminosiureaustausch — es handelt sich also um stille

Mutationen. Auffallend viele Aminosdureaustausche finden sich in den framework-Regionen
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FR3 und FR4 und nur 6 von 28 sind in CDR lokalisiert. Der Grund fiir die auf Proteinebene
sehr niedrige Homologie der JGG9-Sequenz zur Keimbahnsequenz liegt v.a. in der hohen
Rate an Insertionen, die eine Leserasterverschiebung auslost. Der Vergleich der DNA-
Sequenzen von JGGY und den korrespondierenden Keimbahnsequenzen zeigt die Insertion
von 14 Nukleotiden innerhalb des V- und des J-Segmentes, von denen sich 11 in framework-
Regionen befinden. Hinzu kommen 12 zwischen V- und J-Segment inserierte Nukleotide, die
auf N-Nukleotide oder das nicht identifizierte D-Segment zuriickzufiihren sind. Es ist nicht
davon auszugehen, dass P-Nukleotide an den Verbindungsstellen zwischen den einzelnen
Gensegmenten eingefiigt wurden, da in diesem Fall palindrome Sequenzen der angrenzenden
Gensegment-Sequenzen zu finden sein miissten, was nicht der Fall ist. Bei den sich zwischen
V- und J-Segment befindenden eingefiigten Nukleotiden handelt es sich also um eine auf das
D-Segment zuriickgehende Sequenz oder um N-Nukleotide.

Die fiir die Leserasterverschiebung ursédchlichen Insertionen sind per se untypisch fiir
antigengesteuerte somatische Mutationen. Unterstiitzt wird die Vermutung, dass die
vorliegenden Mutationen nicht auf antigengesteuerte Prozesse zuriickzufiihren sind, dadurch,
dass sich diese Mutationen hauptsichlich auf FR-Regionen beziehen und sich nicht in den
primédren Antigen-Kontaktstellen, den CDRs, hidufen. Eine Untersuchung der Antigen-
Steuerung mit Hilfe der verwendeten statistischen Methoden ist daher nicht moglich.

Die Leserasterverschiebung fiihrt nicht zu einem Stopp-Codon, d.h. es ist davon auszugehen,
dass auf Grundlage der analysierten Sequenz ein funktioneller Antikorper exprimiert wird.
Obwohl die pathogenetische Relevanz von JGGY noch nicht gezeigt ist, ist es interessant, dass
es sich bei dem Antikérper mit den auffélligsten Mutationen um den aus der Patientin mit der
schwerwiegendsten APS-Symptomatik handelt. Von Insertionen und Deletionen in FR-
Regionen wird nur selten berichtet. Fiir einen funktionellen monoklonalen Autoantikorper aus
einem Mausmodell zur Autoimmunitidt, der MRL/lpr-Maus, wurden Deletionen und ein hoher
Grad an Insertionen in FR-Regionen beschrieben (Kimura et al., 1995). Abgesehen von
diesen Mutationen ist der Antikorper einem weiteren monoklonalen Maus-Antikorper mit
Rheumafaktor-Aktivitit sehr dhnlich. Er ist in der Lage, in der IL-3-abhédngigen Zelllinie
FDC-P2/185-4 die Produktion von IL-3, IL-6 und TNF-o0 zu induzieren, was durch die
Fahigkeit zur Induktion der Cytokin-Produktion auf Fc,-Rezeptor exprimierenden Zellen
erklart wird (Kimura et al.,, 1995). Die Gruppe Kimura et al. schlieBt aus ihren
Beobachtungen hinsichtlich der Insertionen, dass — obwohl es allgemein akzeptiert ist, dass
die Spezifitit und Affinitdit von Antikorpern hauptsidchlich auf die CDR-Sequenz

zuriickzufiihren ist — es moglich sei, dass auch die FR-Regionen von Autoantikorpern eine
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kritische Rolle in der Pathogenitit und der Spezifitit im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen spielen. Eine Arbeit von Simon und Rajewski (Simon und
Rajewsky, 1992) konnte zeigen, dass die artifizielle Insertion von vier Aminosdureresten in
die FR-Region eines Antikorpers die Sekretion des Antikorpers und dessen Biosynthese nicht
beeintridchtigt und dass Variationen in der Linge er variablen Region auch auf Insertionen im
Bereich der FR-Regionen zuriickgehen konnen. Dies unterstiitzt, dass es sich bei JGG9 um
einen Antikorper handeln kann, dessen Sekretion durch strukturelle Verdnderungen nicht
beeintriachtigt wird. Eine Untersuchung der Pathogenitit dieses so auffillig mutierten APL im
Tiermodell wire interessant. Sollte sich Pathogenitit nachweisen lassen, konnte durch
ortsspezifische Mutagenese (site-directed Mutagenesis), anschlieBende Expression des
Antikorpers und Untersuchungen sowohl der Bindungseigenschaften als auch der
Pathogenitit Aufschliisse iiber die Bedeutung der Insertionen gewonnen werden.

Die leichte Kette von JGGY zeigt keinen hohen Grad an Mutationen. Auch sind keine

Insertionen zwischen V- und J-Segment zu finden.

Die zwei Antikorper, die das typische Bindungsprofil eines natiirlichen Autoantikorpers
zeigen (Polyspezifitit), HLC9 und HVAZ2, zeigen ausschlieBlich Basenaustausche als
Mutationen. Die bei JGGY9 beobachteten FR-Insertionen sind hier nicht zu finden. Wihrend
die leichte Kette von HVA2 nahezu identisch zur Keimbahnsequenz ist, findet sich bet HLC9
in der leichten Kette nur eine Homologie von 97,86 % auf DNA-Ebene bzw. 95,41 % auf
Proteinebene. Die Verteilung der R-Mutationen lédsst jedoch darauf schlieBen, dass es sich
hier nicht um einen antigengesteuerten Prozess handelt und die Mutationen einen zufélligen
Mutationsprozess widerspiegeln. Dies ergibt sich sowohl bei Zugrundelegen eines binomialen
Verteilungsmodells, als auch unter Verwendung eines multinomialen Verteilungsmodells
(Lossos et al., 2000). Auffallend sind sowohl bei HLC9 als auch bei HVA?2 die Mutationen
der schweren Ketten: Die Mutationsrate in den CDR-Regionen liegt sowohl bei Annahme
einer binomialen, als auch einer multinomialen Verteilung signifikant {iber dem
Erwartungswert. Dies spricht fiir einen antigengesteuerten Prozess, d.h. mit hoher
Wahrscheinlichkeit haben HLC9 und HVA2 schon Kontakt mit ihrem Antigen gehabt. Die
Frage liegt nahe, warum sich keine hohere Spezifitat und Affinitidt beziiglich der Antigene
zeigt, sondern beide APL niedrigaffin und polyspezifisch ihre Antigene erkennen. Hier ist
der Erkldrungsansatz denkbar, dass die im ELISA erkannten Antigene nicht die
Hauptantigene fiir HLC9 und HVA2 darstellen. Es ist denkbar, dass die Antikorper ein

anderes Antigen, das auf der ELISA-Platte nicht vorhanden ist, viel besser erkennen. Es
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wurde schon seit den 1940ern diskutiert, dass Antikorper durch konformationale Diversitét in
der Lage sind, multiple Strukturen anzunehmen, dass also verschiedene Isomere eines
Antikorpers unterschiedliche Antigene erkennen konnen oder dass von einem Antikorper
verschiedene Isomere existieren, die unterschiedliche Antigene erkennen. Ersteres wiirde
Antikorpern ermdéglichen, zwischen der niedrigaffinen Bindung polyspezifischer Antigene
und der hochaffinen, hochspezischen Bindung eines anderen Antigens zu wechseln. James ef
al. haben isomere Formen eines Antikorpers beobachtet, die sich unabhédngig vom Antigen
gebildet haben, und dazu fiihrten, dass ein spezifisches Antigen durch diesen Antikorper
hochaffin, und mehrere weitere niedrigaffin gebunden wurden (James et al., 2003). Die
Gruppe postuliert, dass zwischen zwei isomeren Formen des Antikorpers ein Aquilibrium
besteht, das durch Vorhandensein des einen oder anderen Antigens zur Pridominanz des
jeweils bindenden Isomers verschoben wird. Eine Rolle dieses Mechanismus in der
Autoimmunitit wird diskutiert. Hier geht man davon aus, dass das Gleichgewicht eines
potentiell autoreaktiven Antikorpers durch die Anwesenheit eines bakteriellen Antigens vom
selbstreaktiven Isomer zum Isomer, das das bakterielle Antigen erkennt, verschoben wird. Bei
spiterer Abwesenheit des Antigens wire der Antikorper frei zur Autoantigenbindung und das
Aquilibrium wiirde in diese Richtung verschoben. Betrachtet man nun HLC9 und HVA2, ist
es moglich, dass das spezifische Antigen (z.B. ein bakterielles), das auch Ursache fiir die
antigengesteuerten Prozesse sein kann, noch nicht bekannt ist und die erkannten
Phospholipide durch eine weitere isomere Form der Antikorper erkannt werden. Zur
Identifizierung eines moglichen hochspezifischen Bindungspartners konnte eine Antigen-
Bank, die moglichst viele potentielle Antigene erhilt verwendet werden. Sollte hier ein
spezifisches Antigen gefunden werden, das kein Autoantigen ist, sollte die Pathogenitit von
HLC9 und HVA2 im Tiermodell iiberpriift werden. Sollte Pathogenitit nachweisbar sein,
konnen die Ergebnisse die oben beschriebene These von James et al. unterstiitzen. Wihrend
das Vorhandensein somatischer Hypermutation aufgrund antigengesteuerter Prozesse im
Rahmen des APS hidufig auf den Kontakt des AntikOrpers mit seinem Autoantigen
zuriickgefiihrt wird, konnte es unter der noch zu zeigenden Primisse, dass HLC9 oder HVA?2
pathogenetisch relevant sind, ein Zeichen dafiir sein, dass im Rahmen einer Abwehrreaktion
ein Antikorper induziert wurde und gereift ist, dessen Isomer Phospholipide erkennt und

somit zur Entwicklung einer Autoimmunerkrankung beitragt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzen der generierten APL mit Hilfe

unterschiedlicher statistischer Methoden auf das Vorhandensein von auf antigengesteuerte
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Prozesse zuriickgehenden Mutationen gepriift. Hierzu wurden Arbeiten von Shlomchik et al.,
Chang und Casali und Lossos et al. herangezogen (Shlomchik et al., 1987; Chang und Casali,
1994; Lossos et al., 2000). Wihrend Shlomchik et al. und Chang und Casali eine binomiale
Verteilung zugrunde legen, wihlen Lossos ef al. ein multinomiales Verteilungsmodell. Da
sowohl Shlomchik et al., als auch Chang und Casali bei ihren Berechnungen nur die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines bestimmten Ereignisses berechnen (P(k)), nicht
jedoch, ob ein beobachteter Wert an Rcpr-Mutationen signifikant von einem erwarteten Wert
abweicht, kann mit den so vorgestellten Methoden ein antigengesteuerter Prozess nicht
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein exakter
Binomialtest verwendet, um vorhandene Abweichungen auf ihre Signifikanz zu priifen. Da
die Rf-Werte fiir die vorliegenden Keimbahnsequenzen nicht zur Verfiigung standen, musste
auf den angeniherten Wert Rf = 0,75 (Jukes und King, 1979) zuriickgegriffen werden. Der
exakte Binomialtest wurde einseitig und zweiseitig durchgefiihrt. Vor dem Hintergrund, dass
ein antigengesteuerter Selektionsdruck fiir und gegen R-Mutationen in CDR-Regionen
agieren kann, wie auch Bose und Sinha beschreiben (Bose und Sinha, 2005), ist ein
zweiseitiger Test zu bevorzugen, der sowohl Abweichungen vom Erwartungswert nach oben,
als auch nach unten beriicksichtigt.

Lossos et al. gehen von vier Verteilungsmoglichkeiten aus und legen dementsprechend ein
Multinomialmodell zugrunde: R- und S-Mutationen in FR- oder CDR-Regionen.
Abweichungen der Anzahl der beobachteten Rcpr-Mutationen und Rpg-Mutationen von den
jeweiligen Erwartungswerten werden auf ihre Signifikanz gepriift. Allgemein gelten die
CDR-Regionen als die Antigen-Kontaktstellen der Antikorper, die im Gegensatz zu den FR-
Regionen somatischer Hypermutation unterliegen konnen. antigengesteuerte Prozesse sollten
sich folglich hauptsédchlich hier wiederfinden. Es stellt sich daher die Frage, ob es iiberhaupt
sinnvoll ist, die Rpg-Mutationen in statistische Auswertungen einzubeziehen, oder ob ein
binomiales Modell, das ausschlieSlich Rcpr-Mutationen in Betracht zieht, ausreichend ist.
MacCallum et al. konnten zeigen, dass nicht nur die CDR-Regionen, sondern auch Reste
innerhalb der FR-Regionen als Antigen-Kontaktstellen fungieren (MacCallum et al., 1996).
Vor diesem Hintergrund ist es sinnvoll, auch Mutationen in den FR-Regionen zu
beriicksichtigen. Allerdings ist es hier unabdingbar, die unterschiedlichen Suszeptibilititen
der FR- und CDR-Regionen in Kalkulationen mit einzubeziehen, wie es auch bei Lossos et al.
durch Verwendung der Sequenz-inhidrenten Rf-Werte gemacht wird. MacCallum et al. zeigen
jedoch auch, dass nicht alle CDR-Reste an der Antigenbindung beteiligt sind, ebenso wie

auch bei den FR-Regionen nicht alle Reste eine Rolle spielen, hier sogar nur wenige. Eine
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Einbeziehung dieser Neudefinitionen zu Antigenbindungsstellen in statistische Tests wére
notwendig, um eine exaktere Aussage zur Antigen-Steuerung bestimmter Mutationen machen
zu konnen. Auch Mutationen an Stellen ohne Antigenkontakt konnen sich durch sterische
Anderungen und Anderungen in der Tertidrstruktur des Antikorpers auf die
Antikorperbindung auswirken. Dies ist in statistischen Tests nur schwer zu beriicksichtigen
und macht auf eine Schwiche des Ansatzes, Antigen-Steuerung statistisch zu tiberpriifen,

aufmerksam.

6.3 Funktionelle Untersuchungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei humane, monoklonale APL vom IgM-Typ
etabliert, JGG9, HLC9 und HVA2. Sie wurden strukturell charakterisiert. Hierbei fiel JGG9
sowohl hinsichtlich seiner Bindungseigenschaften als auch hinsichtlich der Organisation der

die variable Region des Antikorpers kodierenden DNA-Sequenz auf.

Die Beteiligung von APL an Autoimmunprozessen im APS wurde mehrfach untersucht,
wobei bis heute nicht ganz klar ist, welche APL an den pathologischen Vorgingen beteiligt

sind — IgG oder IgM, kofaktorabhingig oder kofaktorunabhingig (Giles et al., 2003)?

Ein Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war, Hinweise fiir die Pathogenitit von aus APS-
Patienten isolierten APL zu finden. Bei den gewonnenen APL muss es sich nicht zwingend
um an der Pathogenese des APS beteiligte Antikdrper handeln. APL tauchen wie schon
beschrieben voriibergehend bei Infektionen auf und APL produzierende B-Zellen sind auch
bei Gesunden vorhanden (z.B. B-1-Zellen).

Um festzustellen, ob APL tatsédchlich pathogenetisch relevant sind, werden Tiermodelle als
valider Pathogenetitdtsnachweis herangezogen (Lieby et al., 2004). Allerdings gibt es auch in
vitro-Systeme, mit deren Hilfe erste Hinweise auf eine mogliche Pathogenitit der APL
gewonnen werden konnen, z.B. Tests zur Untersuchung der prokoagulanten Eigenschaften
von APL. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten fiir Beispiel-Antikorper aus APS-
Patienten solche ersten Hinweise gewonnen werden.

Hierfiir wurden der IgM-Antikorper JGGY, der im Rahmen der Arbeit generiert wurde und ein
bereits in der Arbeitsgruppe vorhandener IgG-APL, HL5SB (von Landenberg et al., 1999)
herangezogen. HL5B wurde iiber die EBV-Hybridom-Technik aus einem 51-jdhrigen,

minnlichen Patienten mit primidrem APS isoliert. Er zeigt Reaktivitdt gegen Cardiolipin und
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Phosphatidylserin, aber nicht gegen B2GPI, d.h. es handelt sich um einen
kofaktorunabhingigen Antikorper. HL5B ist vom IgG,-Subtyp und trigt eine A-Kette als
leichte Kette. In einer vorangegangenen Doktorarbeit (von Landenberg, 1999) wurde die
schwere Kette von HL5B sequenziert. Sie gehort wie JGG9 zur VH3-Familie. Das V-
Segment ist homolog zu HSIGH353X (Matsuda et al., 1998), ein D-Segment konnte nicht
identifiziert werden. Das Keimbahn-J-Segment mit der hochsten Homologie zur variablen
Region der schweren Kette von HLSB ist JH6. HL5B ist auf DNA-Ebene 90 % und auf
Protein-Ebene 84 % homolog zu den Keimbahnsequenzen. Er zeigt extensive somatische
Mutationen in CDR1 und CDR2. Es wurde postuliert, dass diese Mutationen aus einem
antigengesteuerten Prozess resultieren.

Vor dem Hintergrund einer moglichen Beteiligung des HLBS an Pathomechanismen des APS
ist HL5B ein interessanter Antikorper, da er zur IgG,-Subklasse gehort, fiir die beschrieben
ist, dass sie stark mit Thrombosen im APS korreliert (Sammaritano et al., 1997). Auch der
hohe Grad der somatischen Mutationen, die sich v.a. in CDR-Regionen hdufen, spricht fiir
einen bereits vollzogenen Kontakt mit dem Antigen, der im Kontext der
Autoimmunerkrankung stattgefunden haben kann. Auflerdem wurde in der Arbeitsgruppe
bereits gezeigt, dass HL5B in der Lage ist, prokoagulante Aktivitit auf Monozyten, nicht
jedoch auch Endothelzellen und Thrombozyten, zu induzieren (Lackner et al., 2000).
Untypisch ist, dass HL5B $2GPI-unabhingig ist.

Die Fahigkeit des HL5B, auf Monozyten eine prokoagulante Aktivitit zu induzieren, wurde
mit Hilfe eines Kugelkoagulometers (siehe 4.3.2.1) nachgewiesen. Monozyten aus buffy coat
wurden analog zur Inkubation in Stimulationsmedium mit Antikdrperverdiinnungen inkubiert.
Eine mit der LPS-Stimulierung vergleichbare Induktion prokoagulanter Aktivitdt konnte
gezeigt werden, als deren Ursache eine gesteigerte TF-Expression vorgeschlagen wurde
(Lackner et al., 2000). In den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen
wurde der Versuch mit JGG9 wiederholt — allerdings konnte hier keine prokoagulante
Aktivitit beobachtet werden (nicht gezeigt).

In den vorhergegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zu HL5B konnte nicht geklart
werden, wie genau HL5B eine prokoagulante Aktivitit auf Monozyten auslost. Zelluldre
Bestandteile der Monozyten als Bindungspartner des HL5B wurden nicht identifiziert. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine direkte Interaktion von HL5B mit
Monozyten nachweisbar ist und ob Monozytenbestandteile identifiziert werden konnen, die
durch HL5B erkannt werden. Obwohl eine prokoagulante Aktivitdt im vorgestellten System

durch JGGY nicht induziert wurde, wurde JGG9 in einige der Interaktionsstudien einbezogen,
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da Effekte von IgG- und IgM-APL auf Monozyten bereits mehrfach beschrieben sind
(Kornberg et al., 1994; Cuadrado et al., 1997; Esmon et al., 1997; von Landenberg et al.,
1999; Lackner et al., 2000; Meroni und Riboldi, 2001; Cho et al., 2002; Lopez-Pedrera et al.,
2006a; Lopez-Pedrera et al., 2006b). Obwohl bereits einige Arbeiten mit unterschiedlichen
Ergebnissen zur direkten Untersuchung der Bindung von APL an unterschiedliche Zellen
(Endothelzellen, Plazentazellen, Zellen des ZNS, Thrombozyten) existieren (Arvieux et al.,
1995; von Muhlen und Tan, 1995; Hanly et al., 1996; Caronti et al., 1998; Hill et al., 1998;
Donohoe et al., 1999; Chen et al., 2004), und mehrfach funktionelle Auswirkungen der APL
auf Monozyten beschrieben wurden, gibt es kaum Untersuchungen, die auf die Identifizierung
der zelluldren Interaktionspartner gerichtet sind.

Auch wenn HL5B als 32GPI-unabhédngiger APL beschrieben wurde, ist eine Interaktion mit
einem zelluliren Protein denkbar, die auf strukturelle Ahnlichkeiten zwischen den Antigenen
zuriickfiihrbar sein kann (oder auf das Vorhandensein unterschiedlicher isomerer Formen des
Antikorpers).

Zunichst wurde die Bindung von HL5B an Monozyten-Lysate (Mono-Mac-6 als Modell) im
Westernblot untersucht. Hier konnte auch unter unterschiedlichen Versuchsbedingungen
weder fiir unstimulierte noch fiir stimulierte Mono-Mac-6 eine spezifische Bindung von
HLS5B nachgewiesen werden. Eine immer wieder auftretende Bande bei 66 kDa war nicht
spezifisch fiir HL5B.

Ein Problem beim Arbeiten mit humanen Antikorpern und mit Monozyten ist das
Vorhandensein von Fc-Rezeptoren auf den Zellen. Davon ausgehend, dass die mogliche
spezifische Interaktion der APL mit den Monozyten iiber Bindung der Fab-Fragmente an ein
spezifisches Oberflachenantigen erfolgt, kann die Untersuchung dieser Bindung immer durch
die Bindung des Fc-Teils des Antikorpers an die Fc-Rezeptoren auf der Monozytenoberfliche
tiberlagert werden. Ein positives Signal im Westernblot (und auch in anderen Systemen zur
Untersuchung der Interaktion) kann also immer zwei Ursachen haben, die Bindung des Fc-
Teils an den Fc-Rezeptor oder die Bindung der Fab-Fragmente an ihr spezifisches Antigen
auf der Monozytenoberfliche. Daher miissen die Fc-Rezeptoren vor der Inkubation mit dem
Antikorper adidquat blockiert werden. Hier bieten sich Fc-Teile eines Antikorpers oder
humanes Serum an. Letzteres wurde zur Blockierung der Fc-Rezeptoren in den
Bindungsstudien mit den APL eingesetzt.

Hier ist jedoch zu beachten, dass die mogliche Bindung von APL an Monozyten nicht iiber
anti-IgG-Sekunddrantikorper erfolgen darf, da durch diese Sekundirantikorper auch die fiir

die Blockierung eingesetzten Serum-IgGs nachgewiesen wiirden. Aus diesem Grund wurden
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die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit immer auch mit biotinyliertem HL5B
und konjugiertem Steptavidin als Nachweisreagenz durchgefiihrt.

Eine Hauptursache dafiir, dass im Westernblot keine Bindung von HL5B an Monozyten
nachgewiesen werden konnte, obwohl fiir die Inkubation von Monozyten mit HL5B die
Induktion der prokoagulanten Aktivitit bereits gezeigt wurde und eine Interaktion daher nahe
liegt, kann darin liegen, dass zelluldre Zielstrukturen durch die Lyse der Monozyten
desintegriert werden. Dies ist v.a. vor dem Hintergrund wahrscheinlich, dass das zellulire
Antigen fiir den APL HL5B kein Protein sein muss, sondern auch ein Komplex aus Protein
und Lipid (Zellmembran) oder auch ein reines Lipidantigen sein kann. Auflerdem wurde die
dem Westernblot vorangehende SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen durchgefiihrt
— dies kann auch im Falle von reinen Proteinantigenen erheblich die Bindungseigenschaften
verdndern, da Epitope fiir den Antikdrper von der Denaturierung betroffen sein konnen.
Dennoch ist eine Interaktion von APL mit zellulidren Bestandteilen im Westernblot prinzipiell
denkbar und fiir einige aus Patientenserum isolierte APL fiir Plazentaproteine (Donohoe et al.,
1999) und Bestandteile von HUVECs und mikrovaskulidren Endothelzellen (Hill et al., 1998)

auch gezeigt.

Um das Problem der Desintegration moglicher zelluldrer Zielstrukturen zu minimieren,
wurden auch Immunfluoreszenz-Analysen fiir die Bindungsstudien herangezogen. Der
Nachweis der Bindung von Autoantikdrpern an bestimmte zelluldre Strukturen durch
Immunfluoreszenz ist in der Diagnostik der Autoimmunerkrankungen weit verbreitet (von
Muhlen und Tan, 1995). Auch anti-B2GPI-Antikorper wurden schon in
Immunfluoreszenzuntersuchungen auf HUVECs eingesetzt, wodurch eine Kolokalisation von
B2GPI-Antikorpern mit B2GPI in spiten Endosomen gefunden werden konnte (Dunoyer-
Geindre et al., 2001). Prinzipiell ist jedoch davon auszugehen, dass auch bei der
Immunfluoreszenz die Desintegration der potentiellen zelluldren Antigene eine Rolle spielt
und hier v.a. die Fixierungsmethoden von Bedeutung sind (siehe Kapitel 4.3.1.3.1). Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die Methanolfixierung als auch die
Fixierung mit Paraformaldehyd angewendet. Wihrend das organische Losungsmittel
Methanol Proteine prizipitiert und die Lipidmembran desintegriert, erfolgt die Fixierung mit
Paraformaldehyd durch Quervernetzung der Proteine. Die Membran wird nicht durchléssig
gemacht — um Antikorpern einen Zugang zu intrazelluldren Antigenen zu schaffen, werden
milde Detergenzien verwendet, die den Membrankontext aber nicht vollstindig zerstoren, d.h.

eventuelle Lipidantigene bleiben erhalten.
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In der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich zu den Kontrollen weder fiir HLSB noch fiir
JGGY eine Reaktivitdt gegen Monozyten durch Immunfluoreszenz gezeigt werden.

Noch umstritten ist, wie die Bindung von APL an zelluldre Interaktionspartner (untersucht
hauptsédchlich fiir Endothelzellen) zustande kommt, ob es sich um eine direkte Bindung
handelt, oder ob B2GPI als Briicke fungiert. Favorisiert wird letztere Position (Del Papa et al.,
1995; Meroni und Riboldi, 2001; Lopez-Pedrera et al., 2006b), aber auch die Position, dass
APL weder alleine noch durch Vermittlung durch B2GPI an Endothelzellen binden, wird
vertreten (Hanly et al., 1996). Sollte B2GPI eine Rolle in einer moglichen Bindung von APL
an Monozyten spielen, so war B2GPI durch Zusatz von humanem Serum als
Blockierungsreagenz  sowohl in den  Westerblotanalysen als auch in den
Immunfluoreszenzuntersuchungen vorhanden.

Insgesamt stellte sich bei beiden Versuchsansidtzen das Problem der Positivkontrollen,
humanen monoklonalen Antikorpern, die nachweislich mit Oberfldchenantigenen auf
Monozyten interagieren. Solche Positivkontrollen sind kommerziell nicht erhéltlich (ebenso
wie valide humane Isotyp-Kontrollen). Es ist also nicht auszuschlieen, dass HL5B und JGG9
unter anderen als den gewihlten Versuchsbedingungen in der Lage sind, Monozyten zu
binden.

Hinsichtlich der Moglichkeiten zur Induktion von prokoagulanter Aktivitit und anderer
zelluldrer Effekte auf Monozyten durch APL sind verschiedene Varianten denkbar.
Aktivierung des p38-MAP-Kinase-Weges und des MEK-1/ERK-Weges zur Induktion der TF-
Expression wurden beschrieben (Lopez-Pedrera et al., 2006b). Unklar ist noch, wie diese
Signaltransduktion ausgelost wird. Hier ist die Bindung von APL iiber die Fab-Teile der
Antikorper an einen Oberfldchenrezeptor oder die Lipidoberfliche denkbar. Moglich ist auch,
dass Rezeptoren geclustert werden miissen, um die Signaltransduktion zu induzieren.

Aber es ist auch denkbar, dass die Interaktion von APL mit Monozyten wie bei jedem
Antikorper tiber den Fc-Teil geschieht und dass iiber den F(ab),-Teil des Antikorpers ein
bestimmtes Antigen an die Monozyten gebracht wird, das fiir die Induktion der
prokoagulanten Aktivitit verantwortlich ist. Ein @hnliches System wurde schon 1995 durch
Arvieux et al. fiir die Aktivierung von Neutrophilen postuliert und gezeigt. Hier konnte die
Bindung von anti-B2GPI-Antikorpern an den Fc-Rezeptor FcyRII und die gleichzeitige
Bindung von an die Zelloberfldache assoziiertem B2GPI durch die F(ab),-Fragmente und die
unmittelbare  Assoziation dieser Interaktionen mit der Neutrophilen-Aktivierung
nachgewiesen werden (Arvieux et al., 1995). Die Uberlegungen hierzu basierten auf friiheren

Untersuchungen mit murinen monoklonalen anti-B2GPI-Antikorpern, die {iiber Fcy-
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Rezeptoren Thrombozyten aktivieren konnten. Es wurde vermutet, dass die Interaktionen mit
Fc-Rezeptoren und Oberflichen-gebundenem B2GPI zu einem Clustering von
Membranrezeptoren fiihrte.

Es ist nicht auszuschliefen, dass die fiir HL5B beschriebene Fihigkeit zur Induktion
prokoagulanter Aktivitdt auf Monozyten auf Fc-Rezeptor-Wechselwirkungen zuriickzufithren
ist. In diesem Fall wire ein negatives Ergebnis in den vorgestellten Tests, die eine Interaktion
iiber die Fab-Fragmente untersuchten, nicht verwunderlich. Um dies genauer zu untersuchen,
konnen Inhibitionsstudien mit Antikorpern gegen die Fc-Rezeptoren hilfreich sein, um zu
priifen, ob die beobachteten in vitro-Effekte (erhohte prokoagulante Aktivitidt) kompetitiert
werden konnen. In der Arbeit von Arvieux et al. konnte die Aktivierung der Neutrophilen
durch anti-FcyRII-Antikorper verhindert werden.

Generell ist anzumerken, dass positive in vitro-Tests, wie der Nachweis der Induktion
prokoagulanter Aktivitit im Kugelkoagulometer, nur als Hinweis auf eine mogliche
pathogene Beteiligung von APL am APS zu verstehen sind. Als Pathogenititsnachweis gelten
Tiermodelle zu thrombotischen Ereignissen oder fotaler Resorption (Lieby et al., 2004).
Daher ist auch die pathogenetische Relevanz von HL5B nicht gezeigt.

HL5B und JGGY9 wurden dariiber hinaus in vitro auf ihre Fihigkeit, LDL-assozierte
Komplementaktivierung zu verstirken oder abzuschwichen, getestet (nicht gezeigt). Die
verstirkte Komplementaktivierung im Zusammenhang mit APL wurde als pathologischer
Prozess im Kontext der gynidkologischen Symptome des APS gezeigt (Salmon et al., 2003;
Girardi et al., 2004; Salmon und Girardi, 2004). Als Testsystem wurde ein System gewihlt,
bei dem Komplementaktivierung in der Lyse von Schafs-Erythrozyten resultiert (Bhakdi et
al., 1999). Auch hier konnte fiir beide Antikorper im Vergleich zu Negativkontrollen kein
Effekt gezeigt werden.

Die Untersuchung im Tiermodell, ob es sich um fiir die Pathogenese des APS relevante

Antikorper handelt, steht noch aus.

6.4 B-1- und B-2-Zellen

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollten monoklonale APL generiert und
charakterisiert werden. Hier lag der Schwerpunkt auf APL im Kontext des APS, aber auch
APL anderer Genese waren von Interesse. Da noch immer umstritten ist, was die Pathogenitit
von APL im Rahmen des APS kennzeichnet, sind strukturelle und funktionelle Vergleiche

von APL unterschiedlicher Genese interessant. Es 1ist bekannt, dass APL bei
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Infektionspatienten, bei APS-Patienten und bei Gesunden vorkommen. Die bei Gesunden
auftretenden APL gehen zumindest teilweise auf B-1-Zellen zuriick. Dieser B-Zell-Typus ist
verantwortlich fiir die Produktion natiirlicher autoreaktiver Antikorper, die polyreaktiv sind
und hauptsichlich Nicht-Peptid-Antigene — u.a. Lipide — erkennen. Man geht davon aus, dass
die B-1-Zellen eine Rolle in der angeborenen Immunabwehr spielen und durch die
Polyreaktivitit ihrer Antikorper in der Lage sind, eine Reihe von ubiquitir vorkommenden
Antigenen, und damit Krankheitserregern, zu erkennen (Teng et al., 1985; Gonzales et al.,
1989). Neben ihrer Rolle in der angeborenen Immunabwehr beziehen sich Hypothesen zur
Funktion der natiirlichen APL auf ihre Rolle an der Beseitigung apoptotischer Zellen und
apoptotischen Debris.

Fiir die im Rahmen der Doktorarbeit etablierten Antikérper JGG9, HLC9 und HVA?2 ist
letztlich nicht klar, ob sie pathogenetisch fiir das APS relevant sind, auf infektassozierte
Antikorper oder auf B-1 Zell-Antikorper zuriickgehen. Es ist noch weitgehend unklar, wie die
drei Arten von APL in Zusammenhang stehen, ob sie einen gemeinsamen Ursprung haben
oder auf vollkommen unterschiedliche Untergruppen von Antikoérpern zuriickgehen.

Um mogliche Zusammenhidnge zwischen physiologischen und pathologischen APL zu
analysieren, ist es notwendig, auch natiirliche APL zu untersuchen. Es ist von Interesse, die
genauen Eigenschaften der pathologischen APL im Vergleich zu den natiirlichen APL zu
charakterisieren und mogliche Unterschiede zwischen beiden zu definieren. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Doktorarbeit versucht, eine Methode zu etablieren, mit
deren Hilfe gezielt APL produzierende B-1-Zellen zu Hybridomen fusioniert und kloniert
werden konnen. Hierzu wurden B-Zell-Populationen aus Gesunden (buffy coat) zuniéchst
gezielt iiber ihre CDS5-Expression nach B-1 und B-2-Zellen sortiert. Problematisch ist hier,
dass die fiir die B-1 Zell-Population typische CDS5-Expression auch in B-2-Zellen durch
Aktivierung und Stimulierung dieser Zellen gesteigert werden kann (Gary-Gouy et al.,
2002a). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit durchflusszytometrisch durch CDS5- und
CD69-Farbung bestitigt werden. Die Kultivierung der PBMCs vor Sortierung musste daher in
X-Vivo-Medium ohne FCS-Zugabe erfolgen, da es unter diesen Bedingungen zu keiner
Stimulation der Lymphozyten kommt. Es gelang, CD5-hochexpremierende von CDS5-
niedrigexpremierenden B-Zellen, also B-1 von B-2-Zellen zu trennen. Schwierigkeiten gab es
bei den Versuchen, die Zellen in Kultur zu nehmen und zu fusionieren. Die Anzahl der CD5-
positiven Zellen war so gering, dass eine anschlieende EBV-Infektion zur Expansion vor der
Zellfusion kaum moglich war. Eine Expansion der Zellen vor der Sortierung war nicht

durchfiihrbar, da eine Aktivierung der Zellen wie schon beschrieben unbedingt vermieden
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werden musste und auch die EBV-Infektion die CD5-Expression beeinflusst und daher nicht
vor der Sortierung zum Einsatz kommen darf (Kaplan et al., 2001). Nur in zwei Fillen
konnten CD5-positive Zellen nach EBV-Infektion expandiert und auch mittels Elektrofusion
mit Heteromyelomzellen fusioniert werden (nicht gezeigt). Allerdings war bei beiden
Zellpopulationen im ELISA keine Antikorperproduktion nachweisbar und ihre
Charakterisierung wurde aus diesem Grund nicht weiterverfolgt. CD5-Zellen liegen beim
Gesunden in der Peripherie inaktiviert vor. Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass
CDS5 an dieser Inaktivierung der B-Zellen beteiligt ist, indem es das B-Zell-Rezeptorsignaling
inhibiert und damit vermutlich zur Toleranzerhaltung beitrégt (Sen et al., 1999; Hippen et al.,
2000; Gary-Gouy et al., 2002b). Es ist unklar, wie sich die Oberfldchenrezeptoren der B-
Zellen bei Fusion mit Heteromyelomzellen verhalten und welche Auswirkung die Fusion auf
die Inaktivierung der Antikorperproduktion und die damit verbundene Signaltransduktion
zeigt. Die in den B-1-Zellen vorliegende CDS5-gesteuerte Inaktivierung konnte fiir die
fehlende Antikorperproduktion der resultierenden Hybridome verantwortlich sein.

Um dieses Problem zu umgehen ist es denkbar, die verwendete Methode zur Isolierung von
B-1-Zellen mit der bereits beschriebenen Methode zur Gewinnung von monoklonalen
antigenspezifischen Antikorpern von Lieby et al. (Lieby et al., 2001) zu kombinieren. Hierzu
ist eine Dreifach-Markierung der Zellen mit einem anti-CD5-, einem anti-CD19-Antikorper
und den Liposomen zur Identifizierung und Isolierung lipidreaktiver B-1-Zellen mittels FACS
notwendig. Eine dhnliche Dreifach-Markierung ist fiir die Identifizierung cardiolipinreaktiver
Memory-B-Zellen bereits beschrieben (Lieby et al., 2003). Entsprechende Zellen konnten so
vereinzelt werden und die variable Region ihrer APL im beschriebenen Baculo-Virus-
Expressionssystem in einem vollstindigen Antikorper exprimiert werden. Die Expression
wire in diesem Falle unabhingig von den in der B-Zelle vorliegenden
Regulationsmechanismen. Die Antikorper konnten fiir funktionelle Untersuchungen
eingesetzt werden. AuBerdem konnten die Sequenz und weitere strukturelle Merkmale
identifiziert werden.

Es gibt bereits Hinweise darauf, dass pathologische APL und natiirliche Autoantikorper
gleichen Ursprungs sind. Lieby et al. konnten aus einem APS-Patienten unterschiedliche
monoklonale APL gewinnen. Fiinf wurden zufillig fiir weitere Analysen ausgewihlt, von
denen einer im Tiermodell Pathogenitit zeigte (Lieby et al., 2004). Interessanterweise zeigte
dieser Antikorper im Gegensatz zu den vier weiteren Kofaktorabhidngigkeit der Cardiolipin-
Reaktivitit und Mutationen in einer CDR-Region der leichten Kette. Uber Sequenzvergleiche

wurde die zugrunde liegende Keimbahnsequenz ermittelt und der Antikorper in vitro zur
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Keimbahnkonfiguration riickmutiert. Untersuchungen der Reaktivitiat zeigten, dass der
riickmutierte Antikoper nicht mehr kofaktorabhingig war. Die Reaktivitidt gegen Cardiolipin
blieb erhalten, war jedoch gegeniiber dem mutierten Antikorper vermindert.
Interessanterweise verfiigte der riickmutierte Antikorper iiber ein Autoreaktivititsprofil, das
dem multireaktiven Profil der natiirlichen Autoantikdrper sehr dhnlich ist: Er band humanes
Thyroglobin, Myoglobulin und ssDNA. Am wichtigsten ist jedoch, dass der riickmutierte
Antikorper nicht mehr in der Lage war, im Tiermodell pathologische Prozesse auszuldsen.
Diese Untersuchungen von Lieby et al. legen nahe, dass pathologische APL im Rahmen des
APS aus natiirlichen Autoantikdrpern resultieren und durch somatische Hypermutation, also
durch Antigenkontakt, ihre pathologischen Eigenschaften erwerben.

In einer weiteren Arbeit konnten Lieby et al. aus Patienten mit frischer EBV-Infektion Anti-
Cardiolipin-produzierende B-Zellen isolieren. Die durchflusszytometrische Analyse ergab,
dass abhingig vom Patienten 10 — 60 % der IgM-Anti-Cardiolipin-produzierenden B-Zellen
CD27 auf ihrer Oberflidche tragen, d.h., dass es sich um Memory-B-Zellen handelt. Einige
dieser Zellen produzierten mutierte Varianten der Anti-Cardiolipin-Antikorper. Es ist
bekannt, dass EBV bei einer frischen Infektion schon existierende Memory-B-Zellen infiziert
und expandiert. Daher schlussfolgerte die Gruppe, dass normale Individuen iiber einen
diskreten Memory-B-Zell-Pool verfiigt, der in der Lage ist, mutierte lipidreaktive Antikorper
zu produzieren. Dies wiederum widerlegt die Annahme, dass somatisch mutierte APL-
Formen das APS charakterisieren, wihrend bei Gesunden oder bei Patienten mit akuten
Infektionen nur nicht mutierte APL zu finden sind.

Lieby et al. konnten also einerseits zeigen, dass somatische Mutationen zur
autoimmunologischen Pathogenitit beitragen konnen (Lieby et al., 2004), andererseits aber
auch, dass B-Zellen (Memory-B-Zellen), die mutierte APL kodieren, auch in Individuen ohne
APS vorhanden sein konnen (Lieby et al., 2003).

Memory-B-Zellen liegen im Gesunden weitgehend inaktiv vor und werden erst bei
Antigenkontakt zur Produktion hoher Antikorper-Titer angeregt (sekundédre Immunantwort).
D.h., dass auch die Antikorper der beschriebenen Memory-B-Zellen potentiell pathologisch
sein konnen, allerdings unter normalen Umstinden nicht hochtitrig im Blut vorhanden sind. In
der Arbeit von Lieby er al. (Lieby et al., 2003) wurde die Fihigkeit der mutierten Anti-
Cardiolipin-Antikorper zur Induktion von APS-Symptomen im Tiermodell nicht untersucht,
d.h. es wird aus der Arbeit nicht klar, ob ihnen das Potential zur Induktion

autoimmunologischer Prozesse innewohnt.
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Auch fiir infektassozierte Antikorper riickt die Untersuchung eines moglichen mit den
pathologischen APL gemeinsamen Ursprungs immer mehr ins Interesse (Asherson und
Shoenfeld, 2000; Blank et al., 2002; Gharavi et al., 2002; Blank und Shoenfeld, 2004;
Frauenknecht et al., 2005; Shoenfeld et al., 2006). Eine aktuelle Publikation stellt fest, dass
tiefe Beinvenenthrombosen offenbar mit vorhergehenden Infekten assoziiert sind (Smeeth et
al., 2006). Vor allem in den ersten zwei Wochen nach einer Infektion der Atem- oder
Harnwege stieg das Risiko zur Thrombusbildung an. Dabei spielte die Art der Erreger
offensichtlich keine Rolle, sondern eher die Tatsache, dass eine akute Infektion stattgefunden
hatte. Auch hier liegt eine Verbindung zwischen Infektionen und Symptomen, die auch das
APS kennzeichnen, nahe. Obwohl die Ursachen fiir die beschriebene Assoziation nicht ndher
beschrieben sind, sind die Ergebnisse vor dem Hintergrund der moglichen Verbindung von

infektassoziierten und pathologischen Antikdrpern interessant.

Bisherige Methoden zur Generierung und Produktion monoklonaler APL fiir strukturelle und
funktionelle Untersuchungen zum APS lassen den Charakter der produzierenden B-Zellen
auBer Acht. Die Tatsache, dass pathologische APL durch Mutationen aus natiirlichen
Autoantikorpern zu resultieren scheinen und B-Zellen auch auflerhalb des APS-Kontextes
Mutationen in ihren die variable Region kodierenden Sequenzen tragen, ohne dass APS-
Symptome zu beobachten sind, macht deutlich, dass neben den Wirkungen der APL auf
zelluldare Systeme oder das Gerinnungssystem Informationen zur Genese der Antikorper und
zum Aktivititsstatus der zugehorigen B-Zellen zum Verstindnis ihrer pathologischen
Bedeutung unabdingbar sind. Hierfiir sind differenziertere Methoden zur Generierung APL
produzierender Hybridome von Noten.

Ein erster Ansatzpunkt konnte hier die Methode von Lieby ef al. sein (Lieby et al., 2003),
indem der gezielten Expression bestimmter Antikorper eine genaue Charakterisierung der
kodierenden B-Zelle zugeschaltet wird. Hier wiére der Subtyp der B-Zelle interessant, d.h. die
Frage, ob es sich z.B. um B-1, B-2 oder um Memory-B-Zellen handelt.

Im Falle der B-1-Zellen oder der Memory-Zellen ist eine Untersuchung der regulativen
Elemente naheliegend. Wie schon beschrieben, spielt CD5 eine Rolle in der Inaktivierung der
B-1-Zellen, die notwendig ist, um die Toleranz gegeniiber Autoantigenen aufrecht zu
erhalten. Diese Inaktivierung darf nur kurzzeitig im Falle akuter Infektionen aufgehoben
werden und muss anschlieBend wieder hergestellt werden. Untersuchungen konnten zeigen,
dass CDS5 ein ITIM-Motiv trigt (ITIM = Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
(Gary-Gouy et al., 2002b). ITIM-Motive sind Sequenzmotive, die im Immunsystem bei B-
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und T-Zellen verbreitet sind. Sie finden sich im zytoplasmatischen Teil von
Transmembranrezeptoren, die durch inhibitorische Signale die Aktivierung von B- und T-
Zell-Rezeptoren und deren Ko-Rezeptoren durch eine Erhohung des Thresholds fiir
Signaltransduktion blockieren konnen.

Es gibt bisher noch keine Untersuchungen, die sich mit der Regulation der natiirlichen APL
produzierenden Zellen bei APS-Patienten und Gesunden befassen. Die Untersuchung von
CDS5, speziell des ITIM-Motives, bei B-1-Zellen von Gesunden und Kranken liegt hier nahe.
Ebenso sollten basierend auf den FErgebnissen der Gruppe um Lieby &hnliche

Regulationswege in Memory-B-Zellen untersucht werden.

6.5 Kofaktorabhiingigkeit von APL und deren Einfluss auf
laborchemische Diagnoseverfahren

APL sind charakteristisch fiir das APS. Die Tatsache, dass APL auch bei unterschiedlichen
Infektionen, wie beispielsweise EBV-, Parvovirus-, Hepatitis A- oder Rubella- Infektionen
gefunden werden (Misra et al., 1987; Colaco et al., 1989) und auch bei Gesunden vorkommen
(Lockshin und Erkan, 2003), schrénkt die diagnostische Spezifitit von laborchemischen Tests
ein.

In den 1990ern fand man Hinweise darauf, dass die Pathogenitit von APL mit deren
Kofaktorabhidngigkeit assoziiert ist. B2GPI wurde als Haupt-Kofaktor im Rahmen des APS

beschrieben.

Seither wird versucht, auf unterschiedliche Weise die Kofaktorabhidngigkeit diagnostisch zu
nutzen. Derzeit stiitzen sich fast alle kommerziell erhéltlichen ELISAs zur Detektion von
APL und deren Kofaktorabhiingigkeit auf das Vorhandensein oder das Fehlen von B2GPI als

zusitzliches Beschichtungsagenz neben dem Lipidantigen Cardiolipin.

Vor dem Hintergrund, dass B2GPI im humanen Serum vorhanden ist (200 pg/ml), scheint
dieses Unterscheidungskriterium nicht sinnvoll. Die vorhandene Serumkonzentration kdnnte
ausreichend sein, damit B2GPI im Testsystem als Kofaktor agieren kann — unabhéngig von
der Plattenbeschichtung.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit erfolgreich eine Methode etabliert, in der
APL als B2GPI-freie Isolate aus humanem Serum gewonnen wurden. Es konnte dariiber

hinaus gezeigt werden, dass die Fraktionen auch frei von Spaltprodukten des Prothrombins,
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einem weiteren wichtigen Kofaktor, sind. Das Vorhandensein weiterer Kofaktoren, z.B.
Annexin V oder Protein S wurde nicht iiberpriift. Eine Ubertragung der mit Serum von
gesunden Probanden etablierten Methode auf Serum von APS- und EBV-Patienten war
moglich.

Diese Methode zur Generierung von serumfreien IgG-Fraktionen aus humanem Serum wurde
in einer medizinischen  Doktorarbeit  erfolgreich  fiir ~ Untersuchungen  zur
Kofaktorabhédngigkeit von APL bei APS-Patienten und Patienten mit frischer EBV-Infektion
eingesetzt. Es wurde deutlich, dass eine Unterscheidung der Reaktivitdt gegen Cardiolipin
alleine und den Cardiolipin/B2GPI-Komplex bei APS-Patienten nicht moglich war, wenn die
APL-ELISAs nach Angaben des Herstellers und wie im Routine-Gebrauch iiblich
durchgefiihrt wurden, ndmlich mit einer 1% Serumverdiinnung (Abbildung 5-23 - blaue
Balken). FEine deutliche Abnahme der Reaktivitit gegen Cardiolipin gegeniiber des
Cardiolipin/B2GPI-Komplexes wurde allerdings sichtbar bei Verwendung der generierten
IgG-Fraktionen (Abbildung 5-23— weille Balken). Die Reaktivitit konnte durch Zugabe von

1% Normalserum, das B2GPI enthilt, rekonstituiert werden.

Dies ist ein klarer Hinweis darauf, dass Kofaktorabhingigkeit durch Unterscheidung der
Reaktivitdt gegen Cardiolipin oder den Cardiolipin/B2GPI-Komplex nur unter Verwendung
kofaktorfreier, serumfreier IgG-Fraktionen nachweisbar ist. Weiterhin wird durch die
Moglichkeit, mit 1 % Normalserum die Reaktivitit gegen Cardiolipin zu rekonstituieren,
ersichtlich, dass die in der iiblichen Serumverdiinnung vorhandene B2GPI-Konzentration

ausreicht und B2GPI als Kofaktor agiert.

Die Versuche, die bisher unternommen wurden, um das Problem des Vorhandenseins des
Kofaktors im Serum zu umgehen, spiegeln sich in der Verwendung hoher
Serumverdiinnungen in ELISAs, die mit und ohne B2GPI beschichtet sind, wider (Aoki et al.,
1995; Guglielmone et al., 2001). Durch die hohe Verdiinnung soll der Effekt des endogenen
B$2GPI minimiert werden. Ein dhnlicher Ansatz findet sich bei Levy et al. (Levy et al., 2004),
die mit hohen Serumverdiinnungen und ELISA-Platten, die ausschlieBlich mit Cardiolipin —
nicht mit B2GPI - beschichtet sind, arbeiten. Zwischen Kofaktorabhingig- und -

unabhéngigkeit wird hier durch Zugabe von isoliertem B2GPI zum Testansatz differenziert.
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Die Moglichkeit zur sehr hohen Serumverdiinnung zur Reduzierung oder Vermeidung des
Effektes endogenen B2GPI ist nur bei sehr hohen APL-Titern gegeben. Sie beeintrdchtigt die
Sensitivitidt der Testmethode.

Die im Rahmen der Doktorarbeit entwickelte Methode ermdglicht die Durchfithrung der

APL-Tests mit standardisierten, kommerziell erhiltlichen ELISA-Platten und das Arbeiten in

vom Hersteller empfohlenen Verdiinnungsbereichen (1 % Serum bzw. entsprechende IgG-

Fraktion). Durch die Verwendung der Protein-A-Zentrifugaleinheiten ist auch eine

standardisierte und einfache Moglichkeit zur Generierung der bendtigten IgG-Fraktionen

gegeben, die einen geringen zeitlichen Aufwand erfordert.

Die Ergebnisse der Arbeit von Marcel Lichy zu den EBV-Patienten, die mit Hilfe der hier

etablierten Methode erzielt wurden, zeigte iberraschenderweise, dass sich auch hier eine

Reduktion der Reaktivitit gegen Cardiolipin im Vergleich zum Cardiolipin/B2GPI-Komplex

bei Verwendung der IgG-Fraktionen findet (Abbildung 5-24). Diese ist nicht rekonstituierbar

durch Zugabe von 1 % Normalserum.

Hierfiir sind drei Griinde vorstellbar:

1.  Die beobachtete Reaktivitit gegen den Cardiolipin/B2GPI-Komplex beruht auf der
Reaktivitit von Antikorpern des IgGs-Subtyps, der durch Protein A nicht gebunden
wird.

2. Bei dem als Kofaktor fungierenden Molekiil handelt es sich um eine Komponente des
EBV-Serums, die in normalem Serum nicht vorhanden ist.

3. Der verantwortliche Kofaktor weist ein Molekulargewicht auf, das kleiner als 10 kDa ist
und geht bei den auf die Protein-A-Affinititschromatographie folgenden
Konzentrierungsschritten mit einer 10kDa-Zentrifugaleinheit verloren.

Die genaue Ursache muss noch geklirt werden.

Die etablierte Methode ist derzeit nur fiir B2GPI- und prothrombinabhéngige APL anwendbar.
Dariiber hinaus sind andere Kofaktoren beschrieben (Annexin V, Protein S). Eine
Untersuchung der IgG-Fraktionen auf diese Kofaktoren ist analog zu B2GPI und Prothrombin

moglich.
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ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang A:
DP-53 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC
JGGY9 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTC

TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCT
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGHTACTGGATGCACTGGGTCCGCCAAGCT

CCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACITATTAATAGTGATGGGAGTAGCACAiICTAC

CCAGGGAAGGGGCTGGTGTGGGTCTCACATATTAATAGTGATGGGAGTACCACAALCCTAC

GCGGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGCTGTAT
GCGGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGIACACGCTGTAT

C=TGCA-AATG-AACAGTCTGAGAGCCGAGGACACGG-CTIG=TGTATTACTGTGCAAG
CGTGCGGAATGGAACAGTCTGAGAGCCGACGACACGGICTGATGTATTACTGTGCAAG

JH3 IIIIIIII!IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII!IIIIIIIIIIIIIII
GAGCATACTGACGGTATGAGACGTACATGGGGCCAAGGGIAC GGTCACACGTACTC

ITICAGGGA
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ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang B:

DP-53 GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCC GGG GGC GGA TTA GTT CAG CCT GGG GGG TCC
JGGY p GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCC GGG GGC GGA TTA GTT CAG CCT GGG GGG TCC
E v Q L v E S G G G L v E P G G S

CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGE TAC TGG ATG
CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGE TAC TGG ATG
L R L S C A A S G F T F S S Y W M

CDR1

T - S
CAC [[GG GTIC CGC CAA GCT CCA GGG AAG GGG CTG GTG TGG GTIC TCA CIT ATT
CAC [[GG GTIC CGC CAA GCT CCA GGG AAG GGG CIG GTG TGG GTC TCA|CAT ATT
H W \% R Q A P G K G L v W \% S H I

AAT AGT GAT GGG AGT C ACA ACC TAC GCG GAC TCC GTG AAG GGC|CGA TTC

S
AAT AGT GAT GGG AGT ilc ACA AGC TAC GCG GAC TCC GTG AAG GGC |CGA TTC
N S D G S T

CDR2

L M N S
ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC AAG AAC ACG CTIG TAT G
ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC AAG {IAC ACG CTIG TAT G
G M G

L A E D T A \% Y Y
TERREERIERTRE

CAG G G TAT GI GCA AGG|GAG CAT
Q E S R R H G L M Y Y c A R E H

JH3
ACT GAC

ITC CTA CAG GGA
L L Q G
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ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang C:

DPK13
JGGY ¥

GAT

CCG
CCG

ATT

GCC
GCC

GTG

TCC
TCC

ATG

ATC
ATC

ACC

IcC
TCC

CAG

ACT CCA CIC
T CCA CTC

TCC

TCC
S

CTG

CTG
L

CCC
CccC

GTC
GTC

ACC CCT
ACC CCT

GGA GAG
GGA GAG

TGC
TGC

AGG TCT AGT
AGG TCT AGT

CAG
CAG
Q

AGC
AGC
S

C1C
CTC

TTG
TTG

GAT AGT
GAT AGT

GAT GAT
GAT GAT

GGA
GGA

AAC
AAC

ACC
ACC

TAT
TAT

TTG
TTG

GAC]
GAC]

CLC
CTC

AGT
AGT

GCT
GCT

ACT

CTG
CTC

GGC
GGC

GAG
GAG

TTT

ATC
ATC

AGT
AGT

GAT
GAT

GGC

TAT
TAT

GGG
GGG

GTT
GTT

CAG

TGG TAC CTG
TGG TAC CTC

CDR1

CAG
CAG
Q

AAG
AAG
K

CCA
CCA

ACG
ACG

CTT
CTT

TCC TAT CGG
TCC TAT CGG
S Y R

GCC
GCC

TCT
TCT

GGA
GGA

TCA
TCA

GGA
GGA

GGG

GGC
GGC

GTT
GTT

ACC

CDR 2
ACT GAT TTC
ACT GAT TTC

T D F

ACA
ACA

CTG
CTG

AAA
AAA

GGG
GGG

GTC
GTC

ATC
ATC

CAG TCT
CAG TCT

CCA GAC
CCA GAC

AGC AGG
AGC AGG

CCA CAG
CCA CAG

AGG TTC
AGG TTC

GTG GAG
GTG GAG
v E

TAT TAC TG(
TAT TAC TG(
Y Y C

ATG
ATG

CAA
CAA

CGT
CGT

ATA
ATA

GAG TTT
GAG TTIT

Y
fiac

CCT

ccT TEE

P W

AAG CTG GAG
K L E

ATC

AAA

CGA

ACT

CDR3

GTG GCT
v A

GCA C
A
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ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang D:

DP-49
HLCY W

GGA
GGA

GGC
GGC

L

GTG
GTG

L

R

GTC CAG
GTC CAG
v Q

G

v

CCT
CCT

GGG
GGG
G

Q

AGG
AGG
R

CAG GTG CAG CTG GTIG GAG TICT GGG

T GCT CTT TTA AGA GGT GTC CAG TGT CAG GTG CAG CTIG GIG GAG TCT GGG
A

Cc

TCC
TCC

v

Q

CTG
CTG

GGA
GGA

TTC
TTC

ACC
ACC

TTC AGT
TTC AGT
F S

AGC
AGC

TAT
TAT

GGC
GGC

ATG
ATA

CAC
CAC

D6-13

JH4Db
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AAG
AAG

GGG
GGG

CTG
CTG

CDR1

GAG TGG
GAG TGG
E W

GTG
GTG

GCA
GCA

AGA
AGA

TGG
TGG

0 L

C1IC TCC
CTC TCC
L S

GTC CGC
GTC CGC

v E

TGT GCA
TGT GIA

CAG GCT
CAG GCT

S

G

GCC TCT
GCC TCT
A S

CCA GGC
CCA GGC

GTT
GTT

ATA
ATA

TCA
TCA

TAT
TAT

GAT GGA
GAT GGA

AGT AAT
AGT AGT

AAA TAC
AAA TAC

TAT
TAT

GCA
ACA

GAC
GAC

TCC GTIG
TCC GTIG

AAG
AAG

GGC
GGC

AAC
AAC

TAT
TAT

ACG
ACG

TAC
TAC

CTG
CTG

TGT
TGT

IAT CTG
CAT CTIG

GCG AAA
GCG AAA

CAA
CAA

ATG
ATG

CGA
CGA

AAC
AGC

TTC
TTC

AGC
AGC

ACC
ACC

CTG
CTG

ATC
ATC

AGA
AGA

TCC AGA
TCC AGA

GCT GAG
GCT GAG

CDR2

GAC AAT
GAC AAT

GAC ACG
GAC ACG

TCC AAG
TCC AAG

GCT GIG
GCT GIG

TCG

GTT

CGA

CTC

GGG

ITIG

TAT

TAT

AGC AGC

AGC AGC
S S

AGC TGG

AGA GAG

TA

ACC CCG

AGG

GGG

GAC

CDR3

GGC €CC

TTT

GAC

TAC

TGG

TCC
S

TCA
S

GGG
G

AGT GCA

TCC

GCC

CCA

ACC

GGC
G

CAG
Q

GGA ACC
G T

CTG GTC
L v

ACC GTC



ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang E:

DPK21
HLCY9

ACT

GGG
GGG

TTA
TTA

GGA

GAA
GAC

GCC
GCC

GAA ATA
GAA ATA

AGA GCC
AGA GCC

TGG TAC
TGG TAC

GTG
GTG

ACC
ACC

CAG
CAG

ATG
ATG

C1C
CTC

CAG
CAG

ACG
ACG

TCC
TCC

AAA
AAA

GGT
GGT

GCA
GCA

TCC ACC
TCC ACC
A T

AGG
AGG

GCC
GCC

ACT
ACT

JK2

TCT
TCT

GCA
GCA
A

GGG
GGG
G

GTT
GTT
v

CDR2

ACA GAG
ACA GAG
T E

TAT TAC
TAT TAC
Y Y

TTC
TTC

TGT
TGT
C

ACT
ACT

C1C
CTC

CAG
CAG

TGC
TGC

CCT
CCT

GGT
GGT

ACC
ACC

TCT
TCT

CCA
CCA

GCC ACC
GCC ACC

CTG

CTG
L

TCT

TCT
S

GTG
GTG

TCT
TCT

CCA
CCA

AGG
AGG

GCC
GCC

QP

AGT CAG
AGT CGG

AGT
AGT
S

GTT
GTT
v

AGC
AGC

AGC
AGC

AAC
AAC

GGC
GGC

ATC
ATC

ATC
ATC

CAG
CAG

CCA
CCA

AGC
AGC

GCT CcCC
GCT CCC

GCC AGG
GCC AGG

AGC CTG
AGC CTG

AGG
AGA

TTC
TTC

CAG
CAG

CDR1

C1C
CTC

AGT
AGT

ICT
ACT

CAG
CAG
(0]

N

CAG TAT AAT AAC
CAG TAT AAT AAG

Q

Y

N

K

TGG CCT
TGG CCT
W P

€

C1C
CTC

GGC
GGC

GAA
GAA

ATC
ATC

AGT
AGT

GAT
GAT

TAT
TAT

GGG
GGG

TTT
TTT

CCG AGG TAC ACT|TTT

P

R

Y

T

$ E
GGC CAG GGG ACC AAG CTG GAG ATC ARA C

GGC
G

CAG GGG ACC AAA CTG AAG ATC AAA CGA

Q

G T

K

L

K

I

K

R

CDR3

ACT GTG
T v

GCT GCA CCA TCT

A

A

P

S
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ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang F:

VII-5
HVA2 p

D3-3

JH5

202

CAG ATC ACC TTG AAG GAG TICT

TG CTG ACC ATC CCT TCA TGG GTC TTG TCC CAG ATC ACC TTG AAG GAG TCT

GGT
GGT

TCT
TCT

CCC
CccC

L

CCT
CCT

GGG
GGG

CCA
CCA

T

ACG
ACG

TTC
TTC

GGA
GGA

I

CTG
CTG

TCA
TCA

AAG
AAG

P S W v L S

GTG AAA CCC ACA CAG ACC
GTG AAA CCC ACA CAG ACC
V K P T Q T

Q

CucC
CTC

I

ACG
ACG

T

CTG
CTG

CTC AGC ACT AGT GGA GTG
CTC AGC ACT AGT GGA GTG
L S T S G v

GGT
GGT

GTG
GTG

GGC
GGC

CDR1

GCC CTG GAG TGG CTT GCA
GCC CTG GAG TGG CTT GCA
A L E W L A

AAG
AAG

CGC
CGC

TAC
TAC

AGC
AGC

CCA TCT CTG AAG AGC| AGG
CCA TCT CTG AAG AGC| AGG
P S L K S R

nce
TCC

GCC
GCC

AAA
AAA

ACA
ACA

AAC
AAC

TAT
TAT

CAG
CAG

TAC
TAC

M
GTG GTC CTT ACA ATG ACC
GTG GTC CTT ACA ITG ACC
v v L T L T

L

ACC
ACC

TGG
TGG

K E

TGC ACC
TGC ACC

ATC CGT
ATC CGT

S

TTC
TTC

CAG
CAG

CucC
CTC

ATT
ATT

TAT
TAT

TGG
TGG

AAT GAT
GAT GAT
D D

GAT
GAT

CucC
CTC

AAC
AAC

ACC
ACC

ATG
ATG

ATC
ATC

GAC
GAC

ACC
ACC

CCT
CCT

CDR2
AAG GAC
AAG GAC

K D

GTG GAC
GTG GAC
v D

ACC
ACC

ACA
ACA

TGT GCA CAC|AGA C
TGT GCA CAC|AGA CGG GCA
C A H R R A

CTT
L

GTA

GGG
G

TTA

TTA
L

CGC

CGC
R

TTT TTIG

TTT TTIG
F L

GAG

GAG
E

TGG

TGG
W

TTA

ACC
T

TTA

AAA
K

TAC

GGT
G

P
C|

TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC

GCC AAC TGG TTC GAC CCC
A N W F D P

CDR3

ACC GTC TCC TCA GGG AGT G

T

v

S

S

G S

1))

G

Q

G

T L

v



ANHANG SEQUENZALIGNMENTS

Anhang G:
DPK22 GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CCA GGC ACC CTIG TCT TTG TCT CCA
HVA2 K ACC GGA GAA ATT GTG TTG ACG CAG TCT CCA GGC ACC CTG TCT TTG TCT CCA

T G E I v L T Q S P G T L S L S P

GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC|AGG GCC AGT CAG AGT GTT AGC AGC AGC
GGG GAA AGA GCC ACC CTC TCC TGC|AGG GCC AGT CAG AGT GTT AGC AGC AGC
G E R A T L S C R A S Q S \ S S S

CDR1

TAC TTA GCC [T[GG TAC CAG CAG AAA CCT GGC CAG GCT CCC AGG CIC CIC ATC
TAC TTA GCC [TGG TAC CAG CAG AAA CCT GGC CAG GCT CCC AGG CIC CTIC ATC
Y L A |lw Y ©Q © K P G ©Q A P R L L I

TAT| GGT GCA TCC AGC AGG GCC ACT|GGC ATC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT
TAT| GGT GCA TCC AGC AGG GCC ACT|GGC ATC CCA GAC AGG TTC AGT GGC AGT
Y G A S S R A T G I P D R F S G S

CDR2
GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGA CTG GAG CCT GAA GAT
GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGA CTG GAG CCT GAA GAT
G S G T D F T L T I S R L E P E D

Jx4
TTT GCA GTG TAT TAC TGT| CAG CAG TAT GGT AGC
TTT GCA GTG TAT TAC TGT| CAG CAG TAT GGT AGC
F A v Y Y (o] Q Q Y G ] ] L T F G G
TDR3

$
GGG ACC AAG GIG GAG ATC AAA CGT A
GGG ACC AAG GTG GAG ATC AAA CGA ACT GTG GCT GCA CCA TCT GT
G T K v E I K R T v A A P S
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ANHANG ABKURZUNGEN

Anhang: Abkiirzungen

ACL
AP
APC
APDS
APL
APS
BSA
CCP
cDNA
CDR
CL
CSA

DAPI
DEPC
DMSO
dNTP
DPBS
EBV
ELISA
FACS

FCS

FR
HDL
HUSAR
HUVEC
IL

ITIM
IVIG
LA

LPS
MCP-1
Min
MW
MWCO
n.e.
NMR
PAGE
PBMC

PC
PCR
PE
PEG
PHA

204

Anti-Cardiolipin-AntikOrper

Alkalische Phosphatase

aktiviertes Protein C
Ammoniumperoxodisulfat
Antiphospholipidantikorper
Antiphospholipidsyndrom

bovines Serumalbumin

complement control protein module
copyDNA

complementarity determining region
Cardiolipin

Cyclosporin A

Tage
4°,6-Diamidin-2-Phenylindol-Dihydrochlorid
Diethylpyrocarbonat

Dimethylsulfoxid
Desoxynucleotidtriphosphat

Dulbeccos phosphate buffered saline
Epstein-Barr-Virus

enzyme linked immuno sorbent assay
Fluorescence-activated cell sorting,
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung

Fotales Kilberserum (fetal calf serum)
framework region

High Density Lipoprotein

Heidelberg Unix Sequence Analysis Resources
Human Umbical Vein Endothelial Cell
Interleukin

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif
Intravendses Immunglobulin

Lupus Antikoagulans

Lipopolysaccharid

Monocyte Chemoattractant Protein-1
Minuten

Molekulargewicht

Molecular Weight Cut-Off

nicht erfasst

nuclear magnetic resonance (Kernspintomographie)
Polyacrylamidgelelektrophorese

peripheral blood mononuclear cells, mononukleidre
Zellen aus dem Blut

Phosphatidylcholin
Polymerasekettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

Polyethylenglykol

Phythdmagglutinin



ANHANG ABKURZUNGEN

PI
PS
RT-PCR

SCR
SDS
SLE
SPM
32GPI
TEMED
TF

Upm
VDRL

Phosphatidylinositol
Phosphatidylserin

Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion
Sekunden

short consensus repeats
Natriumdodecylsulfat

Systemischer Lupus erythematosus
Sphingomyelin

32-Glycoprotein I
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
Tissue Factor

Umdrehungen pro Minute

veneral disease research test
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