INAUGURAL-DISSERTATION

Zur
Erlangung der Doktorwiirde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultét
der
Ruprecht-Karls-Universitit
Heidelberg

vorgelegt von
Diplombiologin Mieun Lee

aus Wiesbaden

Tag der miindlichen Priifung:



Serologische Identifizierung
von Tumorantigenen
des kutanen T-Zell Lymphoms
mit Fokus auf
Plasmamembranproteine

Gutachter: Prof. Dr. Claus Hobe Schroder
PD Dr. Stefan Eichmiiller



Bei

Dr. Stefan Eichmiiller,

Professor Dr. Claus Hobe Schroder,

Professor Dr. Thomas Rausch und Dr. Karsten Rippe,

Nicole, Tanja, Anita, Elke, Sascha, Fang, Andreas und Nadine,

Eva, Tine und Michi,

Claudia und Suzin,

Annina,

Till

und meiner Familie

mochte ich mich herzlich bedanken.



VERZEICHNISSE 1

INHALTSVERZEICHNIS

ZUSAMMENFASSUNG ......coittitiitteeeteee ettt sttt ettt sttt e naes 7

L. EINLEITUNG ...ttt ettt sttt ettt et ettt et e st e e entesaeenbeentesneenneas 9
1.1. Kutane LymMPROmE........cccuiieiiiieiiiecieeee ettt e ve e eaae e e e e et eesnaaeeennee s 9
1.2. Mycosis fungoides und das Sézary Syndrom............ccccceceeveriiinieniniineenenicnecenns 10
1.3. Stadien der kutanen T-Zell Lymphome ...........cccoeviieiiiiiiiiiiienieeieecieeieeee e 10
1.4. Pathogenese der kutanen T-Zell Lymphome ............ccceeiieviieniieniieniieieeieeieeeee e 12
1.5. Behandlung von kutanen T-Zell Lymphomen ..........c.ccccveeviiiiiiieeciieeieeceeeeee e 15
1.6. ANtIKOTPETtRETAPICN ...eeuiieieiieiiieiie ettt ettt ettt et eb e neeenneas 17
1.7. Antikorpertherapie-Ansétze bei CTCL .......oocoiiiiiiiiiiiiiiiceecee e 22
1.8. Tumorspezifische Plasmamembranproteine bei CTCL ...........ccceviviiiiiininienieieeee 22
1.9, ZI€L et ATDEIL ...ttt ettt 24

2. MATERIAL UND METHODEN .......ccciiiiiiiiieieieeest ettt 26
ChemMIKAIIEN ..ottt ettt e b 26
2.1 ZEIIKUITUL ...t e sttt ettt sae et et et enbeennes 28
2.2. Plasmamembran-ANreiCheIUNG ........cccueeiiiieeiieeeiiieciieeeieeeeieeeeree e e eiae e e aeeeevee e 30
2.3. SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese (SDS-PAGE) und Western Blot ...................... 32
2.4. Immunisierung zweier Kaninchen mit HuT78-Oberflachenpréparat.......................... 36
2.5. Test der Seroreaktivitit mittels ELISA .......cccoooiiiiiiiiiieeeeeeee e 37
2.6. IMMUNZYLOCHEIMIC ....c..viiiiiiiieiiiecciee ettt ettt e st e e ae e e eeessaeeensaeeesaaeeenseeennnes 39
2.7, IMMUNPTAZIPIEATION 1..ttiiiieieiietieeiie ettt ettt et ettt et e st e e bt e sbeebeesaeeenseesnneeneeas 41

2.8. SEREX (Serological identification of antigens by recombinant expressed cloning)... 44

2.9. Sequenzierung von DINA L.....ccooiiiiiiiiii et 52
2.10. Isolierung von ,,Lipid rafts® .........ccceeiiieiiiiiieieee e 53
2.11. RNA Isolierung und reverse TransKription..........cccccveeveiiieeciieeriieeniie e 55
2.12. KIaSSISChE PCR .....ooiiiiiiiiicee ettt et et e e e e e e aa e e 57
2.13. Quantitative Real-time PCR...........cccoiiiiiiiiicecccee e 58
2.14. Gewinnung von mononukledren Zellen des peripheren Bluts ............cccoeevveiiennennen. 61
2.15. Isolierung von CD4+ T-Zellen aus PBMC ..........cccooiiiiiiiiiieeceeceeeee e 62
3. ERGEBNISSE ... oottt ettt et et e s sb e e saesaaenseesaenseenseennenes 63

3.1. Uber eine Plasmamembran-Anreicherung wurde ein Oberflichenpriparat der kutanen
T-Zell Lymphomlinie HuT78 hergestellt, das als Antigengemisch dienen sollte............... 63

3.2. Generierung von Kaninchenseren gegen Proteine des HuT78-Oberfldchenpréparats. 67



VERZEICHNISSE 2

3.3. Die Kaninchenseren reagieren spezifisch mit Oberflichen-Proteinen von HuT78-
Y] 1<) DO U SRR PSU PR 69
3.4. Proteine des Oberflichenpréparats, die von Kaninchen-Antikdrpern immunprézipitiert
wurden: Identifizierung des Vorlduferproteins des interzelluldren Adhédsionsmolekiils-1. 74
3.5. Die Analyse einer cDNA Phagenbank mit den Kaninchenseren identifiziert neben
Plasmamembran- auch Nicht-Plasmamembranproteine ...........c.ccceceeveeenieenieenieesieenieene 81
3.6. Bei Zellen der kutanen T-Zell Lymphomlinie HuT78 ist das Nicht-
Plasmamembranprotein Ku86 auch Teil von ,,Lipid rafts“..........ccccooevviiiiiiniiiinienieeeene 89
3.7. Beim kutanen T-Zell Lymphom wurde eine von Normalzellen abweichende

Transkriptionshéhe von hZimp10, FOXM1 und MT5-MMP nicht aber von Integrin o4

LSy 101076 (<) o USRS 93

3.8. Das Plasmamembranprotein MT5-MMP weist beim kutanen T-Zell Lymphom ein von

Normalzellen abweichendes Reifungsmuster auf.............ccooeviieiiiiniiiiieniicieeieeeee 99
4. DISKUSSION ..ottt ettt sttt sttt ettt et a e sttt 102

4.1. Die Verwendung reaktiver Kaninchenseren gegen ein CTCL-Oberflichenpriparat in
der Suche nach tumorspezifischen Proteinen...........cccoovveririiiiiniiiinicneieecceieeee 102
4.2. Immunprézipitation als erste Moglichkeit fiir die Identifizierung von Proteinen, gegen
die die Kaninchenseren reaktiv Sind............coeeviiriinieiiinienieieceeeeseee e 104

4.3. Serologische Analyse einer cDNA-Bank als zweite Moglichkeit fiir die Identifizierung

VOI PTOERINETL ...ttt ettt ettt et e st e bt esabeenbeesateebeesaeeens 108
A4, AUSDIICK ...ttt 117
S.LITERATUR ..ottt sttt et sttt et s et entesaeenbeeneesaeenaeas 119
6. EIGENE VEROFFENTLICHUNGEN .........cocooiitiioiiiiiieeeeeeeeeeee e 128
T ANHANG Lottt ettt ettt et e et e s seeteesaesseenseessesseenseensenseenseas 129

B ANHANG 2.t e 131



VERZEICHNISSE 3

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abl Abelson Onkogen

ADCC Antikorper-abhéngige zelluldre Zytotoxizitit (antibody-dependent cellular
cytotoxicity)

Ak Antikorper

AP Alkalische Phosphatase

APC Antigen présentierende Zelle (antigen presenting cells)

ARS Aminoacyl-tRNA-Synthetase

ATP Adenosin-Triphosphat

Bcl2 B-cell lymphoma/leukaemia-2

Bp Basenpaare

B-Zelle Lymphozyte, die im Knochenmark entsteht (bone marrow cell)

CBCL kutanen B-Zell Lymphom (cutaneous b-cell lymphoma)

CCT Chaperonin containing TCP-1

CD Differenzierungsantigene (cluster of differentiation)

CDC Komplement-abhéngige Zytotoxizitit (complement-dependent cytotoxicity)

cDNA Copy DNA

CEA Carcinoembryonales Antigen

CLA Kutanes Lymphozyten Antigen (cutaneous lymphocyte antigen)

CLL Chronische lymphatische Leukédmie

CML Chronische myeloische Leukdmie

c-myb Myeloblastosis Onkogen

c-myc Myelocytomatosis Onkogen

Cou-L3 CTCL-Zelllinie aus einem Patienten mit pleomorphem groBzelligem T-Zell
Lymphom

cTAGE Cutaneous T-cell lymphoma associated gene

CTCL Kutanes T-Zell Lymphom (cutaneous T-cell lymphoma)

CTLA Zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Protein-4 (cytotoxic T-cell

lymphocyte associated protein-4)
Cys Cystein
Da Dalton (Masse-Einheit)



VERZEICHNISSE

ddH,0O
ddNTP
dH,O
dNTP
DNA

E. coli

ELISA
ESI-MS/MS
FDA
FOXP/M

GAPDH
Grb2

GTP
HER2/neu
HH
HLA
HMBS
Hsp70
HuT78
hZimp10
ICAM-1
IgE/G
Jak

Kb

KIR

LB
LFA-1
LPAM-1
M

doppelt destilliertes Wasser
Dideoxynukleosid-Triphosphat
einmal destilliertes Wasser
Deoxynukleosid-Triphosphat

Desoxyribonukleinsdure (Desoxyribunucleic acid)
Escherichia coli

Enzyme-linked immunosorbant assay
Electrospray ionization-mass spectrometry
Food and drug administration

Forkhead box P/M (Transkriptionsfaktor)
Glycerin-Aldehyd 3-Phosphat-Dehydrogenase
Growth-factor-receptor binding protein 2

Guanosin-Triphosphat

human epidermal growth receptor 2

CTCL-Zelllinie aus einem Patienten mit aggressivem T-Zell Lymphom
humanes Leukozyten Antigen

Hydroxymethyl-Bilane Synthase

Hitzeschock-Protein 70

CTCL-Zelllinie aus einem Patienten mit Sézary Syndrom

human zinc finger-containing, Miz1, PIAS-like protein of chromosome 10
intercellular adhesion molecule-1

Immunglobulin Typ E/G

frither Just another Kinase, jetzt Janus Kinase

Kilobasen

killer immunoglobulin-like receptor

Luria Bertani

Lymphozyten Funktions-assoziiertes Antigen-1

lymphocyte Peyer's patch adhesion molecule-1

Mol

MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight

MF
MHC
MMLV
mRNA

Mycosis fungoides
Major histocompatibility complex
Moloney murine leukemia virus

messenger RNA



VERZEICHNISSE

MTS5-MMP
Mucl
MyLa
NF«B
NHL

NTP

OD
ORF

PBL
PBMC
PBS
PCR
PIAS
PM
PUVA
Ras
RNA
Rpm
RPMI
rRNA
RT
SDS-PAGE
SeAx
SEREX
STAT
SUMO
SzS
Tal-1
TCP-1
TCR
TGF-p
Tyr
T-Zelle
U

Membrane-type 5 matrix metalloproteinase

Mitglied der Muzin-Familie

CTCL-Zelllinie aus einem Patienten mit Mycosis fungoides
Nuclear factor for kB

Non-Hodgkin Lymphom

Nucleosid-5'-Triphosphat

optische Dichte

open reading frame

Periphere Blutlymphozyten

Periphere Blutmononukleédre Zellen (peripheral blood mononuclear cells)
Phosphate-Buffered Saline (phosphatgepufferte Salzlosung)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
protein inhibitor of activated STAT

Plasmamembran

Psoralen-UVA-Licht(therapie)

rat sarcoma Onkogen

Ribonukleinsdure (ribunucleic acid)

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute Medium

ribosomale RNA

Raumtemperatur

Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
CTCL-Zelllinie aus einem Patienten mit Sézary Syndrom
Serological identification of antigens by recombinant expression cloning
signal transducer and activator of transcription

small ubiquitin-like modifier

Sézary Syndrom

auch bekannt als stem cell leukemia gene (SCL)
T-complex polypeptide-1

T-Zell Rezeptor (T-cell rezeptor)

Transforming Growth Factor

Tyrosin

Lymphozyte, die im Thymus reift (thymus cell)

Units



VERZEICHNISSE

Uv
VCAM-1
ZF

ZNS

uber Nacht

Ultraviolett

vaskuldres Zell-Adhésionsmolekiil-1 (vascular cell adhesion molecule-1)
Zentrifugation

zentrales Nervensystem



ZUSAMMENFASSUNG 7

ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, Plasmamembranproteine zu finden, die spezifisch fiir
die kutane T-Zell Lymphome (CTCL), Sézary Syndrom (SzS) und Mycosis fungoides (MF),
sind. Zu ihrer Identifizierung wurde zunichst iiber differentielle Zentrifugation ein
Oberflachenpriparat der CTCL-Zelllinie HuT78 hergestellt. Es diente als Antigengemisch fiir
die Immunisierung von Kaninchen. Die gewonnenen polyvalenten Antiseren reagierten in
ELISA- und Western Blot Analysen spezifisch mit Proteinen des Oberflachenpriparats.
Ferner zeigte eine immunzytochemische Analyse, dass sie die Oberfliche nativer HuT78-
Zellen erkannten. Fiir die eigentliche Identifizierung von Plasmamembranproteinen wurden
die Kaninchen-Antiseren zunichst in der Immunprézipitation eingesetzt. Dabei wurde unter
den prézipitierten Proteinen auch das Vorlduferprotein des plasmamembranstindigen ICAM-1
identifiziert. Thren zweiten Einsatz hatten die Kaninchenseren in einer serologischen Analyse,
bei der eine cDNA-Phagenbank der CTCL-Zelllinie SeAx nach reaktiven Klonen durchsucht
wurde. Hierbei wurden neben Plasmamembran- auch viele Nicht-Plasmamembranproteine
identifiziert. Aufgrund ihrer Lokalisation und Funktion bei diversen Tumoren wurden aus 42
identifizierten Proteinen fiinf fiir eingehendere Expressions-Analysen ausgewéhlt: Ku86, ein
Mitglied eines DNA-Reparatur-Komplexes; hZimpl0, ein Ko-Aktivator des Androgen-
Rezeptors; FOXM1, ein in Embryonalgewebe ubiquitir auftretender Transkriptionsfaktor;
MT5-MMP, eine im Abbau von extrazellulirer Matrix involvierte Proteinase und das
Adhisionsprotein Integrin a4. Western Blot Analysen zeigten, dass Ku86 bei HuT78-Zellen
auch Teil von ,,Lipid rafts“, cholesterinreichen Membrandoménen mit signaliibertragenden
Proteinen, sein kann. Real-time PCR Analysen zielten darauf ab, die Expression von
hZimp10, FOXM1, MT5-MMP und Integrin o4 in Haut- und PBMC-Proben von CTCL-
Patienten mit entsprechenden Kontroll-Proben zu vergleichen. Dabei wurde eine gegeniiber
Normalzellen erniedrigte Transkripthohe von hZimpl10 bei CTCL beobachtet. Desweiteren
konnte eine Expression von FOXMI1 ausschlieBlich in Proben von SzS-Patienten gezeigt
werden. Im Vergleich zu Nicht-Tumorproben wurden in CTCL-Proben fiir Integrin o4
gleiche Transkripthéhen und fiir MT5-MMP in den Hautproben der MF-Patienten erniedrigte
Transkripthohen bestimmt. Auf Proteinebene wurde dariiber hinaus fiir das kutane T-Zell
Lymphom ein von Normalzellen abweichendes Reifungsmuster von MT5-MMP beobachtet.
Vor allem waren die 16slichen, aktiven Formen der Matrix Metalloproteinase in niedrigeren
Mengen vorhanden bzw. génzlich abwesend in den CTCL-Proben. Aus der Arbeit
resultierend, konnten eingehendere ,,Lipid raft“-Analysen von CTCL-Zellen zum Auffinden

von tumorspezifischen Plasmamembranproteinen beitragen.
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SUMMARY

This thesis attempted to identify specific plasma membrane proteins of the cutaneous T-cell
lymphomas (CTCL), the Sézary syndrome (SzS) and mycosis fungoides (MF), which could
serve as targets for therapeutic antibodies. Therefore, a plasma membrane enriched fraction of
CTCL cell line HuT78 was achieved by differential centrifugation which was then used for
immunization of rabbits. Reactivity of the antisera was checked in an ELISA-system as well
as by Western blot, proving reactivity against the plasma membrane fraction. Furthermore,
immunocytochemical analyses could show that the rabbit sera reacted against the plasma
membrane of native HuT78 cells. For the identification of plasma membrane proteins the
antisera were first applied in immunoprecipitation. The identification of precipitated proteins
revealed the precursor of the plasma membrane protein ICAM-1. Secondly, a serological
screening of a CTCL cell line cDNA library by using the rabbit antisera was performed by a
modified SEREX method. This resulted in plasma membrane and numerous non-plasma
membrane proteins. According to literature researches, 5 of 42 different proteins were
preselected due to their localization and function in various tumor types for further expression
analyses: Ku86, a member of a DNA-repair complex; hZimp10, a co-activator of androgen
receptor; FOXMI, a transcription factor ubiquitously expressed in embryonic tissue; MTS5-
MMP, a proteinase responsible for degradation of extracellular matrix and the adhesion
protein Integrin a4. Lipid rafts analysis revealed a novel localization of Ku86 in these
cholesterol-rich subdomains of CTCL cells, which harbor important receptors for signal
transduction. Real-time PCR analyses were performed to compare the transcription levels of
hZimp10, FOXM1, MT5-MMP and integrin a4 in skin- and PBMC-probes of CTCL-patients
with those of healthy persons and patients with benign inflammatory skin diseases. The
nuclear protein hZimp10 showed a decreased expression level in CTCL, whereas transcription
factor FOXM1 was found to be only expressed in tumor cells of Sézary syndrome patients.
The plasma membrane protein integrin a4 showed no different transcript amounts in CTCL.
MTS5-MMP was found to be decreased in probes of mycosis fungoides patients compared to
those of healthy persons. Furthermore, by Western blotting there is evidence that MT5-MMP
exhibits an aberrant maturation profile in CTCL. The results showed decreased amounts of
soluble, active forms of MT5-MMP in CTCL compared the healthy controls. With regard to
the results, a more detailed analysis of lipid rafts of CTCL cells could help finding

tumorspecific plasma membrane proteins.
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1. EINLEITUNG

Tumorzellen konnen unkontrolliert proliferieren. Sie haben Eigenschaften erworben, mit
denen sie ohne Einschrinkungen wachsen konnen, wohingegen normale Zellen in ihrem
Wachstum reguliert sind. Tumorzellen lassen sich nicht mehr durch Zellzyklusregulatoren,
ortliche Barrieren oder durch das eigene Immunsystem daran hindern sich auszubreiten und
zu metastasieren. Oft verlieren sie die Charakterziige des Zelltyps, aus dem sie urspriinglich
entstanden sind. Die Ursachen scheinen hierfiir nicht an einem einzelnen Ereignis zu liegen.

Auch das Abwehrsystem des Korpers, das Immunsystem, kann selbst Entstehungsort eines
Tumors sein. Bei Leukémien entarten hdmatopoietische Zellen unreifer Stadien und kdnnen
wie normale Blutzellen in Gefdflen {iber den ganzen Korper verteilt sein. Tumorzellen des
lymphatischen Systems fallen unter die Kategorie der Lymphome, die neoplastische Zellen
auch in ausgereiften Stadien umfassen und oft Ortlich begrenzt sind (z. B. Knochenmark,
Lymphknoten oder Haut). Sie lassen sich einteilen in Morbus Hodgkin und die Non-Hodgkin
Lymphome. Zu den Non-Hodgkin Lymphomen gehoren auch die in dieser Arbeit fokussierten

kutanen Lymphome.

1.1. Kutane Lymphome

Wie andere Organe kann auch die Haut von malignen Lymphomen befallen werden. Kutane
Lymphome unterscheiden sich dabei in ihrer Primdrmanifestierung. Sekundir kutane
Lymphome manifestieren sich zundchst im extrakutanen Bereich, bevor sie die Haut
erreichen. Zu ihnen gehoren chronisch lymphatische Leukdmien (CLL), chronisch myeloische
Leukdmien (CML) und akute Leukdmien. Im Unterschied zu ihnen wird eine
lymphoproliferative Hautinfiltration zu der Gruppe der primdr kutanen Lymphome gezéhlt,
wenn sie auch nach sechs Monaten ausschlieBlich in der Haut zu finden ist. Primér kutane
Lymphome lassen sich in kutane T-Zell (CTCL), B-Zell (CBCL) und unklassifizierbare

Lymphome einteilen.

Die kutanen T-Zell Lymphome sind der Gegenstand dieser Arbeit und bilden eine sehr
heterogene Gruppe von niedrig bis mittelgradig malignen Non-Hodgkin Lymphomen. Zu den
klassischen Formen zdhlen die Mycosis fungoides und das Sézary Syndrom. Sie machen

zusammen 45% aller kutanen Lymphome aus.
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1.2. Mycosis fungoides und das Sézary Syndrom

Die Mycosis fungoides (MF) ist ein chronisch verlaufendes Lymphom, dessen Ausbreitung
zundchst auf die Haut beschrénkt ist. Der Krankheitsverlauf ist anfangs meist schmerzfrei. Sie
kann iiber ein Stadium mit patch- iliber plaqueartigen Flecken, gefolgt von Geschwiiren,
schlieBlich nach Jahren in das Tumorstadium tlibergehen. Spiter konnen auch andere Orte wie
Knochenmark, Leber, Milz, Brust oder ZNS befallen sein (Goerdt et al., 1996). MF im
Patch/Plaque Stadium wird oft als eine chronische Kontakt- oder eine atopische Dermatitis
(entziindliche Hautreaktion) oder als Psoriasis (Schuppenflechte) fehldiagnostiziert. Die
Patienten entwickeln oft eine Hypopigmentierung und Atrophie (Gewebeschwund). Zu den
histologischen Kriterien fiir eine Mycosis fungoides zéhlen die epidermalen Ansammlungen

von Lymphomzellen mit Langerhans-Zellen, die sogenannten Darier-Pautrier-Mikroabszesse.

Das Sézary Syndrom (SzS) wird als die leukdmische und aggressivere Variante der MF
bezeichnet. Haufig erkranken auch Patienten am Sézary Syndrom ohne vorher eine MF zu
entwickeln. Hier werden pleomorphe, zirkulierende und hyperchromatische Tumorzellen mit
zerebriformen Zellkernen (Sézary Zellen) auch im peripheren Blut gefunden, die mehr als
80% der peripheren Blutlymphozyten ausmachen konnen. Das klinische Bild unterscheidet
sich duBerlich von der Mycosis fungoides durch eine diffuse Erythrodermie (R&tung und
Schuppung der Haut), generalisierte Lymphadenopathie (Schwellung der Lymphknoten),
lederartige und geschwollene Haut, Hyperkeratose der Handflichen und FuBsohlen
(iberschieBende Verhornung), Hyper- oder Hypopigmentationen, Haarausfall und

Temperaturdysregulationen.

Im pathohistologischen Tumorbild unterscheiden sich beide malignen Krankheiten nicht

voneinander.

1.3. Stadien der kutanen T-Zell Lymphome

Die Stadien der kutanen T-Zell Lymphome werden mit Hilfe der TNM-Klassifikation
eingeteilt. Sie ist eine internationale Stadieneinteilung nach der Ausbreitung der Tumore
(Tumor, Nodus (Lymphknoten), Metastasen). Durch Zuordnung von Indexzahlen werden die
einzelnen Ausbreitungszahlen genauer beschrieben. Allerdings wurde sie fiir CTCL vor allem
flir Mycosis fungoides zugeschneidert und hilft daher nur bedingt bei der Diagnose und

Prognose anderer CTCL-Formen weiter.
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Tabelle 1: TNM-KIlassifikation der kutanen Lymphome (www.ado-homepage.de)

TNM-KIassifikation der kutanen Lymphome (Kerl und Sterry 1987)

T: Haut

TO Klinisch und/oder histologisch verddchtige Veranderungen

T1 |Ekzematdse Herde, Plaques: <10% Korperoberfldache

T2 |Ekzematdse Herde, Plaques: >10% Korperoberfldache

T3 Tumoren (mehr als einer)

T4 |Erythrodermie

N: Lymphknoten

NO Klinisch keine Lymphknoten palpabel

N1 |Palpable Lymphknoten; histologisch kein Anhalt fiir CTCL

N2 [Klinisch keine palpable Lymphknoten;histologisch Infiltrate eines T-Zell-Lymphoms

N3 |Palpable Lymphknoten; histologisch Infiltrate eines T-Zell Lymphoms

B: Peripheres Blut

B0 Keine atypischen Lymphozyten im peripheren Blut (<5%)

B1 |Atypische Lymphozyten im peripheren Blut (>5%)

M: Viszerale Organe

MO Keine Beteiligung viszeraler Organe

M1 |Histologisch gesicherte viszerale Beteiligung

Tabelle 2: Auf der TNM-KIlassifikation basierende Stadiengruppierung (www.onkodin.de)

Stadiengruppierung (Kerl und Sterry 1987)

Stadium T N M
1A T1 NO MO
1B T2 NO MO
ITA T1, T2 N1 MO
1IB T3 NO, N1 MO
111 T4 NO, N1 MO

IVA jedes T N2, N3 MO
IVB jedes T jedes N M1

Im weiteren Verlauf der Einleitung werden ausschlieBlich die kutanen T-Zell Lymphome

Mycosis fungoides und Sézary Syndrom behandelt. Da wie bereits erwdahnt MF und SzS sich

pathohistologisch nicht voneinander unterscheiden lassen, werden von nun an beide

Tumorformen gruppiert unter dem Begriff des kutanen T-Zell Lymphoms oder auch kurz

CTCL behandelt.
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1.4. Pathogenese der kutanen T-Zell Lymphome

1.4.1. Die meisten kutanen T-Zell Lymphome bestehen aus epidermotropen Ty2-Zellen
Allgemein zeichnen sich Tumorzellen durch 1) eine atypische Morphologie, ii) verdnderte
Differenzierung und iii) monoklonale Proliferation aus. Diese Kriterien erfiillen auch
Tumorzellen des CTCLs. 1) Sie haben einen zerebriform aussehenden Zellkern, ii) einen
Phianotyp reifen, aktivierten T-Helferzellen, Ty2, des Memory-Typs mit den
Differenzierungsantigenen CD3, CD4, CD45RO und dem kutanen Lymphozyten-Antigen
(CLA) (Vowels et al., 1994) und iii)) Untersuchungen =zeigten ein monoklonales
Rearrangement des T-Zell Rezeptors, das einen Hinweis auf die Entwicklung des Tumors aus
einer Zelle gibt (Dippel et al., 2003). Neben CD4 positiven Tumorzellen sind auch seltene
CTCL-Formen mit CDS8 positiven Tumorzellen beobachtet worden (Rook and Heald, 1995),
deren Krankheitsverlauf aggressiver und durch viszerale Metastasen ausgezeichnet ist.
Andere Studien zeigten, dass nicht alle CTCL-Zellen einen T-Zell Rezeptor mit einer Alpha-
und einer Beta-Kette, sondern das seltenere Heterodimer aus einer Gamma- und Delta-Kette
besalen. Diese Tumorzellen waren zusdtzlich auch CD4 und CDS8 negativ (Asadullah et al.,
1996; Bagot et al., 2001a).

Ein besonderes Charakteristikum des CTCL ist der Epidermotropismus der Tumorzellen.
Unter dem Begriff des Epidermotropismus versteht man das Wandern von Zellen in die
Epidermis. Es scheint sich hierbei um einen komplexen Vorgang zu handeln, der nicht allein
durch einen Faktor zu begriinden ist. Skin-Homing Rezeptoren wie das kutane Lymphozyten-
Antigen (CLA) und das Lymphozyten Funktions-assoziierte Antigen-1 (LFA-1) und
chemotaktische Faktoren wie das Interferon-induzierbare Protein-1 (IP-10) und das IFN-y-
induzierte Monokin (Mig) werden als mitverantwortlich gesehen (Rook and Heald, 1995;
Tensen et al., 1998).

1.4.2. Mogliche Ursachen viraler, genetischer oder umweltbedingter Natur

Mit groBter Wahrscheinlichkeit resultiert die Atiologie und Tumorgenese des CTCL aus
verschiedenen und teilweise voneinander unabhingigen Prozessen. Anfangs wurde als eine
mogliche Ursache eine Infektion mit dem humanen T-Zell Leukdmie Virus-1 (HTLV-1)
diskutiert. Allerdings waren die Ergebnisse der verschiedenen Studien kontrovers, so dass
keine sichere Assoziation mit diesem Virus gezeigt werden konnte (Hall et al., 1991; Khan et
al., 1996). Andere Studien befassten sich mit moglichen genetischen Ursachen wie

chromosomalen Aberrationen. Allerdings erwiesen sie sich alle bislang als unspezifisch
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(Shapiro et al., 1987). Eine Studie beschéftigte sich mit Berufsgruppen in der
petrochemischen,  Textil oder Metall verarbeitenden Industrie, die einen
tiberdurchschnittlichen Anteil der Patienten bilden und moglicherweise fir CTCL
pradestiniert sein konnten (Greene et al., 1979). Vor allem Patienten mit Ekzem-
Erkrankungen der Haut wiesen eine erhohte CTCL-Erkrankung auf, was auch mit der
Meinung einhergeht, dass sich aus Parapsoriasis oder Dermatitiden CTCL entwickeln kann
(Tuyp et al, 1987). Immer noch gilt allgemein die Hypothese einer chronischen
Antigenstimulation als Ursache fiir CTCL, wobei die Natur des priasentierten Antigens noch

nicht bekannt ist (Tan et al., 1974; Edelson, 1980).

1.4.3. Veranderte Immunbiologie und genetische Mutationen

Die bislang untersuchten pathogenetischen Faktoren des CTCL konnen nach zwei Aspekten
eingeteilt werden: Einerseits nach der verdnderten Immunbiologie und andererseits nach
genetischen Mutationen.

Maligne Zellen des CTCL haben das Zytokin-Sekretionsprofil eines aktivierten T-
Helferzelltyps (Vowels et al., 1994; Asadullah et al., 1996; Dummer et al., 1996; Buhl and
Sogaard, 1997). Die Konzentration an Interleukin-5 und Interleukin-10 ist gesteigert, was zu
Anderungen wie erhdhte Immunglobulin-Mengen im Serum (IgE), Eosinophilie, verminderte
Aktivitdt der natiirlichen Killerzellen im peripheren Blut, eine Einschrankung der verzogerten
Typ-IV-Antwort in der Haut und ein erhohtes Risiko fiir sekundidre Malignitéten fithrt. Neben
diesen Verdnderungen ist das Resultat der Tumorzellproliferation ein verdndertes Verhéltnis
von inflammatorischen T-Zellen zu T-Helferzellen (Tyl/Ty2) zugunsten der T-Helferzellen,
die durch eine mogliche Interferon-y-Resistenz der Tumorzellen unterstiitzt sein kann
(Dummer et al., 2001). Das allmdhlich entstehende Ungleichgewicht der beiden CD4+ T-
Zellen Tyl und Ty2 konnte erkldren, warum nicht maligne aktivierte CD4+ T-Zellen in der
Haut allméhlich verschwinden, die noch anfangs im Friihstadium des CTCL in ausreichenden
Mengen beobachtet werden kdnnen (Bagot et al., 1998; Echchakir et al., 2000; Laetsch et al.,
2000).

Andere Studien stellten fest, dass Interleukin-2 und Interleukin-7 proliferierend auf die
Tumorzellen wirken und auch von ihnen selbst sezerniert werden (Foss et al., 1994a).
Moglicherweise handelt es sich hierbei um einen autokrinen, wachstumsstimulatorischen
Mechanismus, der eine Rolle in der Tumorgenese spielt. AuBBer dieser proliferativen Wirkung
regulieren Zytokine wie Interleukin-7 und Interleukin-15 auch die Expression der
Transkriptionsfaktoren c-myb (Myeloblastosis Onkogen) und STATS (signal transducer of

activator of transcription-5) hoch (Qin et al., 2001), die wiederum die Expression von Bcl-2
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(B-cell lymphoma/leukemia-2) aktivieren. Bcl-2 wurde in frithen und spéten Stadien der MF
stark exprimiert gefunden (Dummer et al., 1995). Bcl-2 ist ein anti-apoptotischer Faktor und
konnte dazu beitragen, dass die Tumorzellen nicht nur auf aktive Weise, ndmlich durch
Proliferation, sondern auch durch Blockierung von Apoptose linger am Leben bleiben und
sich somit passiv ansammeln. Das immunsupprimierte Milieu, das vor allem durch die
sezernierten Zytokine Interleukin-5 und Interleukin-10 und das resultierende Ungleichgewicht
zwischen Tyl und Ty2 Zellen geschaffen wird, konnte ebenfalls dazu beitragen, dass sich die
malignen Zellen anreichern.

AuBer den bereits genannten genetischen Verdnderungen beschéftigten sich weitere Studien
mit moglichen Mutationen beim kutanen T-Zell Lymphom. Dabei konnten zusammengefasst
Alterationen in der Expression der regulatorischen Proteine ras, c-myc, junD, tal-1, NFxB und
CD95Ligand beobachtet werden (Kanavaros et al., 1994; Limon et al., 1995; van Doorn et al.,
2002). Besonders der Transkriptionsfaktor STAT3 steht dabei im Fokus der CTCL-
Forschung. Er wurde aufgrund einer permanenten Phosphorylierung konstitutiv aktiviert
gefunden (Nielsen et al., 1999). STAT3 ist im Jak/Stat Signaltransduktionsweg iiber den
Interleukin-2 Rezeptoren involviert und spielt daher eine wichtige Rolle in Wachstum und

Aktivierung.

1.4.4. Hypothese ,,CTCL-Zellen sind regulatorische T-Zellen*

Das mangelnde Wissen iiber die Pathogenese des Tumors konnte auch am Fehlen eines
geeigneten in vVivo Modells wie zum Beispiel eines Maus-Modells liegen. 2002 wurde ein in
vitro Modell vorgestellt, in dem aus Patienten isolierte Tumorzellen bis zu 3 Monate in Kultur
gehalten werden konnten, wenn sie gemeinsam mit unreifen dendritischen Zellen inkubiert
wurden (Berger et al., 2002). Dieser Befund war fiir sie der Grund zur Annahme, dass die
Tumorzellen nur proliferieren kdnnen, wenn sie im direkten Zell-Zell Kontakt zu Langerhans
Zellen (unreife dendritische Zellen in der Haut) stehen. Ein weiteres Indiz fiir diese
Hypothese war das Vorhandensein der bereits erwdhnten Pautrier-Mikroabszesse in der
Epidermis der Patienten, in denen Tumorzellen mit Langerhans Zellen zusammen lokalisiert
vorliegen. Sie gelten, wie bereits erwéhnt, vor allem histologisch als diagnostischer Marker
fiir MF und SzS.

Zusitzlich fiihrte die Diskussion liber CTCL als eine durch chronische Antigen-Stimulierung
induzierte Krebsform zur Annahme (Tan et al., 1974; Edelson, 1980), dass die
antigenprisentierenden Zellen der Haut, die Langerhans Zellen, entscheidend involviert sein

miissen. In einer weiteren Studie wurde diese Hypothese erweitert: Nach der
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Antigenprésentation entwickeln CTCL-Zellen den Phénotyp von T-regulatorischen Zellen,
die unter normalen Umstidnden in der Peripherie fiir immunologische Toleranz sorgen und
immunsuppressiv wirken. Mit mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nach
Aktivierung der Tumorzellen eine zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Protein 4-
(CTLA4) und auch eine FoxP3-Expression detektiert wurde, die wiederum beide fir T-
regulatorische Zellen spezifisch sind (Berger et al., 2005).

Der direkte Kontakt zwischen den unreifen Langerhans Zellen und den Tumorzellen zeichnet
sich aulerdem durch eine gegenseitige Abhédngigkeit aus. Aus ihren Resultaten folgerten die
Autoren, dass dendritische Zellen iiber das Antigenprédsentationsprotein MHCII (major
histocompability complex II) Peptide von apoptotischen CTCL-Zellen auf ihrer
Zelloberflache tragen, was zur T-Zellrezeptor-Aktivierung und Proliferation der Tumorzellen
fihrt. Es kommt zur Ausschiittung von Interleukin-10 und des Transformierenden-
Wachstumsfaktors-3 (TGF-3) der Tumorzellen. Beide Zytokine bewirken wiederum, dass die
Langerhans Zellen nicht ausreifen bzw. aus dem Monozyten-Pool weitere neue unreife
dendritische Zellen entstehen.

Die Hypothese, dass CTCL-Zellen dem T-regulatorischen Zelltyp angehdren, wird durch
verschiedene Tatsachen gestiitzt. Sie konnte die héufig beobachtete Immunsuppression
(Axelrod et al, 1992) erkldren, aufgrund derer CTCL-Patienten regelméfig an
opportunistischen Krankheiten sterben. Im fortgeschrittenen Stadium ist die Anzahl an
normalen T-Zellen stark gesunken (Rook and Heald, 1995), was vielleicht am negativen
Einfluss der T-regulatorischen Zellen auf die T-Zellentstehung liegen konnte. Eine
Interleukin-10 und TGF-B-Expression der CTCL-Zellen wurde bereits auch in anderen
Studien gezeigt (Hoppe et al., 1990; Asadullah et al., 1996; Bagot et al., 2001a). IThre
Abhéngigkeit von Langerhans Zellen konnte eventuell erklaren, warum die Tumorzellen sich

primir in der Epidermis manifestieren und nicht im Knochenmark.

1.5. Behandlung von kutanen T-Zell Lymphomen

Heutzutage werden vor allem stadiengerechte und eher zuriickhaltende Therapien empfohlen.
Sie werden dabei in lokale und systemische Formen eingeteilt.

Bei CTCL im Friihstadium reichen lokale Therapien vor allem Lichttherapien mit UV-B-
Licht und Licht-Chemotherapien wie die Psoralen-UV-A-Lichttherapie (PUVA) aus, um die
lokal noch in der Haut restringierten Tumorzellen zu bekdmpfen. PUVA besteht aus einer
oralen Photosensibilisierung durch Gabe des DNA-Interkalators 8-Methoxypsoralen (8-MOP)
und einer anschlieBenden Bestrahlung der Haut mit UV-A-Licht, das in die Epidermis
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eindringen kann. Dabei kann eine komplette Remission nach 5 Monaten beobachtet werden.
Die Langzeit-Heilungsrate ist allerdings noch unklar (Diederen et al., 2003).

Bei der Behandlung von CTCL im Tumorstadium ist eine Strahlentherapie mit schnellen
Elektronen (Quiros et al., 1996) oder eine Kombination von PUVA mit Retinoiden und/oder
Interferon-y oft effektiv. Aufgrund von hohen Riickfallquoten bei Behandlungen mit
einzelnen lokal aufgetragenen Chemotherapeutika werden vermehrt Kombinationstherapien
durchgefiihrt.

Bei weiter fortgeschrittenen Stadien, in denen die malignen Zellen ihren Bezug zur
Hautumgebung verlieren und nun auch im peripheren Blut und in Lymphknoten zu finden
sind, reichen lokale Therapien nicht mehr aus. Solche Patienten reagieren auf die
extrakorporale Photopherese (ECP) (Heald et al., 1992). Dabei werden aus dem Gesamtblut
der Patienten Lymphozyten-angereicherte Fraktionen isoliert, die mit 8-Methoxypsoralen
behandelt, anschlieBend UV-A Bestrahlung ausgesetzt und schlielich dem Patienten wieder
zugefiihrt werden. Studien mit einer Kombination von extrakorporaler Photopherese und
Interferon-a zeigten auch gute Ergebnisse (Rook et al., 1991; Gottlieb et al., 1996).
Systemische Therapien fiir fortgeschrittene und refraktdre CTCL beinhalten den Einsatz von
gingigen und auch neuen Zytostatikaformen (Foss et al., 1994b; Zinzani et al., 1998;
Kurzrock et al., 1999; Dearden et al., 2000; Piekarz et al., 2001; Sallah et al., 2001; Sandor et
al., 2002; Quaglino et al., 2004; Tsimberidou et al., 2004).

Generell ist jedoch die Behandlung von kutanen T-Zell Lymphomen bislang nur palliativer
Natur. Die Patienten kénnen durch Therapien von einigen Symptomen befreit, aber nicht
geheilt werden. Aggressive Therapien zeigten zwar hohe komplette Remissionsraten,
erwiesen sich aber als stark toxisch und ermdglichten meist kein Vorteil fiir das

Gesamtiiberleben (Hoppe et al., 1990).

1.5.1. Immuntherapeutische Ansatze

Da die meisten Therapieanséitze bislang keine endgiiltige Heilung fiir CTCL-Patienten
erzielten, wurde viel Energie in die Erforschung immuntherapeutischer Ansitze gesteckt. Eine
Alternative zu den bislang eingesetzten Therapien konnten dabei Vakzinierungen mit
tumorspezifischen Antigenen sein. Dendritische Zellen als Antigen-présentierende Zellen
(APC) werden dabei mit tumorspezifischen Peptiden beladen und dem Patienten zugefiihrt
(Berger et al., 2001; Reddy et al., 2001; Gatza and Okada, 2002). Eine Quelle fiir ein solches
Antigen stellt der jeweilige Idiotyp des T-Zellrezeptors der Tumorzelle selbst dar. Da jedoch
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die Entwicklung eines solchen Epitops fiir jeden Patienten individuell durchgefiihrt werden
miisste, ist die Finanzierung einer solchen Therapie fiir alle Patienten utopisch. Es ist daher
notwendig Tumorantigene zu finden, die bei moglichst vielen Patienten von ihren
Tumorzellen exprimiert werden. Zurzeit beschéftigen sich viele Gruppen mit der Suche nach
solchen Proteinen des kutanen T-Zell Lymphoms. Kandidaten-Tumorantigene wie das
Cancer-Testis Antigen cTAGE-5 (Cutaneous T-cell lymphoma associated gene-5), die neben
Tumorgeweben nur in Testisgewebe exprimiert werden, wurden in unserer Arbeitsgruppe
bereits identifiziert (Eichmiiller et al., 2001; Eichmiiller, 2002; Eichmiiller et al., 2003;
Hartmann et al., 2004).

Neben Studien mit der Beladung von dendritischen Zellen werden auch Ansétze fiir
Antikorpertherapien durchgefiihrt, die ihr Epitop in membranstindigen Proteinen auf den
Tumorzellen haben. Bevor solche fiir das kutane T-Zell Lymphom vorgestellt werden, sollen
zunidchst die Entwicklung und das Prinzip von therapeutischen Antikdrpern und bereits

zugelassene beschrieben werden.

1.6. Antikorpertherapien

Bei Antikorpertherapien werden tumorspezifische Oberflichenproteine als Ziele fiir die
Tumorbekdmpfung verwendet. Im Unterschied zu anderen Immuntherapie-Ansidtzen miissen

die Kandidatenproteine selbst nicht stark immunogen sein.
1.6.1. Entwicklung von monoklonalen Antikérpern

Mit der Entwicklung der Hybridom-Technologie, die 1975 in Nature von Georges Kohler und
César Milstein veroffentlicht wurde (Kohler and Milstein, 1975), war eine Massenproduktion
von monoklonalen Antikérpern mdoglich geworden. Die Hybridom-Technologie basiert auf
der somatischen Zellfusion einer Antikdrper produzierenden B-Plasmazelle mit einer
speziellen Myelomzelle, die selbst keine Immunglobuline herstellen kann. Da jedoch anfangs
nur die Produktion von monoklonalen Maus-Antikérpern moglich war, brachte ihr Einsatz
viele Nachteile und Nebeneffekte mit sich. Sie 16sten humane Anti-Maus-Antikorper-
Reaktionen in Patienten aus, die eine wiederholte Behandlung untersagten (Reichert, 2001).
Zusétzlich waren sie mit einer sehr kurzen Halbwertszeit behaftet. So verfehlten trotz ihrer

Spezifitét viele Antikorper aufgrund ihres nicht humanen Ursprungs die erwiinschte Wirkung.
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Mit der Entwicklung von chimdren (Boulianne et al., 1984) und auch humanisierten
Antikorpern (Jones et al., 1986), bei denen die konstante Region humanen Ursprungs ist und
die variable Region entweder voll murin (chimir) oder teilweise human (humanisiert) ist,
konnte die Wirkung therapeutischer Antikorper verbessert werden (Buist et al., 1995; van
Zaanen et al., 1998).

Erst mit der Gewinnung voll humaner monoklonaler Antikorper war es schlieBlich moglich
geworden die meisten Anti-Antikoérper Reaktionen zu umgehen. Zusétzlich entsprach die
Halbwertszeit dieser Antikorper fast der von normalen IgG-Molekiilen. Voll humane
Antikdrper werden mittels einer Phagen-Display Bibliothek oder transgenen Miusen erzeugt

(s. Ubersichtsartikel von Burton and Barbas, 1993; Hoogenboom et al., 1993).

1.6.2. Prinzip der Wirkweisen der Antikorper

Zu den Hindernissen fiir eine wirksame Antikdrperbehandlung, die nicht allein durch die
Humanisierung der Antikorper bewiéltigt werden konnen, zdhlen i) die Heterogenitit des
Tumors d.h. nicht alle Tumorzellen tragen das Zielantigen, ii) eine ungleichméafige
Blutzufuhr zum Tumorgewebe, iii) ein hoher interstitieller Druck innerhalb des Tumors, iv)
mogliche 16sliche Formen der Antigene, die therapeutische Antikdrper abfangen und v) eine
mogliche Kreuzreaktivitit mit Antigenen auf normalen Zellen.

Einige dieser Probleme konnen durch Modifizierungen der Antikérper gelost werden (s.
Abbildung 1). Antikérper werden gekoppelt mit Radionukliden eingesetzt um die
Heterogenitit der Tumorzellen zu umgehen. Sie tdten mit ihrer radioaktiven Toxizitdt auch
andere umliegende Tumorzellen ab (,,bystander effect”), die das Antigen nicht exprimieren.
Dieses Vorgehen kann vor allem bei soliden Tumoren gewihlt werden, da bei lymphoiden
Malignitéten ein solcher Einsatz verheerende Auswirkungen im Immunsystem haben konnte.
Fir Tumore lymphoider Art wiederum eignen sich Antikorper, die mit bakteriellen,
pflanzlichen oder Pilz-Toxinen gekoppelt sind. Solche Antikdrper werden internalisiert und
wirken erst im Zellinneren. Im Zytoplasma werden die Toxine durch endogene Enzyme
aktiviert und toten die Zelle von innen ab.

Beide Varianten, die Radionuklid- und die Toxin-gekoppelten Antikdrper, haben einen
direkten Effekt um Tumorzellen zu eliminieren. Sie unterscheiden sich von ,nackten
Antikorpern, die mit indirekter Wirkung durch Induktion von Apoptose oder Blockierung des

Zellwachstums die Tumorzellen abtéten.
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Abbildung 1: Zusammenfassung der Strategien aller therapeutischer Antikorper.

In a sind die nackten Antikdrper mit den indirekten Wirkweisen ADCC und CDC
dargestellt, die hier als Effektor-verstirkend beschrieben sind. Teil b fasst die
gekoppelten Antikorper mit direkten Wirkweisen {tiber Toxine, Zytokine und
Radionuklide zusammen. Unter ¢ sind die bispezifischen und die stark modifizierten,
die z.B. nur aus den Fv-Fragmente bestehen, beschrieben. Die letzte Gruppe bilden in d

die Antikorper, die in Kombination mit einem Wirkstoff eingesetzt werden oder erst
aktiviert werden miissen .

»Nackte“, ungekoppelte erreichen das Abtoten der Tumorzellen durch die Aktivierung von
Effektor-Zellen des korpereigenen Immunsystems wie CD8+ T-Zellen, natiirlichen
Killerzellen und Makrophagen. Diese binden mit ihrem jeweiligen Fc-Rezeptor an die auf der
Oberfldache der Tumorzellen befindlichen therapeutischen Antikorper. Es handelt sich hierbei
um den Weg der Antikérper abhidngigen zelluldren Zytotoxizitit (ADCC; antibody dependent
cellular cytotoxicity). Andererseits konnen monoklonale Antikdrper durch Bindung an C1 das
Komplementsystem aktivieren, was als Komplement-abhéngige Zytotoxizitit (CDC) bekannt
ist.

AbschlieBend soll noch die Gruppe der bispezifischen Antikorper erwéhnt werden. Diese
Antikorper tragen zwei Spezifititen, d. h. ein Arm des Antikorpers ist gegen ein Antigen auf
Tumorzellen und der andere Arm ist gegen ein Antigen auf Effektorzellen wie T-Zellen,

Phagozyten und Antigen-présentierenden Zellen gerichtet. Diese Antikorper bringen so



EINLEITUNG 20

Tumorzellen mit Effektorzellen in unmittelbare Néhe und erzielen damit ein effizientes und
eventuell beschleunigtes Abtoten der Tumorzelle ohne das Komplementsystem mit
einzubeziehen, das gelegentlich fiir Nebeneffekte verantwortlich sein kann.

Kommerziell gesehen bilden monoklonale Antikorper eine groBe Gruppe der biopharma-
zeutischen Agentien bei der Bekdmpfung von Tumoren und auch Entziindungskrankheiten,
Infektionen und AbstoBung von Transplantaten (Walsh, 2003). Fiir einen weit verbreiteten
Einsatz in Therapien miissen sie zundchst in Phase III Studien auf ihre Wirkung analysiert
und schlieBlich von regulatorischen Institutionen wie EMEA (European Agency for the
Evaluation of Medical Products) oder FDA (Food and Drug Administration) genehmigt

werden.

1.6.3. Zugelassene monoklonale Antikdrper im Einsatz gegen Tumore

Ein monoklonaler Antikorper gegen CD20 mit dem Namen Rituximab ist seit 1997 von der
FDA genehmigt und wird in der Behandlung von verschiedenen B-Zell Non-Hodgkin
Lymphomen verwendet. Neben der Zytostatikagruppe der Taxane (Paclitaxel, Docetaxel,...)
zahlt Rituximab als das kommerziell erfolgreichste Krebsmedikament. Es ist ein
unkonjugierter und chimdrer Antikorper. CD20 selbst ist ein 30-40 kDa grof3es,
phosphoryliertes Transmembran-Protein, das auf Zellen im Pra-B Zell- bis zum
Lymphoblastenstadium exprimiert wird. Es ist nicht auf frithen Vorldufern wie Pro B-Zellen
oder den spéter reifen B-Zellen, den Plasmazellen, zu finden. Allerdings liegt es auf 95% aller
B-Zell Non-Hodgkin Lymphome (NHL) auf der Oberfliche exprimiert vor. Rituximab-
Bindung an Tumorzellen fiihrt zu Apoptose und Antikorper- oder Komplement-abhiangiger
zelluldrer Zytotoxizitdt (Press et al., 1987; Maloney et al., 1997a; Maloney et al., 1997b;
McLaughlin et al., 1998).

Durch die Identifizierung von stark {iberexprimierten Tumorantigenen konnten auch fiir solide
Tumore therapeutische Antikorpern entwickelt werden. Mit der Identifizierung von
HER2/neu wurde ein geeignetes Zielprotein fiir die Bekdmpfung von Brustkrebs gefunden
(Slamon et al., 1987). Ein humanisierter Antikérper wurde hergestellt und in einer Studie mit
470 Brustkrebspatientinnen mit Metastasen in Kombination mit Chemotherapie untersucht
(Slamon et al., 2001). Trotz starker Nebenwirkungen konnte das allgemeine klinische
Befinden der Patienten verbessert werden, so dass die Zulassung eines gegen HER2/neu
gerichteten Antikorpers namens Trastuzumab (Herceptin®) durch die FDA 1998 stattfand.

Seine Wirkung erzielt Trastuzumab durch die Blockierung der Signaltransduktionskaskade,
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die durch den Wachstumfaktor-Rezeptor induziert wird. Diese Inhibition miindet schlieBlich

in Apoptose (Carter et al., 1992).

Weitere bereits in der Anwendung stehende und noch in Studien befindliche Antikoérper sind

in der Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Zurzeit angewendete und noch in Studien befindliche Antikorper (Harris, 2004)

. : _— Antikérper- Studien-
Ziel-Antigen Krebsart Antikorper Typ Status
Non-Hodgin . - Genehmigt von
CD20 Lymphoma Rituximab chimar der FDAL 1997
90Y-Ibritumomab Murin Genehmigt von
tiuexetan radiogekoppelt der FDA 2002
. Murin Genehmigt von
131-Tositumomab radiogekoppelt der FDA 2003
CDh22 Non-Hodgin Epratuzumab humanisiert Phase I-lI
Lymphoma
90-Y-Ebratuzumab Hyman|3|ert Phase |
radiogekoppelt
HLA-DR Non-Hodgin Remitogen humanisiert Phase Il
Lymphoma
L Genehmigt von
HER2/NEU Brustkrebs Trastuzumab humanisiert der EDA 1998
Akute myeloische Gemtuzumab .- Genehmigt von der
CD33 Leukamie 0zogamicin humanisiert FDA 2000
B-Zell chron. .- Genehmigt von der
CD52 lymphat. Leuk, Alemtuzumab humanisiert FDA 2001
Carcinoembryon. o i clialer Krebs ~ 90-CEA-cide Humanisiert Phase Il
Antigen radiogekoppelt
Epidermal. o
Kolorektal . Genehmigt in
Wachstumfaktor (adjuvante Ther.) Edrecolomab Murin Deutschland 1995
Rezeptor
Kolorektal, Phase I/1l/lll, genehm.
EGFR? Kopf/Hals, Cetuximab chimar von der FDA 2004 fir
NSCLC metast.Kolorektalkrebs
h-R3 humanisiert Phase /11
ABX-EGF Human Phase I/ll
(transg. Maus)
Vaskular. Phase Il/lll, genehm.
Endothelial. Solide Tumore Bevacizumab humanisiert von der FDA 2004
Wachstumsfaktor metast.Kolorektalkrebs
VEGFR2® Solide Tumore IMC-1C11 chiméar Phase 11/111
A33 Kolorektal huA33 humanisiert Phase /11
G250/MN Renal-Zell G250 chimar Phase Il
Karzinoma
Lewis Y Antigen Epithelialer Krebs SGN-15 chimar Phase I/l
Hu3S193 humanisiert Phase |
GD3 Melanom KW-2871 chimar Phase |

"FDA, US Food and Drug Administration;
2 EGFR, epidermal growth-factor receptor;

* VEGFR2, vascular-endothelial growth-factor receptor
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1.7. Antikorpertherapie-Ansatze bei CTCL

Therapeutische Antikorper sind bislang noch nicht fiir die Behandlung des kutanen T-Zell
Lymphoms zugelassen. Einige Kandidaten werden in Studien auf ihren Heilungs- und
Nebeneffekte untersucht. Zu ihnen gehort ein monoklonaler humanisierter Antikdrper gegen
CD52 (Alemtuzumab), der bereits fiir die Behandlung von B-Zell chronischen lymphatischen
Leukdmien verwendet wird. In Phase II Studien wurde er zur Behandlung von MF und SzS
Patienten im fortgeschrittenen Stadium eingesetzt (Knox et al., 1991; Kennedy et al., 2003;
Lundin et al., 2003). Dabei zeigten SzS-Patienten eine hohere Antwortrate. Es wurde
allerdings auch eine signifikante himatologische und immunsuppressive Toxizitdt beobachtet.
Patienten, die vorher bereits stark therapiert worden waren, litten zusitzlich an ernsthaften
Infektionen. AuBerdem zeigten einige Patienten schwere Herzfehlfunktionen in Form von
Arrhythmie und Herzversagen.

Bereits 1991 untersuchte eine Phase I Studie die Wirkung von Anti-CD4 Antikorpern bei
Patienten mit MF oder SzS. Dabei zeigten 7 von 8 Patienten ein Tumorprogressionsstopp. Im
Unterschied zu Anti-CD52 wurde die Behandlung gut toleriert und Anzeichen fiir
Immunsuppressivitit konnten nicht beobachtet werden (Knox et al., 1991).

Im Juni 2005 stellte M. Duvic auf der neunten internationalen Konferenz iiber maligne
Lymphome eine Phase II Studie vor, in der Patienten mit refraktirem MF oder SzS mit einem
voll humanen CD4 Antikorper (HuMax-CD4) therapiert worden waren. Die Behandlung
zeigte gute, dosisabhingige und langanhaltende Antwortraten. Auch gab es hier keine

schwergradigen Nebeneffekte (Duvic, 2005).

1.8. Tumorspezifische Plasmamembranproteine bei CTCL

Wie bereits angefiihrt sind fiir die Etablierung von Antikorpertherapien Proteine, die auf der
Zelloberfliche sitzen und deren Expression tumorspezifisch ist, eine Grundvorraussetzung.
Zudem konnen sie nicht nur in der Therapie sondern auch in der Diagnose und in der
Aufkliarung der Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen. Der Begriff Tumorspezifitét sollte
dabei nicht nur so verstanden werden, dass Proteine ausschliefSlich auf Tumorzellen zu finden
sind, vielmehr sind es eine Uberexpression oder eine spezifische Verinderung eines
Oberfldachenproteins auf Tumorzellen. Ein Beispiel fiir ein in Tumorzellen iiberexprimiertes
Plasmamembranprotein ist das bereits erwidhnte HER2/neu. Der Tyrosinkinase-Rezeptor
gehort zur Familie der erbB-dhnlichen Onkogene und ist eng verwandt mit dem EGF-

Rezeptor (epidermal growth factor). Es wurde zunéchst in Brustkrebs-Zelllinien und spéter
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auch in 25-30% von Brustkrebspatientenproben iiberexprimiert gefunden. Es konnte dabei
eine Korrelation zwischen Uberexpression von HER2/neu und einer gesteigerten aggressiven
Form der Krankheit mit signifikant verkiirztem krankheitsfreiem und Gesamt-Uberleben
beobachtet werden. Diese Beobachtungen sprachen daher dem Protein eine wichtige Rolle in

der Pathogenese des Brustkrebses zu (Slamon et al., 1987).

Wie fiir andere Tumorarten sind auch fiir das kutane T-Zell Lymphom solche
tumorspezifischen Plasmamembranproteine gesucht worden. Bagot et al. stellten zum ersten
Mal 2001 in einer Studie pl40/KIR3DL2 als ein fir CTCL-Zellen spezifisches
Oberflachenprotein vor (Bagot et al., 2001b). Man findet dieses Mitglied der Killer
Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren (KIR) zwar auch auf einer Untergruppe der natiirlichen
Killerzellen und einer geringen Anzahl an peripheren CD8+-Zellen, jedoch zeigten
Sequenzanalysen, dass es sich bei den auf CTCL-Zellen um eine neue allelische Form von
pl40/KIR3DL2 handelt, die sich in vier Aminosdure-Substitutionen ausdriickt. Killer
Immunglobulin-dhnliche Rezeptoren (KIR) fungieren als Inhibitoren der Natiirlichen
Killerzell-vermittelten Zytotoxizitdt, indem sie mit verschiedenen Allelen des humanen
Leukozyten Antigens des Typs I (HLA I) interagieren. 2003 zeigte eine weitere Studie, dass
dieser Rezeptor als histologischer Marker zur Unterscheidung des gleich aussehenden
Hautbildes von Mycosis fungoides und Sézary Syndrom dienen konnte (Wechsler et al.,
2003). Sie konnten in situ zeigen, dass p140/KIR3DL2 im Gegensatz zu MF in allen von
ihnen untersuchten SzS-Patientenschnitten detektiert wurde.

Ein weiteres CTCL-spezifisches Oberflachenprotein wurde 2001 vorgestellt (Nikolova et al.,
2001). Es handelt sich um den Rezeptor SCS5, der auf einer kleinen Untergruppe von CD4+
und CD8+ T-Zellen und B- und NK-Zelllinien exprimiert wird. In zirkulierenden T-Zellen
wurde SC5 zunichst intrazelluldr gefunden, das jedoch nach in vitro Aktivierung auf der
Oberflache detektiert werden konnte. Der Vergleich der T-Zellen von SzS Patienten mit
denen von gesunden Probanden zeigte, dass die Anzahl an SC5+ CD4+ T-Zellen in SzS
Patienten erhoht ist und diese mit der Sézary Zellanzahl korreliert. Zusitzlich konnten sie
zeigen, dass eine Proliferation, die durch Zugabe eines Anti-CD3-Antikorpers induziert
wurde, durch Bindung des Antikérpers an den SC5 Rezeptor inhibiert wurde. Mit diesem
Rezeptor scheinen sie einen Faktor gefunden zu haben, der im kutanen T-Zell Lymphom fiir
eine Regelung der Proliferation sorgt, was noch weiter zu untersuchen gilt.

In einer Studie mit Oligonukleotid-Array Analysen wurde die Genexpression von CD4+ T-

Zellen aus peripherem Blut von Sézary Syndrom Patienten mit der von T-Zellen von
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Kontrollgruppen  verglichen (van Doorn et al., 2004). Dabei zeigte das
Plasmamembranprotein EphrinA4 eine erhohte Transkriptmenge im Sézary Syndrom im
Vergleich zu den tibrigen Gruppen. EphrinA4 ist ein Tyrosinkinase-Rezeptor und bislang mit
anderen Mitgliedern der Eph-Rezeptorfamilie vorwiegend in der Regulation der neuronalen
Migration und Angiogenese involviert gefunden worden. Interessant ist, dass stromabwdérts
von ihm stehende Komponenten wie Fyn, Grb2 und Abl im Sézary Syndrom iiberexprimiert
gefunden worden waren. Auch der im Fokus der CTCL-Forschung stehende
Transkriptionsfaktor STAT3 konnte als Folge von EphrinA4-Bindung aktiviert sein. Anders
als die beiden zuvor genannten Proteine scheint EphrinA4 nicht inhibitorisch, sondern positiv

die Aktivierung der Tumorzellen zu regulieren.

Gegeniiber CD52 und CD4, die bereits als Ziele in Antikorper-Studien in der Behandlung von
CTCL benutzt werden, haben diese drei Plasmamembranproteine den Vorteil, dass ihre
Expression tumorspezifisch fiir das CTCL ist. Gegen sie gerichtete Antikérper konnten
eventuell die erwdhnten Nebenwirkungen der eingesetzten Anti-CD52 AntikSrper auslassen.
Nackte therapeutische Antikorpern gegen pl40/KIR3DL2 und SC5 konnten allerdings
aufgrund ihres ohnehin inhibitorischen Charakters ohne Wirkung sein. In diesen Fillen
miissten die Antikorper mit Radionukliden oder mit Toxinen gekoppelt eingesetzt werden, die
wiederum Gefahren bergen. Ein therapeutischer Antikorper gegen EphrinA4 konnte das
Wachstum von Tumorzellen stoppen. Allerdings konnte es aufgrund seiner Expression im
Gehirn Nebenwirkungen mit sich fiihren.

Zusammengefasst ist die Liste der bereits gefundenen Kandidatenproteine nicht lang. Dies
erklirt nun auch die Notwendigkeit der weiteren Suche nach tumorspezifischen
Oberflachenproteinen. Auch die bislang noch unbekannten Schritte der Entstehung des
kutanen T-Zell Lymphoms konnten mit der Identifizierung von  weiteren
Plasmamembranproteinen teilweise aufgekldrt werden. Es ist daher von gro3em Interesse die
gesamte Oberfliche der Tumorzellen mit allen moglichen Proteinen zu erfassen, wie sie in

dieser Arbeit erreicht werden soll.

1.9. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen fiir das kutane T-Zell Lymphom spezifische
Oberfliachenproteine identifiziert werden, die moglicherweise als Zielstrukturen fiir

therapeutische Antikorper dienen oder auch in der Aufkldrung der Tumorentstehung hilfreich
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sein konnten. Dafiir soll zundchst mit Hilfe von differentiellen Zentrifugationsschritten ein
natives Oberfldchenprdparat der CTCL-Zelllinie HuT78 hergestellt werden, mit dem
Kaninchen immunisiert werden um reaktive Antiseren zu generieren. Die gewonnenen
Antiseren sollen zunéchst auf ihre Seroreaktivitit und Spezifitit mit der ELISA-, Western
Blot- und auch immunzytochemischen Methode kontrolliert werden um sie schlielich in
zwel Analysen einsetzen zu konnen. Als erstes wird eine Immunprézipitation durchgefiihrt,
bei der prézipitierte Proteine aus Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgelen
ausgeschnitten und mit den massenspektrometrischen Methoden MALDI-TOF und ESI-
MS/MS identifiziert werden sollen. Als zweites sollen die Kaninchenseren in einer
serologischen Analyse einer cDNA-Phagenbank der CTCL-Zelllinie SeAx mit der SEREX-
Methode (serological identification of antigens by recombinant expression cloning) ihre
Verwendung finden. Inserierte cDNA Stiicke aus reaktiven Phagenklonen werden sequenziert
um sie in Datenbanken mit Computeranalysen des HUSAR-Programms identifizieren zu
konnen. Aus den gefundenen Kandidatengenen sollen schlieBlich aufgrund ihrer Lokalisation
und Funktion interessante ausgewéhlt werden und mit Hilfe von Real-time PCR und Western

Blot Analysen auf ihre Expression im kutanen T-Zell Lymphom untersucht werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Chemikalien
Aceton

Agar

Agarose

Bovines Serumalbumin (BSA)
5-Bromo-4Chloro-3-Indolyl-Phosphat (BCIP)
Casein

Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB-G250)
Coomassie Brilliant Blue R (CBB-R)
Dimethylformamid (DMF)
Dimethylpimelinediimidate (DMP)
Dimethylpyrocarbonat (DMPC)
Dimethylsulfooxid (DMSO)

Ethyleneglycol-bis(beta-aminoethyl)-N,N,N-,N-

-tetraacetoxymethyl-Ester (EGTA)
Essigsédure (100%)

Ethanolamin

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethanol, absolut

Formaldehyd (37%)

Formamid

Gelatine

Glycerin

Glycin

Hefe Extrakt

Isopropanol
Isopropylthiogalactosid (IPTG)
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Maltose
Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Magnesiumsulfat

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim

Biozym ScientificGmbH, Hes. Oldendorf
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Biomol GmbH, Hamburg

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Biochemika GmbH, Buchs

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, VWR International, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL

Fluka Biochemika GmbH, Buchs

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Riedel-de-Haen GmbH, Seelze

Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
J.T. Baker, Deventer, NL

Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Riedel-de-Haen GmbH, Seelze

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, VWR International, Darmstadt
Merck, VWR International, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Biochemika GmbH, Buchs
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Magermilchpulver
Maltose
-Mercaptoethanol
Methanol

3-(N-Morpholino) propansulfonsdure (MOPS)

Natriumazetat

Natriumacid
Natrium-tetraborat-decahydrat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natrium-Ethylendiamintetraessigsidure
Natriumhydrocarbonat
Natriumcarbonat

Natronlauge

Nitrobluetetrazolium (NBT)

NZ Amine-A

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Ponceau S

Saccharose

Schwefelsdure

Sodium Dodecylsulfat (SDS)
Tetramethylbenzidine (TMB)

Trizma Base

TritonX-100

Trypton

Tween-20

Wasserstoffperoxid

Fluka Biochemika e GmbH, Buchs
Merck, VWR International, Darmstadt
Merck, VWR International, Darmstadt
Fluka Biochemika GmbH, Buchs

Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Fluka Biochemika GmbH, Buchs

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Carl Roth GmbH +Co. KG, Karlsruhe
Merck, VWR International, Darmstadt
Acros Organics, NJ, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck, VWR International, Darmstadt
Biomol GmbH, Hamburg

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Biochrom KG, Berlin

AppliChem GmbH, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, NL

NeoLab Migge GmbH, Heidelberg
Gerbu Biochemicals GmbH, Gaiberg
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Difco Voigt Global Distrib. LLC, USA
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
J.T. Baker, Deventer, NL
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2.1. Zellkultur

Material

Gerate:
Sterilgard Hood, Sterilbanke
Brutschrianke

Peltier Thermal cycler (PTC 200)

Verbrauchsmaterial:

Cellstar Zellkulturflaschen

Costar 10ml-Pipetten

Rotrand Filter, 0,2pg, Celluloseacetat
50ml-Spritzen

50mL-Falconréhrchen

Diverse Materialien:
1xPBS (steril)
fliissiger Stickstoff

Medium:

RPMI

Penicillin/Streptomycin

L-Glutamin

Seraplus, FCS (fotales Kalberserum)

Antibiotika:
BM-Cyclin®

Ciprobay®
Plasmocin®

Suspensions-Zelllinien:

HuT?78 (TIB-161)

The Baker Company Inc., Sanford, USA
Kendro Laboratory Products GmbH,

Langenselbold
Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Corning Inc., Corning, USA

Schleicher & Schiill GmbH, Dassel
Terumo Europe N.V., Leuven, Belgien
diverse Firmen

Biochrom AG, Berlin
Messer, Griesheim

Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Pan Biotecs GmbH, Aidenbach

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Bayer Healthcare, Leverkusen
InvivoGen, San Diego, USA

ATCC, Manassas, VA, USA

CD4+ CTCL-Zelllinie, die aus peripherem Blut eines 53 Jahre alten ménnlichen Patienten mit
Sézary Syndrom etabliert worden ist (Gootenberg et al., 1981).

SeAx

freundlicherweise erhalten von K. Kaltoft
(Aarhus, Dédnemark)

CD4+ CTCL-Zelllinie, die aus peripherem Blut einer 66 Jahre alten weiblichen Patientin mit
Sézary Syndrom etabliert worden ist (Kaltoft et al., 1987).

HH (CRL-2105)

ATCC, Manassas, VA, USA

CD4+ CTCL-Zelllinie, die aus peripherem Blut eines 61 Jahre alten ménnlichen Patienten mit
aggressivem kutanen T-cell Lymphom/Leukédmie etabliert worden ist (Starkebaum et al.,
1991).
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Cou-L3 freundlicherweise erhalten von A.Bensussan
(Créteil, Frankreich)

CD8+ CTCL-Zelllinie, die aus peripherem Blut eines 81 Jahre alten ménnlichen Patienten mit

Mycosis fungoides und spaterem pleomorphem grofizelligem T-Zell Lymphom etabliert

worden ist (Echchakir et al., 2000).

MyLa freundlicherweise erhalten von K. Kaltoft
(Aarhus, Danemark)

CD4+ CTCL-Zelllinie, die aus einer Hautprobe eines 82 Jahre alten méinnlichen Patienten mit

Mycosis fungoides etabliert worden ist (Kaltoft et al., 1992).

Methode

Erreichen die Zellen eine Dichte von 1 x 10° Zellen/ml, werden sie halbiert und teilweise
geerntet, d.h. sie werden mit 1x PBS gewaschen, anschlieBend pelletiert und in fliissigem
Stickstoff tiefgefroren. Bis zu ihrer Weiterverwendung konnen die Zellpellets bei -80°C
gelagert werden. Die andere Hélfte wird ebenfalls mit 1x PBS gewaschen und in frischen
RPMI-Medium aufgenommen, das 1% Penicillin/Streptomycin, 2% L-Glutamin und 10%
FCS enthilt. Thre Kultivierung findet bei 5 % CO, und 37°C statt. SeAx Zellen werden
zusitzlich mit 1000 U/ml und Cou-L3 mit 150 U/ml Interleukin-2 kultiviert.

Um auf eine mogliche Mycoplasmen-Kontamination zu testen, sollte eine PCR mit
Mycoplasmen-spezifischen Primern durchgefiihrt werden. Nachdem die Zellen abzentrifugiert
sind, wird etwas vom alten Medium abgefiillt, fiir Smin bei 95°C inkubiert, 1min bei

13.000rpm abzentrifugiert und der Uberstand fiir eine PCR verwendet.

Ansatz (Reagenzien siehe Klassische PCR)

Probe Tl

PCR Puffer 2,5ul (1x)

DMSO 2,5ul  (10x)

Primer Myko for Iul  (1uM) (ggg agc aaa cag gat tag ata ccc t)
Primer Myko rev Iul  (1pM) (tcg acc atc tgt cac tct gtt aac ctc)
Taq Polymerase 0,5ul (2,5U0)

dNTP-Mix 0,5ul  (0,8uM)

Braun-H,O ad 25pl

Annealingtemperatur : 60°C, 30 Zyklen

Ist bei ca. 250 kb eine Bande zu sehen, sollten die mit Mycoplasmen infizierten Zellen sofort
von den nicht-infizierten Zellen getrennt gehalten werden. Die Behandlung der Zellen kann
mit verschiedenen Antibiotika erfolgen, die die Replikation oder die Proteinsynthese
unterbrechen. Eine Kombination von zwei Antibiotika mit unterschiedlicher Wirkung ist

meist sehr effektiv.
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BM-Cyclin 1 ist ein Pleuromutilin-Derivat und BM-Cyclin 2 ein Tetracyclin-Derivat. Beide
hemmen Schritte in der Proteinsynthese. Wohingegen Ciprobay® (Ciprofloxacin) einen
wichtigen Schritt in der Replikation inhibiert. Es ist ein Antibiotikum aus der Gruppe der
Fluorochinolone. Kurzzeitig wurde auch Plasmocin zur Behandlung der Zellen verwendet. Es
enthélt Substanzen, die einerseits die DNA- und andererseits die Proteinsynthese hemmen.
Allerdings erwies sich die Behandlung mit Plasmocin® nicht so wirksam wie mit BM-Cyclin®
und Ciprobay®.

Nach folgendem Schema wurden die Zellen behandelt:

3 Tage: BM-Cyclin 1 mit Endkonz. von 10pg/ml + Ciprobay mit Endkonz. von 10pg/ml

4 Tage: BM-Cyclin 2 mit Endkonz. von Sug/ml + Ciprobay mit Endkonz. Von 10pug/ml
Dieser Zyklus wird zweimal wiederholt. Wéhrend dieser Zeit sollten die {iblich eingesetzten
Antibiotika Pencillin und Streptomycin ausgelassen werden. In jedem Fall sollte ein
zusitzlicher Behandlungszyklus durchgefiihrt werden, nachdem die Eliminierung der

Mycoplasmen festgestellt wurde.

2.2. Plasmamembran-Anreicherung

Material

Gerate:

Dewar-Stickstoffbehélter KGW Isotherm, Karlsruhe

Schwingmiihle MM301 Retsch, Haan

Mahlbecher aus Teflon Retsch, Haan oder institutseigene Werkstatt
Mahlkugeln aus Wolfram spéter aus Stahl Retsch, Haan bzw. Neolab, Heidelberg
Dounce Homogenisator Wheaton Science products, Millville, NJ, USA
Stehzentrifuge Kendro Lab. Prod. GmbH, Langenselbold
Ultrazentrifuge L5-50B Beckman, Fullerton, CA, USA
70.1Ti-Rotor Beckman, Fullerton, CA, USA

SW28.1 Rotor Beckman, Fullerton, CA, USA

Verbrauchsmaterial:

dazugehorende Ultrazentrifugenrohrchen ~ Beckman, Fullerton, CA, USA
Pasteurpipetten WU Mainz, Mainz

15ml-, 50ml-Falconréhrchen diverse Firmen

Puffer und Substanzen:

Protease-Inhibitor Complete Mini, EDTA-frei Roche Diagnostics, Penzberg

Puffer A:

250mM Sucrose

12mM Tris-HCI, pH 7,4

und bei einem Volumen von 50ml 1 Proteinase-Inhibitortablette (Complete Mini, EDTA-frei)
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Puffer B:

250mM Saccharose

SmM Na,EDTA

12mM Tris-HCI, pH 7,4

30% Saccharose-Ldosung in 10mM Tris-HCI, pH 7,4
1 x PBS

MgCl, x 6 H,O

Methode

Die Anreicherung wurde nach einer modifizierten Methode nach Ellis et al. durchgefiihrt
(Ellis et al., 1992) und ist in Abbildung 2 schematisch dargestellt.

Die bei -80°C gelagerten Zellpellets werden in flissigem Stickstoff auf —-196°C
heruntergekiihlt, in einen ebenfalls vorgekiihlten Teflonbehdlter mit einer Wolfram- oder
Stahlkugel gegeben und fiir 1min bei 3000rpm in einer Schwingmiihle pulverisiert.
AnschlieBend werden die Zellfragmente in einen mit Sml Puffer A vorgelegten Dounce-
Homogenisator iiberfiihrt. Nach 12 vorsichtigen Hiiben entsteht eine gut durchmischte
Suspension, der weitere Sml Puffer A hinzugegeben werden. In einem 15ml-Falconréhrchen
wird das Homogenisat fiir 10min bei 270 x g (1600rpm) zentrifugiert, danach der Uberstand
in ein neues 15ml-Falconrdhrchen tiberfiihrt und fiir weitere 10min bei 920 x g (2300rpm)
zentrifugiert. Erneut wird der Uberstand abgenommen und mit MgCl, (10mM Endmolaritiit)
versetzt. Nach 15miniitiger Inkubation mit gelegentlich vorsichtigem Schiitteln auf Eis wird
die Suspension fiir 15 min bei 2300 x g (3600rpm) zentrifugiert. Der neue Uberstand wird
schlieBlich fiir 45-60min bei 100.000 x g (38.000rpm) in einem 70.1Ti-Rotor in der
Ultrazentrifuge aufgetrennt. Der Uberstand wird dieses Mal verworfen und das Pellet mit
0,5ml Puffer B versetzt. Mit einer Pasteurpipette wird das Pellet angesaugt und in den Dounce
Homogenisator iiberfiihrt. Nach vorsichtigem Homogenisieren wird die Suspension auf 4,5ml
einer 35%igen Saccharoselosung geladen und fiir 2 h bei 68.000 x g (26.500rpm) in einem
28.1 Swing Rotor zentrifugiert. AnschlieBend wird die Interphase samt der iiber ihr liegenden
Phase abpipettiert und mit Puffer A verdiinnt bis die Saccharosekonzentration ungefdhr 8 %
betrdgt. Eine weitere einstiindige Zentrifugation bei 100.000 x g im 70.1Ti Rotor in der
Ultrazentrifuge pelletiert die Membranfraktion (PM-Fraktion), die schlieBlich in minimalen
Volumen 1xPBS aufgenommen wird. Fiir eine spétere

Weiterverarbeitung wird sie in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80°C gelagert.
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Abbildung 2: Schema der Plasmamembran-Anreicherung
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2.3. SDS-Polyacrylamid Gelektrophorese (SDS-PAGE) und

Western Blot

Material

Gerate und Verbrauchsmaterial:
SDS-PAGE Gelapparaturen

Blotting Apparaturen

Protran Nitrocellulose Transfer Membrane
Whatman Papier

Hyperfilm ECL

Filmkassette

Curix 60 Entwicklermaschine

Substanzen:

10% Ammoniumperoxidsulfat (APS)
37,5% Polyacrylamid

99% TEMED

Precision Plus Protein dual color standards

ECL plus Western Blotting Detection Reagents

Puffer:

Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Schleicher& Schill Bioscience, Dassel
Hersteller unbekannt

Amersham Biosciences Europe, Freiburg
Dr. Goos-Suprema, Heidelberg

Agfa, Kdln

Roth GmbH, Karlsruhe
Bio-Rad, Laboratories, Miinchen

Roth GmbH, Karlsruhe
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Amersham Biosciences Europe, Freiburg
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5x Sample-Buffer (Probenpuffer):
5 ml Glycerin (99%)

1,5 g SDS

1 ml 0,25% BPB

HZO ad 7,5 ml

2,5 ml Mercaptoethanol

4x Lower Buffer:
1,5M Trizma Base
10% SDS

—> pH 8,8 einstellen

4xUpper Buffer:
0,5M Trizma Base
10% SDS

- pH 6,8 einstellen

15% Trenngel (Volumen 17,36ml):

ddH,O 5,97ml
4x Lower Buffer 4,33ml
PAA 7ml

APS 42.2ul
TEMED 19,1ul

6% Sammelgel (Volumen: 12,94ml)

ddH,0O 7,4ml
4x Upper Buffer 3,3ml
PAA 2,1ml
APS 128,1pul
TEMED 17,1ul
10x Running Buffer:

250mM Trizma Base
10% SDS

M Glycin

Standard Coomassie Brilliant Blue G:
300 ml Brillant Blue G Konzentrat
ad 1000 ml dH,O

Entfarber-Losung:
20% Methanol

7%  Essigsdure
73% dH,O

Staining-Losung fiir kolloidales Coomassie:
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40% Methanol
10% Essigsédure

Kolloidales Coomassie G-250 (Stocklosung):

a) 2% Phosphorsédure
10% Ammoniumsulfat
ad 980ml ddH,0O

b) 1g CBB G-250 in 20ml ddH,0O
Losung a) in b) 16sen

Férbelosung fiir kolloidales Coomassie:
4/5 Stocklésung + 1/5 Methanol

Immer frisch ansetzen.

Entfarberlosung fiir kolloidales Coomassie:
25% Methanol in ddH,0O

Western Blot:

10x Transferpuffer:
250mM Trizma Base
0,4% SDS

M Glycin

Ponceau-Losung:
0,2% Ponceau S
1% Essigsdure
in dH,O

Waschpuffer:
1xPBS/0,5% Tween-20

Blockierungslosung:
5% Milchpulver in 1xPBS/0,5% Tween-20
6,25ml

Stripping-Losung:

6,25ml IM Tris-HCI (pH6,8)
20ml SDS, 10%

73,75ml ddH20

700ul [-Mercaptoethanol

Primar- und Sekundarantikorper
(In 0,5% Milchpulver in 1xPBS/0,5% Tween-20)
a-ICAM-1 (H-108) polyklonal, Kaninchen, 200pg/ml

(einzusetzen 1:500)
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a-CD3e (FL-207) polyklonal, Kaninchen, 200pg/ml ( ’ )
a-Calnexin (H-70) polyklonal, Kaninchen, 200pg/ml ( » )
a-Tom40 (H-300) polyklonal, Kaninchen, 200pg/ml ( ’ )
a-Ku86 (H-300) polyklonal, Kaninchen, 200pug/ml ( ’ )
alle von Santa Cruz Inc., Heidelberg
a-B-Actin (C4) monoklonal, Maus, Konz. nicht angegeb. (einzusetzen 1:5000)

ICN Biomedical, Inc., Ohio, USA
a-Nuclear Pore (Ab-2) monoclonal, Maus, Konz. nicht angegeb. (einzusetzen 1:300)
Oncogene Research products, Schwalbach/Ts

a-Lck (MOL171) monoklonal, Maus, 200pug/ml (einzusetzen 1:100)
BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
a-MT5-MMP polyklonal, Kaninchen, 1mg/ml (einzusetzen 1:1000)
Neuromics, Northfied, MN, USA
a-Kaninchen IgG polyklonal, Ziege, 100pg/ml (einzusetzen 1:10 000)
Santa Cruz Inc., Heidelberg
a-Maus IgG polyklonal, Ziege, 100pg/ml (einzusetzen 1:10 000)

Santa Cruz Inc., Heidelberg

Methode

Die Gelplatten werden in die Gelapparatur eingesetzt. Als erstes wird das Trenngel gegossen
und mit Aceton iiberlagert um eventuelle Unebenheiten zu vermeiden. Ist das Trenngel
polymerisiert, wird das Aceton entfernt, das Sammelgel gegossen und die Kimme eingesetzt.
In der Zwischenzeit sollten die Proteinproben vorbereitet werden. Dabei werden sie mit 5x
Probenpuffer versetzt und fiir Smin bei 95°C inkubiert. Danach werden die Proben kurz
abzentrifugiert. Ist auch das Sammelgel polymerisiert, wird in den Gelapparaturbehélter 1x
Laufpuffer gegeben und die Kdmme gezogen. Nach kurzem Ausspiilen kann man nun die
Proteinproben hineinpipettieren. Um die Proteingroffen bestimmen zu kdnnen, wird eine
Proteinleiter mitaufgetragen. Der Gellauf erfolgt bei 130V fiir ca. 100min. Der Lauf wird je
nach Bedarf und GroBe der Proteine gestoppt.

Nach Beendigung kann das Gel Coomassie gefdrbt werden. Fiir eine Coomassiefiarbung
stehen zwei verschiedene Prozeduren zur Verfiigung. Um geringe Proteinmengen anférben zu
konnen empfiehlt sich eine kolloidale Farbung. Das Gel wird dabei zunichst mit 40%igem
Methanol und 10%iger Essigsdure (Staining-Losung) fixiert. Anschlieend erfolgt die
Féarbung meist iiber Nacht. Erscheint das Gel spiter ausreichend gefarbt, wird es in 25%igem
Methanol kurz entfdrbt bis die Banden klar zu erkennen sind. Es kann fiir eine stabile
Lagerung in 25%igem Ammoniumsulfat aufbewahrt werden. Die Farbung mit dem Standard
Coomassie gilt als weniger sensitiv. Das Gel wird sofort in die Coomassie Brilliant Blue

Firbelosung gelegt und fiir 30 bis 60min inkubiert. Die Entfirbung erfolgt hier UN.
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Sollen die aufgetrennten Proteine mit Antikorper inkubiert werden, wird das Gel zunédchst in
einer vorbereiteten Blotting-Apparatur mit einem passenden Stiick Nitrocellulose zusammen
geblottet (meist fiir 1h bei 100V). Nach dem Transfer wird die Membran herausgenommen
und die einzelnen Banden der Proteinleiter mit einem Kugelschreiber markiert. Um zu
kontrollieren ob der Transfer geklappt hat, kann der Blot mit Ponceauldsung fiir 1-2min
inkubiert werden. AnschlieBend sollte der Blot zundchst in dH,O und spéiter mit dem
Waschpuffer entfarbt werden. Zur Blockierung von unspezifischen Antikdrperbindungen wird
der Blot fiir 1h bei RT in 5%iger Milch geschiittelt (alternativ kann die Inkubation auch bei
4°C UN erfolgen), anschlieBend dreimal fiir Smin mit Waschpuffer gewaschen und
schlieBlich mit dem Erst-Antikérper mit entsprechender Konzentration inkubiert. Die
Inkubation wird entweder fiir 1h bei RT oder UN bei 4°C durchgefiihrt. Es folgt ein
dreimaliges Waschen fiir je 10min. Die Inkubation mit dem Sekundérantikdrper entspricht der
gleichen Prozedur. Jedoch sollte hier die Inkubationszeit von 1h nicht iiberschritten und UN
bei 4°C vermieden werden. Nach dem letzten Waschgang wird auf den Blot fiir Imin das
Substrat (ECL-Losung) fiir die an den Sekundérantikorper gekoppelte Peroxidase gegeben.
Der Blot wird eingeschweift und schlieBlich in eine Filmkassette gelegt. Die Entwicklung
eines Filmes in der Dunkelkammer dauert je nach Signalstirke, wobei die Exposition nur bis
zu 20min moglich ist, da das Substrat nicht ldnger stabil ist. Soll der Blot mit weiteren
spezifischen Antikorpern inkubiert werden, wird der Blot mit der Stripping-Losung versetzt
und fiir eine halbe Stunde bei 57°C inkubiert. Anschliefend folgt eine dreimalige Waschung

mit 1xPBS-T fiir je 5 min. Die weitere Vorgehensweise entspricht der ersten Prozedur.

2.4. Immunisierung zweier Kaninchen mit HuT78-

Oberflachenpriparat
Material
Chinchilla Bastard Kaninchen Ivanovas, Kisslegg bzw.

Eurogentec, Seraing, Belgien
Komplettes Freundsches Adjuvans Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis MO, USA
Inkomplettes Freundsches Adjuvans Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis MO, USA
Methode

Die Immunisierung eines Kaninchens erfolgt subkutan. Zur Verstirkung der Immunreaktion

wird das Protein mit dem kompletten Freundschen Adjuvans beim ersten Mal injiziert.
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Wihrend der Boostreaktionen wird das inkomplette Freundsche Adjuvans verwendet.
Zwischen der ersten und der zweiten Injektion sollten vier Wochen vergehen. Anschlie3end
konnen mehrere Boostreaktionen im Abstand von zwei Wochen durchgefiihrt werden. Jeweils
vor den Injektionen wird dem Kaninchen Blut aus einer Ohrvene entnommen, das in ein
Serumrohrchen aufgefangen wird. Die Rohrchen werden stehen gelassen, bis das Blut
geronnen ist. Anschliefend erfolgt eine Zentrifugation bei 3000rpm fiir 10min. Das Serum
wird schlieBlich vorsichtig abgenommen ohne das Pellet mit den Erythrozyten zu beriihren.
Es kann nun bei -20°C bis zur weiteren Verwendung weggefroren werden. Die Immuniserung
und die Blutentnahme des ersten Kaninchens wurde von Mitarbeitern des zentralen Tierlabors
des DKFZ und die Immunisierung des zweiten Kaninchens wurde von der Firma Eurogentec

in Seraing, Belgien durchgefiihrt.

2.5. Test der Seroreaktivitat mittels ELISA

Material

Gerate und Verbrauchsmaterial:

Elektron. 1-Kanal Dispenser, 50-1200ul  Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
ELISA Reader p-Quant Deelux Labortechnik, Gerdenstorf
Nunc-Immuno Platten, polysorb Nunc Brand Products, Wiesbaden

Puffer und Substanzen:

Coating Puffer:

IM NaHCO3

1M Na2CO3

- pH 9,6, wird nur mit den beiden Losungen eingestellt ( 1 Teil 0,05M Na,COs (Lauge) +
4 Teile NaHCOs (Sdure)), Lagerung bei RT

Blockpuffer:

1x PBS

0.05% Tween 20

0.2% Casein

- 50 sec in die Mikrowelle, damit es sich 16st.

Tetramethylbenzidine (TMB):
10mg/ml in DMSO

0,1M Natriumacetat, pH 6,0, bei 4°C lagern

Substratpufter:

0,1M Natriumacetat, pH9,6
1% TMB

0,1% H,0,
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10xPBS:

1,37M NaCl

30mM KCI

1,5mM KH,PO4

80mM Na, HPO4 x 2 H,O
Waschpufter:

1xPBS/0,05% Tween-20
Stopplosung:

IM H,SO4

a-Kaninchen IgG-Antikdrper HRP-gekoppelt, polyklonal, Ziege, 100pg/ml Santa Cruz
Inc., Heidelberg

Methode

Die 96-Loch-Platte wird zundchst mit dem Antigen in Coating Puffer versetzt, so dass jedes
Well mit 100ul (= 1,5pg Protein) gefiillt ist. Die Platte wird bei 4°C UN inkubiert. Am
nichsten Tag wird der Uberstand abgeschiittet. Pro Loch werden nun 180ul Blockpuffer
pipettiert und die Platte 1h bei RT stehengelassen. Anschlieend soll die Platte dreimal mit
PBS/0,05% Tween 20 gewaschen werden. Dabei wird die Platte einfach in eine groBere
Schale mit vorgelegtem Waschpuffer getunkt, im Waschbecken ausgeschiittet und zum
Trocknen auf Papierhandtiicher vorsichtig ausgeklopft. AnschlieBend folgt die
Seruminkubation. Dafiir wurden von den einzelnen Antiseren bereits Verdiinnungsreihen
angelegt, in diesem Fall 1:100, 1:300, 1:900, 1:2700, 1:8100, 1:24300, 1:72900 und als
Negativkontrolle Blockpuffer (s. untere Tabelle). Zu Verdiinnung der Seren wird der
Blockpuffer verwendet. Pro Verdiinnung werden Duplikate aufgetragen. Die Inkubation
erfolgt auf dem Schiittler fiir 1h bei RT. Danach wird die Platte erneut dreimal mit
Waschpuffer gewaschen. Als Sekundir-Antikorper wird ein Anti-Kaninchen IgG Antikorper
aus Ziege gekoppelt mit einer Peroxidase in einer Verdiinnung von 1:10.000 im Blockpuffer
in einem Volumen von 100ul durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgt fiir 1h bei RT auf dem
Schiittler. Gestoppt wird sie wieder durch dreimaliges Waschen. In der Zwischenzeit sollte
das Substrat vorbereitet sein. Dafiir werden 10ml Substratpuffer mit 100ul TMP und 1pl
H,0O, versetzt. Pro Loch werden schlie8lich 100ul pipettiert und fiir 8min bei RT im Dunklen
inkubiert. Die Reaktion wird mit 50ul 1M H,SO4 gestoppt. Die Messung erfolgt im ELISA
Reader bei 450nm.



MATERIAL UND METHODEN 39

Tabelle 4: Pipettierschema und Verdiinnungsreihe der getesteten Antiseren

Pri-Immunserum Antiserum 1 Antiserum 2 Antiserum 3 Antiserum 4 Endserum

1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100 | 1:100

1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300 | 1:300

1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900 | 1:900

1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700 | 1:2700

1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100 | 1:8100

1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300 | 1:24300

1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900 | 1:72900

Blockierungspuffer als Blank

2.6. Immunzytochemie

Material

Verbrauchsmaterial:

Objekttriager R. Langenbrinck, Emmendingen

Deckgléser 22x22mm R. Langenbrinck, Emmendingen

Fettstift Dako Pen DAKO, Glostrup, Ddnemark

Normal goat serum Vector laboratories Inc., Burlingame, CA, 94010
Vectastain ABC kit Vector laboratories Inc., Burlingame, CA, 94010
Alkaline phosphatase Substrate Kit | Vector laboratories Inc., Burlingame, CA, 94010
Mayer's Hamalaun Losung Applichem, Darmstadt

Histogel Linaris, Bettingen am Main

Puffer:

3,7% Formaldehyd in 1xPBS

1xPBS + 0,2% TritonX-100

1xPBS + 0,1% TritonX-100

1xPBS + 0,1% TritonX-100 + 0,5% Milchpulver
100mM Tris-HCI, pH 8,5

Methode

Fiir die Herstellung der Zytospins wird zunéchst die Zellkonzentration gemessen. Auf jeden

Objekttriger sollen 1 x 10° Zellen aufgetragen werden. Dementsprechend werden Volumina
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gewdhlt und schlieBlich die Zellen fiir 3 min bei 1500rpm in die Zytospin-Kammer
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und schlieBlich die Kammer in die Zentrifuge
gesetzt. Kurz vor der eigentlichen Zentrifugation wird der Ring und Aufsatz abgenommen.
Die Zentrifugation der Zellen auf die Objekttriger erfolgt schlieBlich fiir 1min bei 3000rpm.
Die Zellen werden in 3,7% Formaldehyd (in 1xPBS) fiir 15 min bei 4°C fixiert. Die Zytospins
kénnen nun auch fiir lingere Zeit bei —20°C gelagert werden.

Fir eine Immunzytochemie werden die Objekttriger zundchst kurz unter dem Abzug
getrocknet und anschlieend fiir 4min in 1xPBS gewaschen. Die Zytospins konnen dann
optional fiir 5 min mit 1% SDS behandelt werden. Bei Antikorper, die vorwiegend ihr Target-
Protein im denaturierten Zustand erkennen, ist die SDS-Behandlung von Vorteil.

Die Zytospin werden fiir weitere 2 min in 1xPBS/0,2% TritonX-100 inkubiert um die Zellen
zu permeabilisieren. Weiter werden sie fiir jeweils 4min in 1xPBS gewaschen. Zur
Blockierung von unspezifischen Bindungen werden die Zellen mit 5% Normal goat serum fiir
20min inkubiert. AnschlieBend beginnt die Inkubation mit dem Primér-Antikérper in
angemessener Konzentration, die {iber Nacht bei 4°C oder auch nur 1h bei RT dauern kann.
Die Objekttrager werden nun einmal mit 1xPBS/0,1% TritonX-100 und einmal mit
1xPBS/0,1% TritonX-100/0,5% Milch fiir jeweils Smin gewaschen. Die Inkubation mit dem
biotinylierten Sekundir-Antikorper mit einer Konzentration von 1:1000 erfolgt fiir 30min bei
RT. Der Waschgang entspricht dem nach der Inkubation mit dem Primér-Antikorper.
SchlieBlich wird das ABC-Reagenz fiir 30min zugegeben, das eine 2 Stunde zuvor angesetzt
worden ist. Das Reagenz beinhaltet Avidin sowie biotinylierte Meerrettich-Peroxidase H, die
einen Komplex bilden und an den Sekundir-Antikorper binden.

Die Objekttriger werden dreimal mit 1xPBS fiir Smin gewaschen und kurz mit 100mM
Tris/HCI, pH 8,5 gespiilt.

Die Farbreaktion erfolgt durch Zugabe des AP-Substrats bei RT im Dunkeln fiir 20 min.
Erscheint die Farbung stark genug, werden die Objekttriger mit 1xPBS gespiilt und dreimal
mit MQ-H,O fiir 2min jeweils gewaschen. Mit Himalaun-Inkubation wird die DNA in den
Kernen angefirbt, das eine Erleichterung ist bei der Untersuchung der Zellen im

Lichtmikroskop. Eingedeckelt werden schlieflich die Zellen mit Histogel.
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2.7. Immunprizipitation

Material

Gerate:

Uberkopfrotor, Model 34528 Snijders Scientific, Tilburg, Holland
Optima™ TL Ultrazentrifuge Beckman, Fullerton, CA, USA
Rotor TLA120.2 Beckman, Fullerton, CA, USA

Verbrauchsmaterial:

Protein A-Agarose beads Roche Diagnostics, Penzberg
Complete Mini, EDTA-free Roche Diagnostics, Penzberg
Losungen/Puffer:

100mM Tris/HCI, pH 8,0

100mM Tris/HCI 0,5M NacCl, pH 8,0

100mM Natrium-Boratpuffer, pH 9,0

20mM Dimethylpimelimidate (bei 10ml, 0,05g)

200mM Ethanolamin

100mM Glycinpuffer, pH 2,5-3

Tris Base, pH 8

Immunprézipitationspuffer:

50mM Tris/HCL, pH 7,5
120mM NaCl

0,1% Tween-20

ImM EDTA, pH 8,0
0,25% Gelatine

0,02% Natriumacid

und bei einem Volumen von 50ml 1 Proteinase-Inhibitortablette (Complete Mini, EDTA-frei)

Solubilisierungspuffer:

20mM Tris/HCIL, pH 7,5
120mM NaCl

0,1% Tween-20

ImM EDTA, pH 8,0
0,25% Gelatine

0,02% Natriumacid

und bei einem Volumen von 50ml 1 Proteinase-Inhibitortablette (Complete Mini, EDTA-frei)

Methode

Kopplung der Antikérper aus dem Serum mit den Protein A-Agarose beads

Die Beads werden zunidchst dreimal fiir je 15min mit 100mM Tris/HCl bei RT im

Uberkopfrotor gewaschen und fiir 5min bei 2000rpm abzentrifugiert. AnschlieBend werden
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die Beads mit 100mM Tris/HCI, 0,5M NaCl, pH 8 fiir 10min bei RT im Uberkopfrotor
gewaschen und wiederum fiir Smin bei 2000rpm abzentrifugiert. Bevor das Serum zugegeben
wird, sollte der pH-Wert auf 8 getestet werden, da die Bindung im leicht alkalischen Bereich
stattfindet. 1ml Protein A-Agarose bindet 10 bis 20mg pures IgG, das einem Volumen von
ungefihr 2ml Serum entspricht. Die Inkubation wird bei RT auf dem Uberkopfrotor
durchgefiihrt und sollte 2h dauern. Die ungebundenen Antikérper und auch andere
Serumproteine werden durch eine Zentrifugation fiir Smin bei 2000rpm abgetrennt und
konnen zur Kontrolle autbewahrt werden. Die nun mit Antikorper gekoppelten Beads werden
schlieBlich fiinfmal fiir Smin mit 100mM Natrium-Boratpuffer, pH 9,0 gewaschen und danach
mit 100mM Natrium-Boratpuffer, pH 9,0 und 20mM Dimethylpimelimidate fiir 30min
inkubiert. Dimethylpimelimidate sorgt fiir eine Festigung der Bindung/Vernetzen von
Antikorper an Protein A (Crosslinking). AnschlieBend werden die Beads zweimal fiir je 2min
mit 200mM Ethanolamin gewaschen und noch fiir weitere 2h inkubiert. Ethanolamin stoppt
den Kreuzvernetzungsprozess. Um unspezifische Bindungen zu 16sen konnen die Beads nun
optional mit 100mM Glycinpuffer, pH 3,0 gewaschen werden. Zum Schlufl werden die
Antikorper gekoppelten Protein A-Agarose Beads mit dem Puffer dquilibriert, der auch fiir
die Immunprézipation verwendet wird. Die Beads kdnnen aber auch bei einer ldngeren

Lagerung in 1xPBS aufgenommen und bei 4°C gelagert werden.

Immunprézipitation (1P)

Um eine Vereinzelung der Proteine aus der Membran zu erreichen, kann das
Oberflachenpriparat zuvor solubilisiert werden. Dafiir wird es mit dem Solubilisierungspuffer
in einem Uberschuss versetzt, das 0,1% Tween-20 enthilt, und fir 2h bei 4°C im
Uberkopfrotor inkubiert. Das Abzentrifugieren der nicht solubilisierten Proteine erfolgt bei
50.000rpm fiir 45min bei 4°C im TLA120.2 Rotor. Der entstandene Uberstand ist nun
einsatzbereit fiir die IP.

Ein weiterer optionaler Schritt ist das sogenannte Vorreinigen der Proteine mit ungekoppelten
Beads. Dafiir werden 50ul Beads mit der Proteinprobe versetzt und UN bei 4°C in den
Uberkopfrotor gesetzt. AnschlieBend werden die Beads bei 13.000rpm fiir 1min
abzentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und kann nun fiir die IP verwendet werden.
Eine entsprechende Menge an Ak-gekoppelten Beads wird nun mit der Proteinprobe gemischt
und UN bei 4°C in den Uberkopfrotor gesetzt. Nach der Inkubation werden die ungebundenen

Proteine durch eine Zentrifugation fiir 7-10min bei 2000rpm abgetrennt und kdénnen zur
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Kontrolle weggefroren werden. Die Ak-gekoppelten Beads mit den gebundenen Proteinen
werden schlieBlich mit IP-Puffer dreimal fiir je 4min gewaschen.

Die anschliefende Elution, d.h. die Trennung der gebundenen Proteine von den Antikdrpern,
findet durch einen angeséduerten pH-Wert statt. Dabei werden die Beads fiir ca. 10min bei 4°C
mit einem guten Uberschuss an 100mM Glycinpuffer, pH 2,5 inkubiert. Durch zwei
Zentrifugationsschritte bei je 5000rpm fiir 15min werden schlieBlich die eluierten Proteine
von den Ak-gekoppelten Beads getrennt und kdnnen anschliefend mit Hilfe von TCA gefillt
werden.

Um aus dem Eluat eventuelle leichte und schwere Ketten der IgG-Molekiile zu entfernen,
werden die Eluate mit 500ug ungekoppelten Beads fiir 1h bei RT inkubiert und schlieBlich bei
13.000rpm fiir 2min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und entweder weiter

verarbeitet oder in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —80°C gelagert.

Identifizierung der prazipierten Proteine mit den massenspektrometrischen Analysen
MALDI-TOF und ESI-MS/MS

Alle Analysen wurden in der Abteilung ,,Zentrale Proteinanalytik® im Labor von Dr. Martina
Schnolzer des DKFZ durchgefiihrt.

Bei einer MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) und ESI-
MS/MS (Electrospray ionization-mass spectrometry) Analysen wird die Proteinprobe
zunéchst mit einer sequenz-spezifischen Protease (in diesem Fall Trypsin) verdaut und die
entstehenden Peptide extrahiert. Diese werden anschlieBend auf eine kristallinen Licht-
absorbierenden Matrix beladen und ionisiert. Die Ionisierung erfolgt mit kurzen
Laserimpulsen. Um nun die Masse der entstandenen lonen bestimmen zu konnen, werden sie
in einem elektrischen Feld {iber eine bestimmte Distanz hinweg in Richtung eines Detektors
beschleunigt. Die Zeit, die das Ion fiir die Strecke zum Detektor benétigt, hidngt dabei von
seinem jeweiligen Masse/Ladungsverhéltnis ab. Mit Ermittlung der Masse aller Peptide des
verdauten Proteins entsteht ein einzigartiges Profil, das schlieBlich in Protein-
Datenbankenanalysen fiir seine Identifizierung verwendet werden kann.

Anders als bei MALDI-TOF Analysen wird bei ESI-MS/MS Analysen ein kontinuierlicher
Ionenflul generiert, in dem die Peptide im I6slichen Zustand aus einer Kapillarnadel
ausgestoBen werden, die unter hoher elektrischer Spannung steht. ESI-MS/MS-Analysen
gehen auBlerdem tiber die Bestimmung der Peptidmasse hinaus. Ein spezifisches Peptid wird
ausgewdhlt und durch die sogenannte Kollisions-induzierte Dissoziation (CID, collision-

induced dissociation) fragmentiert. Mit Ermittlung des Masse/Ladungs-Verhiltnisses der
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Fragmente kann die Sequenz des Peptides ermittelt werden. Der Vorteil gegeniiber dem
MALDI-TOF liegt in dieser weiteren Analyse. Denn auf diese Weise konnen mehrere Peptide
aus einem Proteinmix identifiziert werden, so dass hier nicht nur das prominenteste Protein,

sondern auch Proteine mit geringeren Mengen identifiziert wurden.

2.8. SEREX (Serological identification of antigens by recombinant
expressed cloning)

Material

Gerate:

Brutschrank bei 37°C Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold

Brutschrank bei 40°C Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold

PCR-Gerit s. Material und Methoden ,,RNA-Isolierung,...*

Agarosegel-Apparatur s. Material und Methoden ,,RNA-Isolierung,...*

Verbrauchsmaterial:

Platten, 145/20mm Greiner BioOne GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

Nitrocellulose Blotting Membranes, 0,45um Sartorius AG, Gottingen

Protran Nitrocellulose Transfer Membrane, 0,45um Schleicher&Schill, Dassel

Matrix Affinity Adsorbant, Glutardialdehyde activated =~ Roche Diagnostics, Mannheim

Bakterienstamme:

XL1-Blue MRF’ Stratagene, La Jolla, CA, USA
Tetrazyklin resistent, SupE44 Mutation, F’ Episom mit AM15 lacZ Gen, Gene fiir F’
Pilibildung, lac Repressor

SOLR Stratagene, La Jolla, CA, USA
Kanamycin resistent, nichtsuppressiver Stamm

Phagen:

SeAx cDNA Phagenbank hergestellt von Dr. Tanja Hartmann, cDNA Inserts in pBluescript®
SK-Phagemid verpackt in AZAPII-Vektor Stratagene, La Jolla, CA, USA
ExAssist™ Helper Phage Stratagene, La Jolla, CA, USA

Enthilt eine amber mutation
Ldsungen:

Maltose-Stamm (10%)
Maltose: 10 g in 100 ml; autoklavieren (oder sterilfiltrieren)
Maltose Gebrauchslosung: 1 ml in 50 ml (=> 0.2% final)
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MgSO4-Stamm (0,2 M)
MgSO,4 x 7TH,0: 4.92 g in 100 ml; autoklavieren
Gebrauchslésung: 1:20 verdiinnen; ansonsten als Zusatz

10% Natriumacid

0,5M IPTG - sterilfiltrieren, portionieren (1 ml), bei -20°C lagern

Medien:
NZY-broth:
NaCl S5¢g
Bacto Yeast Sg

NZ Amine  10g
mit H,O auffiillen, pH 7,5, autklavieren

NZY-Agar:
NZY-broth
1,5% Agar - autoklavieren

NZY-Top-Agar:
NZY-broth
0,7% Agarose = autoklavieren

LB-Medium:

Bacto Trypon 10g

Bacto Yeast S5g

NaCl 10g

- mit 11 dH,0 auffiillen, pH 7,0, autoklavieren

LB-Agar
Pro 500ml LB-Medium = 7.5 g Agar, autoklavieren

LB-Agar mit Antibiotika:

1,5% Agar—> auf 50°C abkiihlen, dann Antibiotikum dazugeben (Menge fiir 500 ml):

Stamm-Konz final endverduinnt

Tetracyclin 5 mg/ml 5 ng/ml

Ampicillin =~ 100 mg/ml 150 pg/ml

Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml

—> Platten giefen; aufbewahren bei 4°C, vor Benutzung auf 37°C

LB-komplett:
0,04M MgSO4
2,5% Maltose
LB-Medium

Puffer:
SM-Puffer:

5,8g NaCl
2g MgSO4x7H,0
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50ml 1M Tris-HCl
S5ml 2% Gelatine
auf 11 dH,O, autoklavieren

Verdiinnungslosung:
0,2%  Milchpulver
0,025% Natriumacid
Ix TBS

10xTBS, pH 7,5:

150mM NaCl

50mM Trizma base

- ad 11 dH,0, mit HCI1 auf pH 7,5

10x TBST /0,5%Tween-20:
5 ml Tween-20 in 11 10xTBS
IM Tris HCL, pH 7,5

50mM Tris pH 3,0

Blockierungslosung:
1xTBS/5%Milchpulver

Entwicklungslésungen:

10xCDS:

100mM Tris, pH9,5
S5mM MgClz-6H20
100mM NaCl

2> pH9,5

NBT-Stamm:

500 mg NBT (4°C) in 10 ml 70% DMF l6sen
- portionieren und bei 4°C und lichtgeschiitzt aufbewahren

BCIP-Stamm:
250 mg BCIP (- 20°C) in 5 ml 100% DMF l6sen
—> portionieren und bei -20°C aufbewahren

Entwicklerlosung:
0,2% NBT

0,1% BCIP

Ix CDS

Weiteres Zubehor:
a-Kaninchen, polyklonal, Ziege, mit AP-gekoppelt

QIAprep Spin Miniprep Kit

Santa Cruz Inc., Heidelberg

Qiagen GmbH, Hilden
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Restriktionsenzyme Smal, Kpnl BD Biosciences
Pharmingen, Heidelberg

One-phor-all buffer plus Amersham Pharmacia
Biotec Braunschweig

Tetrazyklin, Ampicillin, Kanamycin Sigma Aldrich, Steinheim

Sequenzier-PCR:

Primer T3 5’-cac aca gga aac agc tat gac cat g -3’(hausintern)
Primer T7 5’-gta aaa cga cgg cca gtg-3’ (hausintern)
Methode

Herstellung der SeAx cDNA Phagenbank

Die Phagenbank wurde von Dr. Tanja Hartmann als Teil ihrer Diplomarbeit hergestellt. Die
isolierte mRNA der SeAx Zelllinie wurde zunidchst in ¢cDNA umgeschrieben und der
komplementire Zweitstrang synthetisiert. Anschlieend erfolgte die Insertion in den ZAPII
Vektor der Firma Stratagene. Genauer wurden die cDNA Stiicke in die Polylinkerregion des
Phagemids pBluescript II SK (-) eingebaut, die Schnittstellen fiir mehrere Restriktionsenzyme
aufweist. Zusétzlich ist sie von je einem T7- und einem T3-RNA-Polymerase Promotor
flankiert und liegt im 5’-kodierenden Bereich des lacZ-Gens ohne das Leseraster zu
verandern. Kommt es nun zu einem Einbau von Fremd-DNA Fragmenten wird die Synthese
von (-Galactosidase unterbrochen. Somit konnen Bakterien mit B-Galactosidase Aktivitit von
solchen ohne eine Aktivitit unterschieden werden, in dem sie auf einem Néhragar kultiviert
werden, dem IPTG und X-Gal zugesetzt sind (Blau/WeiB3-Selektion). Desweiteren enthélt der
pBluescript-Phagemid ein Gen fiir Ampicillin-Resistenz, das ebenfalls fiir die Selektion
wichtig ist, und einen f1 (-) Origin, der beim Ausschneiden des Phagemiden aus dem AZAPII-
Vektor entscheidend ist (siehe .3. Ausschneiden der cDNA in diesem Kapitel).

1) Praabsorption des Kaninchen Antiserums
Zundchst wird das Serum mit der Verdiinnungsldsung 1:10 vorverdiinnt und priaabsorbiert,
d.h. von Antikérpern gegen bakterielle oder Bakteriophagen-Proteine gereinigt. Die

Praabsorption beginnt mit der sog. mechanischen Séule.

1a) Herstellung einer mechanische Saule
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Das Pellet (ZF 3500 x g, 15 min) einer UN-XL 1 Blue Kultur (50ml) wird in 5 ml PBS geldst, achtmal
fiir 8 sec sonifiziert auf Eis und in ein mit 2g Matrix vorgelegtem 50ml-Falconréhrchen {iberfiihrt. Die
Inkubation erfolgt UN in einem Uberkopfrotor bei 4°C. Am nichsten Tag wird die
Bakteriensuspension durch Stehenlassen der Siule fiir Imin von der Matrix getrennt und vorsichtig
abdekantiert. Die Sdulen werden schlieflich mit 1xTBS/0,1%Natriumacid gewaschen. Die Siulen
konnen fiir eine langere Zeit bei 4°C gelagert werden.

Das vorverdiinnte Serum mit einem Volumen von 20ml wird auf die Siule gegeben und UN
oder fiir mind. 8h bei 4°C im Uberkopfrotor inkubiert. Am nichsten Tag wird die Siule kurz
stehen gelassen, so dass sich die Matrix vom Uberstand trennt. Der Uberstand wird auf eine
neue mechanische Sédule gegeben. Zur Reinigung der verwendeten mechanischen Sdule wird
sie anschlieBend dreimal fiir /2 Stunde mit 5S0mM Tris-HCl, pH 3 gewaschen, spiter mit
1xTBS/0,025%Natriumacid gewaschen. Sie kann spidter wieder benutzt werden (jedoch
sollten nicht mehr als 6ml pures Serum pro 2g Matrix eingesetzt werden).

Nach der zweiten mechanischen Sdule wird das Serum nun mit lytischen Saulen

préabsorbiert.

1b) Herstellung einer lytischen S&ule

XL 1 MRF Bakterien werden in 50 ml LB-Maltose inkubiert, bis sie eine ODgy=0.5 erreichen,
anschliefend pelletiert und in 2 ml 0,01 M MgSO, aufgenommen > Pellet (aufbewahren bei 4°C).
AnschlieBend wird ein kleiner Teil des Pellets mit dem ,,blauen Phagen* (leerer Lambda-Vektor) fiir
4h bei 37°C inkubiert.

Fiir eine Séule:

LB S ml
Maltose 100 pl
MRF-Pellet 200 pl
blauer Phage 500 pl

Spéter wird der Rest des Pellets zugegeben und fiir weitere 2h bei 37°C geschiittelt. AnschlieBend
wird die Bakteriensuspension achtmal fiir je 8sec auf Eis sonifiziert und in ein mit 2g Matrix
vorgelegtes 50ml-Falconrdhrchen iiberfiihrt. Die Inkubation erfolgt 4h bei RT oder UN bei 4°C in
einem Uberkopfrotor. Danach wird die Bakteriensuspension vorsichtig abdekantiert und die Siule
gewaschen mit 100 ml 1xTBS/0.1% Natriumacid. Die Séule kann bei 4°C gelagert werden.

Das bereits mit mechanischen Sdulen prdabsorbierte, vorverdiinnte Serum wird auf die
lytische Saule gegeben und die Praabsorption erfolgt wie bei den mechanischen Saulen nach
gleicher Prozedur. Die verwendeten Sdulen konnen wie die mechanischen Sdulen gewaschen

und wieder verwendet werden. AnschlieBend folgt die Praabsorption mit lytischen Folien.

1c) Herstellung von lytischen Folien

Eine entsprechende Konzentration des blauen Phagen wird mit 600 ul MRF, ODgy=0.5 gemixt und
fiir 15min bei 37°C inkubiert. Anschlieend wird die Suspension mit Top-Agar vesetzt und auf eine
Agarplatte verteilt, so dass die Platte gleichmiBig von der Top-Agar-Bakteriensuspension bedeckt ist.
Die Transfektion erfolgt nun UN bei 37°C. Am nichsten Tag werden {iberwachsene Platte mit einem
passenden Stiick Nitrocellulose liberdeckt und fiir 3-4h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird die
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Nitrocellulose vorsichtig von der Platte abzogen und zum Trocknen auf Whatman-Papier gelegt. Die
Folien kdnnen auch fiir einige Tage bei RT trocken und lichtgeschiitzt gelagert werden.

Die vorverdiinnten Seren werden nun auf die mit 1xXTBS angefeuchteten lytischen Folien
gegeben und fiir min. 8h oder UN bei 4°C auf einem Schiittler inkubiert. Diese Prozedur wird

viermal durchgefiihrt. Im Gegensatz zu den Sdulen sind die Folien nicht wieder verwendbar.

Insgesamt werden zur Praabsorption von 2ml Serum 2 mechanische Séulen, 2 lytische Sdulen
und 4 lytische Folien verwendet.

Um zu testen, ob die Prdabsorption ausreichend war, wird ein entsprechendes Volumen des
vorverdiinnten Serum endverdiinnt und ein Testlauf durchgefiihrt. Ist der Hintergrund noch zu
stark, wird das vorverdiinnte Serum mit weiteren lytischen Folien pridabsorbiert. Sieht die
getestete Folie jedoch sauber aus, wird das komplette vorverdiinnte Serum 1:10 oder nur 1:5

endverdunnt.

2) Transfektion und SEREX

Zunichst wird eine XL1 Blue MRF Kulturplatte (LB-Platte mit Tetrazyklin) angesetzt, eine
einzelne Kolonie gepickt, in 50 ml LB-Maltose-MgSOQOy tiberfiihrt und in einen 37°C-Schiittler
UN zum Wachsen gesetzt. Am nichsten Tag werden davon 200 pl mit 50ml LB-Maltose-
MgSO, versetzt und in 37°C geschiittelt bis die Bakteriensuspension eine ODgyy von 0.5

erreicht hat. Die Kultur kann nun bei 4°C fiir eine Woche aufbewahrt und verwendet werden.

Fiir die Transfektion werden zunéchst Petrischalen mit NZY-Agar zum Vorwérmen in den
37°C Inkubator gestellt. Fiir einen Ansatz von 20 groflen Petrischalen werden 3ml (d.h. pro
Platte 600ul) der MRF-Kultur ODgp=0,5 mit einer entsprechenden Menge der Phagenbank
(die zuvor austitriert worden ist) versetzt und fiir 15min bei 37°C inkubiert. Bereits zuvor ist
eine Flasche mit NZY-Top-Agar in der Mikrowelle vorsichtig aufgekocht und im 50°C-
Wasserbad fliissig gehalten worden. Wahrend der Inkubationszeit wird das Top-Agar auf ca.
37°C abgekiihlt. Nach den 15min wird der Transfektionsansatz mit Top-Agar (pro Platte 7-
8ml) und IPTG (0,5mM) versetzt, vorsichtig vermischt und gleich in die Schale gegossen, so
dass sich der Agar gleichmiBig verteilt. Bis der Agar sich verfestigt hat, werden sie bei RT
stehengelassen und anschlieBend iiber Kopf UN in den 37°C Brutschrank gestellt. Am
nichsten Tag sollten gleichméBig und dicht Phagenplaques in der Schale zu sehen sein. Ist
dies der Fall wird eine zurechtgeschnittene Nitrocellulosemembran aufgelegt und mit 3

Lochern markiert. Der Transfer der Proteine aus dem Agar in die Membran erfolgt in 3-4h bei
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37°C. AnschlieBend wird die Folie vorsichtig abgezogen, so dass das Top-Agar sich nicht
16st. Sollte sich der Top-Agar mitablosen, werden die Agarreste mit auf links getragenen
Handschuhe vorsichtig von der Folie abgestreift. Die Folien werden anschlieBend dreimal mit
IXTBST in einer Glasschale auf einem Schiittler gewaschen. Um unspezifische
Antikorperbindungen zu vermeiden, werden die Folien in Blockierungslésung fiir 1h bei RT
inkubiert. Der nachfolgende dreimalige Waschgang wird dieses Mal mit 1xTBS je 10min
durchgefiihrt.

Die Inkubation der Blots mit dem endverdiinnten Serum erfolgt schlieBlich UN bei 4°C. Fiir
eine grofle Folie werden dabei ca. 20ml Serum bendtigt. Am nichsten Tag wird das Serum
vorsichtig von den Folien abdekantiert, so dass mdglichst kein grofler Verlust entsteht. Das
Serum wird bei 4°C aufbewahrt. Die Folien werden in 1xTBS gesammelt und wieder dreimal
fiir je 10min gewaschen. Anschliefend erfolgt die Inkubation der Folien mit dem
Sekundérantikdrper, in diesem Fall ein Goat-Anti-Kaninchen IgG Antikorper gekoppelt mit
einer alkalischen Phosphatase, inkubiert. Nach 1h bei RT erfolgt der gewohnte Waschgang
jedoch fiir je 15min. AnschlieBend werden die Folien zur Aquilibrierung kurz in 1xCDS, pH
9,5 gewaschen. Pro grofle Folie sollen 20ml Entwicklungslosung vorbereitet werden. Die
Substratreaktion wird fiir 2-3h bei 37°C auf einem Schiittler im Dunklen durchgefiihrt. Von
Zeit zu Zeit sollte die Entwicklung beobachtet und bei entsprechender Fiarbung gestoppt
werden. Die Folien werden schlieBlich mit Leitungswasser gewaschen. Nun erfolgt die
Auswertung mit den Platten, die in der Zwischenzeit bei 4°C gelagert wurden. Hierfiir sind
die drei Markierungspunkte wichtig, da sonst positive Phagenklone, die sich auf der Folie als
dunkel-lila Punkte auszeichnen, nicht zugeordnet werden konnten. Gibt es positive Klone
werden die zugehdrigen Plaques aus der Platte mit einer Pipettenspitze ausgeschnitten. Dabei
sollten auch einige umliegende Plaques mit ausgeschnitten werden. Positive Klone sind hier
Phagen, die eine inserierte cDNA enthalten, gegen das Antikorper des Serums reagiert haben.
Die Plaques werden schlieBlich in 500ul SM-Puffer aufgenommen und fiir ca. 1h bei 37°C
geschiittelt. Anschlieend werden die Agarstiicke bei 10 000rpm fiir 4 min abzentrifugiert und
der Uberstand in ein neues Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Nach der gleichen Prozedur wie
oben bereits beschrieben, wird eine Bestitigung durchgefiihrt. Jedoch werden kleine Platten
verwendet und die Plaquedichte sollte nicht zu hoch sein, so dass spdter das Isolieren eines
einzelnen Plaques moglich sein sollte. Fiir die Bestdtigung eines positiven Klones kommt nun
das polyklonale Ausschneiden (gleichzeitige Mitnahme von umliegenden Plaques) zugute.
Nach der Entwicklung sind namlich bei einem positiven Klon nicht alle Plaques auf der Folie

dunkel-lila geféarbt, sondern nur einige, so dass einfach zu erkennen ist, welcher der Plaques
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ein positiver Klon ist und welcher ein negativer Klon ist. Lassen sich Klone bestétigen,
werden dieses Mal die Plaques einzeln gepickt und in SM-Puffer aufgenommen. Zur Analyse

der enthaltenen cDNA, werden sie in der In vivo Excision herausgeschnitten.

3) Ausschneiden der cDNA (In vivo excision)

Zundchst werden Kulturen von MRF und von SOLR mit einer ODgo9 = 1.0 in LB komplett
(Mg*" und Maltose) aus UN-Kulturen hergestellt. Erreichen die Bakterienkulturen die
gewiinschte Dichte, werden sie abzentrifugiert bei 3500 x g fiir 15min und schlieBlich in
10mM MgSO, aufgenommen. Die SOLR-Kultur wird bis zur Verwendung bei 4°C
aufbewahrt. Allerdings sollten beide Kulturen immer frisch angesetzt und nicht ldnger als 1
Woche aufbewahrt werden. Zunéchst werden pro Klon 200ul MRF mit 250ul Phagenldsung
und 1pl Helferphage (ExAssist® Helper Phage) zusammenpipettiert, fiir 15min bei 37°C
inkubiert und spdter mit 3ml LB-Medium versetzt und fiir weitere 2-3h bei 37°C geschiittelt.
In dieser Zeit fithrt der Helferphage einen Nick-Bruch an einem der beiden Stringe am f1
Origin des pBluescript-Phagemids durch, so dass an der Stelle eine neue DNA Synthese aller
3’ liegenden Sequenzen und so auch der inserierten cDNA beginnt. Die Synthese wird
beendet bis ein Stopp-Signal erreicht wird. Ein zweites Genprodukt des Helferphagen
zirkularisiert den ausgeschnittenen einzelstringigen Phagemid.

AnschlieBend wird die Transfektionsansatz fiir 20min auf 64-70°C erhitzt und fiir 15min bei
1000 x g abzentrifugiert. Der Uberstand wird schlieflich in ein 15ml-Falconréhrchen
tiberfiihrt, mit 200ul SOLR versetzt, fiir 15min bei 37°C inkubiert und auf Ampicillin-LB-
Platten ausplattiert. Aufgrund der eingebauten Ampicillin-Resistenz im pBluescript-Phagemid
kénnen nur rekombinante Bakterien wachsen. Die Platten werden schlieBlich UN in einen
37°C Brutschrank gelegt. Am néchsten Tag werden 4 einzelne Klone gepickt und in LB-
Ampicillin-Medium UN bei 37°C hochgezogen. Am darauf folgenden Tag wird aus diesen
Kulturen die Plasmid-DNA mittels QIAprep Spin Miniprep Kit isoliert.

Um die Monoklonalitidt zu testen wird eine Spaltung durchgefiihrt. Fiir den pBluescript
werden die Restriktionsenzyme Smal und Kpnl verwendet.

Spaltungsansatz:

0,25ul Sma I (10U/pl)

0,2ul  Kpn I (10U/ul)

1,3ul  Spaltungspuffer OPA
ad 10pl mit ddH,O

Der Spaltungsansatz (3ul DNA plus 10ul Spaltungsmix) wird fiir 1 h bei 37°C inkubiert und

schlieBlich auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Nach dem Lauf wird das Gel in einem
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Ethidiumbromidbad inkubiert und schlieSlich im UV-Licht auf Monoklonalitét untersucht. Ist
ein positiver Klon monoklonal gepickt worden, kann nun mit einer der 4 Parallel-Proben
fortgefahren werden. Zur weiteren Analyse wird zunéchst die Bakterien-Konzentration
photometrisch bestimmt.

Fiir das Ansequenzieren des inserierten cDNA-Stiicks wird eine Sequenzier-PCR mit dem T3

oder T7 Primer durchgefiihrt.

HUSAR-Programme “TmHMM” und *“Psort”

Nach einer Datenbank-Analyse mit den identifizierten cDNA Sequenzen wurden die
unbekannten Proteine, iiber die in der Literatur keine Informationen iiber ihre subzelluldre
Lokalisation zu finden ist, mit den HUSAR-Programmen ,,TmHMM* und ,,Psort* analysiert.
Das Programm “TmHMM?” ist ein Algorithmus, der unter Verwendung des Markov Modells
Transmembrandoménen vorhersieht. Er wurde von Erik L.L. Sonnhammer, Gunnar von
Heijne and Anders Krogh entwickelt (Sonnhammer et al., 1998).

Das Programm “Psort” schitzt subzelluldre Lokalisierungen ein, in dem das Programm nach
bekannten Protein-Lokalisierungsignalen sucht. Das Originalprogramm wurde von Kenta
Naka geschrieben (Humanes Genomzentrum, Institut fiir medizinische Wissenschaft,

Universitédt Tokyo, Japan).

2.9. Sequenzierung von DNA

Material

Gerate
ABI Prism ™310 Genetic Analyzer Applied Biosystems, Darmstadt

Reagenzien

ABI PRISM BigDye Terminator Cycle

Sequencing Ready Reaction Kit Applied Biosystems, Darmstadt
Primer, diverse

Methode

Die Sequenzierung erfolgte nach einer Modifizierung der Dideoxy- oder auch Kettenabbruch-
Methode von F. Sanger. Die Analyse basiert auf dem Prinzip des Kettenabbruchs, der
wiéhrend der Komplementirstrang-Synthese entsteht, wenn anstatt eines Deoxynukleotids

(ANTP) ein Dideoxynukleotid (ddNTP) eingebaut wird. Jedes der vier verwendeten ddNTPs



MATERIAL UND METHODEN 353

ist mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoff markiert. Daher tragen alle Fragmente
denselben Farbstoff am Ende, deren Synthese durch den gleichen ddNTPs gestoppt wurde.
Nach Ablosen der Fragmente vom Matrizenstrang, kann nun durch Messung der
unterschiedlichen Fluoreszenz-Farben die Sequenz des synthetisierten, komplementiren
Strangs und somit auch die Sequenz des Matrizenstrangs ermittelt werden, da sich die

Fragmente nur um jeweils ein Nukleotid unterscheiden.

Sequenzier-PCR Ansatz:

Big Dye 2 oder 4pul (enthdlt Tag DNA-Polymerase, AINTP-Mix und ddNTP-Mix)
Plasmid 200-500ng

Primer (T3 oder T7) 1pul

ad 20pl mit H,O (Braun)

Das PCR-Programm:

96°C 16sec
50°C 15sec
60°C 4min

mit 25 Zyklen

Das PCR-Produkt wird zunidchst gefillt. Dafiir werden 2pl 3M Natriumacetat und 50pl
absolutes Ethanol zugegeben, kurz gevortext und fiir 10min auf Eis inkubiert. Anschlieend
erfolgt eine Zentrifugation bei 13 000rpm fiir 15-20min. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet mit 250ul 70%igem Ethanol gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 13
000rpm fiir 10 min wird das Pellet bei RT fiir 1-2h getrocknet. AnschlieBend werden 20ul
Formamid hinzupipettiert, kurz gevortext, in ein Sequenzierrdhrchen iiberfiihrt und
schlieBlich fiir 2min bei 96°C denaturiert. Die Proben werden dann sofort auf Eis gestellt und

bis zur Sequenzierung bei 4°C aufbewahrt.

2.10. Isolierung von ,,Lipid rafts*
(Detergenz-resistente Membrandominen)

Material

Gerate:

Dewar-Stickstoffbehélter KGW Isotherm, Karlsruhe

Schwingmiihle MM301 Retsch, Haan

Mahlbecher aus Teflon Retsch, Haan oder institutseigene Werkstatt
Mahlkugeln aus Wolfram spéter aus Stahl Retsch, Haan bzw. Neolab, Heidelberg
Dounce Homogenisator Wheaton Science products, Millville NJ, USA

SW41 Rotor oder auch SW40.1 Rotor Beckman Rotors, Kalifornien, USA
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Protease-Inhibitor Complete Mini,
EDTA-frei Roche Diagnostics, Penzberg

Puffer:

TKM-Puffer:

50mM Tris-HCI, pH 7,4

25mM KCl

SmM MgCl,

ImM EGTA

und 1 Proteinase-Inhibitortablette (bei einem Volumen von 50ml)

TKM-Puffer mit 73% Sukrose
TKM-Puffer mit 30% Sukrose
TKM-Puffer mit 40% Sukrose
TKM-Puffer mit 5% Sukrose

Methode

Die Isolierung wurde nach einer modifizierten Form der Methode von Ilangumaran et al.
durchgefiihrt (Ilangumaran et al., 1997). 3,5 bis 5 x 10® Zellen werden zunéchst in fliissigem
Stickstoff gefroren und in der Schwingmiihle fiir 1min bei 3000rpm pulverisiert. Im Dounce
Homogenisator wird schlieBlich das Zellpulver mit 2ml 73% Sukrose-TKM-Puffer versetzt
und mit 10 bis 12 Hiiben homogenisiert. Triton X-100 in einer Endkonzentration von 1% wird
dem Homogenisat zugegeben. Es folgt eine Inkubation flir 20min auf Eis. Mit 73%igem
Sukrose-TKM-Puffer und TKM-Puffer wird eine Konzentration von 40% Sukrose eingestellt.
Das Homogenisat wird auf zwei SW40.1 Zentrifugenréhrchen verteilt und zunédchst mit 6ml
30% Sukrose-TKM-Puffer und schlieBlich mit 3ml 5% Sukrose-TKM-Puffer iiberschichtet.
Die Gradienten werden 18-20h bei 38.000rpm (250.000 x g) und 4°C zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation werden nun 1ml-Fraktionen vorsichtig von oben abgenommen und entweder
ein Aliquot sofort zur Analyse auf ein SDS-PAGE-Gel geladen oder mit fliissigem Stickstoff
gefroren und bei —20°C gelagert.

Der iibrige Teil der Fraktionen 3, 4 und 5 des Sukrose-Gradienten, die mit ,,Lipid rafts*
angereichert sind, werden vereinigt und mit 73 %igem Sukrose-TKM-Puffer auf 50% Sukrose
erhoht. AnschlieBend werden 2ml des Gemischs erneut in ein SW40.1 Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt, zunichst mit 6ml 40%igem Sukrose-TKM-Puffer und schlieBlich mit 3ml 5%igem
Sukrose-TKM-Puffer iiberschichtet. Nach einer zweiten Zentrifugation bei 38.000rpm
(250.000 x g) und 4°C fiir 18h werden wieder Iml-Fraktionen vorsichtig von oben
abgenommen und Aliquots auf ein SDS-PAGE-Gel geladen. Zur spiteren Untersuchung kann

das Material auch wieder in fliissigem Stickstoff gefroren und bei —20°C gelagert werden.
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2.11. RNA Isolierung und reverse Transkription

Material

Geraéte:
Peltier Thermal cycler (PTC 200) Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf

Verbrauchsmaterial:
Eppendorfréhrchen 1,5ml, 0,5ml, 2ml diverse Firmen

Substanzen und Enzyme:

RNeasy Mini oder Midi Kit Qiagen GmbH, Hilden

peqGOLD TriFast Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
DNase I, RNase-frei Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
RNase-free DNase Set Qiagen GmbH, Hilden
Phenol/Chlorophorm Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Puffer:

RNA-Ladepuffer:

50% Glycerin

ImM EDTA

0,4% Bromphenolblau

4%o Ethidiumbromid

RNA-Gellaufpufter:

2,5 ml Formamid

Iml 37% Formaldehyd

0,5ml 10x MOPS

Iml DMPC H,O

10xMOPS:

400mM MOPS (3-(N-Morpholino)propane sulfonic acid)

100mM Natriumacetat

10mM EDTA, pH 8

- pH 7.0, autoklavieren und lichtgeschiitzt aufbewahren

DNase-Testpuffer:

25mM Tris-HCI, pH 7,6
50% Glycerin

-> autoklavieren

DMPC Wasser:
H,0 mit 0,1% Dimethylpyrocarbonat (DMPC) versetzen, ca. 30min bei RT inkubieren,
anschlieBend DMPC durch Autoklavieren inaktivieren
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Methode

Aus Zellen von Zelllinien oder Gewebe wird die Gesamt-RNA mittels des RNeasy Kit von
Qiagen oder mit peqGOLD TriFast isoliert. Beide Isolierungen sind nach den Protokollen der
Firmen durchgefiihrt worden. Die Isolierung mit peqGOLD TriFast erfordert allerdings eine
nachfolgende DNase-Behandlung. Dafiir wird die RNA-Probe auf 88ul mit RNase-freiem
H,0 aufgefiillt. Die DNase wird 1:10 mit DNase-Puffer verdiinnt und 2ul dieser Verdiinnung
der RNA-Probe zugegeben. Zusitzlich werden auch 10ul des DNase-Testpuffers
hinzupipettiert und die RNA-Probe fiir 10min bei 25°C inkubiert. Um DNA zu entfernen,
wird anschlieBend eine Phenol/Chlorophorm Extraktion durchgefiihrt. Dafiir wird die RNA-
Probe mit einem Volumenteil Phenol/Chlorophorm versetzt, kréftig geschiittelt und fiir Smin
bei 13.000rpm =zentrifugiert. Die entstandene, obere wissrige Phase wird vorsichtig
abgenommen und schlieBlich gefillt mit Ethanol um die RNA-Probe wieder in ein kleineres
Volumen zu bringen. Dafiir wird die Probe mit zwei Volumenteilen 96%iges Ethanol und
1/10 Volumenteil 3M Natriumacetat versetzt und fiir 60min bei -80°C inkubiert.
AnschlieBend folgt eine Zentrifugation fiir 30min bei 13 000rpm bei 4°C. Der Uberstand wird
abgenommen und das Pellet mit 70%igem Ethanol fiir 5Smin gewaschen. Nach einer weiteren
10miniitigen Zentrifugation bei 13.000rpm sollte nun vorsichtig das Ethanol abgezogen und
das Pellet fiir kurze Zeit getrocknet werden. AnschlieBend wird das Pellet in RNase-freiem

H,0 aufgenommen.

Zur Qualititskontrolle wird ein RNA-Gel hergestellt. Dazu werden 1-2 pg RNA mit 2
Volumenteilen RNA-Probenpuffer gemischt und 10 min auf 65°C erhitzt. Anschlieend wird
die Probe mit 2ul RNA Lade-Puffer in einem 1% Agarose 1x MOPS Gel bei 80 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Erscheinen im Gel die beiden signifikanten Banden der 28S
und 18S rRNA, kann davon ausgegangen werden, dass die RNA nicht degradiert ist und sie in
einer ausreichenden Menge vorhanden ist.

Mit dem iScript cDNA synthesis Kit von Bio-Rad wird nun mRNA in cDNA umzuschreiben.
Die mRNA wird von der reversen Transkriptase, eine MMLV-abgeleitete reverse
Transkriptase mit RNAse H-Aktivitét, abgelesen und in DNA umgeschrieben. Da hier keine
DNA-abhingige Polymerase vorhanden ist, wird nur einzelstringige copy-DNA (cDNA)
polymerisiert. Der RNase-Inhibitor sorgt dafiir, dass die RNA nicht degradiert wird. Man
nutzt Oligo (dT) und random Hexamer-Primer, die sich an den Poly (A)-Schwanz oder
zufdllig nach einer statistischen Haufigkeit an die RNA anlagern. Dazu heizt man den Mix 10

min lang auf 25°C auf (Anlagerungsschritt der Primer). Wéhrend der 30 min bei 42°C
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polymerisiert die RT von dem Primer aus in 5’ Richtung. Die RT wird durch 5 min
Inkubation bei 99°C inaktiviert. Die hergestellten cDNAs konnen schlieBlich bei -80°C
gelagert werden. Thre Qualitdt wird mittels einer PCR an dem Haushalts-Gen GAPDH

(Glycerin-aldehyd 3-phosphat-Dehydrogenase) gepriift.

2.12. Klassische PCR

Material

Gerat:
Peltier Thermal cycler (PTC 200)

Substanzen und Puffer:

peqGOLD dNTP-Mix ,Long Range' (40uM)
Biotherm Taq Polymerase (5U/ul)

10x Biotherm Puffer

100% DMSO

Aqua ad iniectabilia Braun

Primer (25uM)
GAPDH forward
GAPDH reverse
DNA-Leiter, 1kb
Agarose

Puffer:

50xTAE-Puffer (Gellauf):
40mM Tris-HCI
10mM Natriumacetat
ImM EDTA, pH 7,8

DNA-Loading Buffer:

100mM EDTA, pH 8,0
0,1% Bromphenolblau
1% SDS

50% Glycerin

Methode

Biozym Diagnostik GmbH, Hess.
Oldendorf

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
NatuTec GmbH, Frankfurt a/M

NatuTec GmbH, Frankfurt a/M

Merck Biosciences, Darmstadt

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

hausintern hergestellt (Abt. V280)

gtt tac atg ttc caa tat gat tcc ac

tca tat ttg gca ggt ttt tct aga c

GeneCraft, Liidinghausen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dieser Ansatz gilt auch als allgemeiner PCR-Ansatz, der wéhrend der Arbeit verwendet

worden ist, allerdings variiert die Annealingtemperatur und die Zyklenzahl. Die PCR-

Produkte werden mit DNA Loadingbuffer versetzt und auf ein 1%iges Agarosegel mit TAE-
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Puffer aufgetragen und zur Visualisierung fiir einige Minuten in ein Ethidiumbromid-Bad
gelegt. Im UV-Licht kdnnen schlieBlich die Banden mittels der ebenfalls aufgetragenen DNA-

Leiter untersucht werden.

PCR-Ansatz:

Biotherm Puffer 2,5ul (1x)

DMSO 2,5ul (10%)

Taq polymerase 0,5ul (2,50)

dNTP-Mix 0,5ul  (0,8uM)

Reverse Primer Iul  (1puM)

Forward Primer Iul  (1uM)

Template Iul  (sollte ungefdhr 10ng betragen)
ad H20 25 ],Ll

PCR-Programm (z.B. GAPDH mit einer Annealingtemperatur von 57°C und einem PCR-
Produkt von 638bp):

95°C 95°C
72°C 72°C
57°C | | |
5min 30 sec | .
30 sec 10 min 4°C
30 sec
store
35 Zyklen

2.13. Quantitative Real-time PCR

Material

Gerate und andere Materialien:
iCycler iQ™ Real-Time PCR Detection System  Bio-Rad Lab., Miinchen

ABgene Thermo-Fast 96, semi-skirted ABgene House, Surrey, GB
Optical Tape Bio-Rad Lab., Miinchen
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden
Software fu die Auswertung der Messungen:

Optical System Software, Version 1.0 Bio-Rad Lab., Miinchen
Reagenzien:

ABsolute™ QPCR SYBR®™ Green Mix ABgene House, Surrey, GB
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Primer (hergestellt in der Abteilung V280)

Transkript (Lénge) Forward/reverse | Sequenz (5°-3’) mit Bindestelle
MTS5-MMP (4312bp) for 3647 - att agc tca cac ctg tcc act ¢ - 3668
rev 3752- gca agt aac aac ctc tct gtg ¢ -3731
Integrin o (3567bp) for 3141- ggg aaa atg gaa agt gga aaa g -3162
rev 3282- caa tta ctc ttg gat ttg gc -3263
hZimp10 (7041bp) for 3805- acc acc cac cac aga aaa gc -3823
rev 3960- acc ccc tct caa aca cag ac -3941
FOXM1 (2544bp) for 1697- caa aag tag cag tca cac cc -1716
rev 1802- ctt tgt tgt tcc cac cct tc -1783
HMBS (1526bp) for 170- ggc aat gcg get gea a -185-
rev 283- ggg tac cca cgc gaa tcac -215
Methode

Im hier verwendeten Real-time Detektionssystem wird die PCR-Produktzunahme durch den
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green I bei 520nm gemessen. Da es sich hier
allerdings um einen Fluorophor handelt, der unspezifisch in Doppelstrang-DNA interkaliert,
ist es von groBBer Wichtigkeit, dass Primerdimere ausgeschlossen werden konnen. Die
Analyse auf eventuelle Primerdimer-Bildung erfolgt mit Hilfe einer Schmelzkurve.
Primerdimere weisen dabei einen niedrigeren Schmelzpunkt auf als die groBeren PCR-
Produkte. Die daraus abgeleitete Darstellung der Temperaturabhingigkeit der Fluoreszenz-
Verdanderung ergibt einen Kurvenverlauf, in dem das spezifische PCR-Produkt von den
Primerdimeren unterscheidbar wird. AuBlerdem werden die Primer mittels Ansequenzieren
des PCR-Produktes auf ihre Spezifitdt gepriift (siche Material und Methoden, Kapitel 2.9.).

Um eine Quantifizierung der unbekannten Proben vorzunehmen, werden Standardreihen mit
bekannter Kopienzahl verwendet. Dafiir wird eine klassische PCR durchgefiihrt und das PCR-
Produkt mit einem Agarosegel aufgetrennt. Die spezifische Bande wurde aus dem Gel

ausgeschnitten und das PCR-Produkt mit dem Gelextraktion-Kit aufgereinigt (siche Anleitung
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des Kits). Anhand der photometrisch ermittelten DNA-Konzentration wurde schlieflich die
Molekiilzahl errechnet:
Cs = _Cu X Na

N x My

Cs: Konzentration der Zielmolekiile (pl'l)

Cw: Konzentration (ng/ul)

Na: Avogadrozahl 6,23 x 10% X 10”/nmol

N: Anzahl der Nukleotide

Mn: Molgewicht eines Basenpaars = 649,5ng/nmol

Die Messung der PCR-Produktmengen beruht darauf, ein Fluoreszenzschwellenwert zu
berechnen (Threshold), der sich aus der Schwankungsbreite der Basisfluoreszenz wihrend der
ersten PCR-Zyklen (keine PCR-Produktbildung) errechnet. Aus den Threshold-Zyklen der
Standardproben wird schlieBlich eine Kurve erstellt. Da die Molekiilzahl in den
Standardproben bekannt ist, kann mit dieser Kurve auch die Molekiilzahl in den unbekannten

Proben ermittelt werden.

Proben mit definierter Konzentration an Kopien als Standardproben:
MT5-MMP: 9,6 x 10%; 9,6 x 10*; 9,6 x 10%; 9,6 x 10% 9,6 x 10’
ITGA4: 2,5x10%2,5x 10%2,5x 10%2,5x 10%; 2,5 x 10°
hZimpl0:  2,2x10%22x10%2,2x10%2,2x10"; 2,2 x 10° bzw.
55x10% 1,1 x 10% 2,2 x 10 2,2 x 10°; 2,2 x 10° in der zweiten Messung

FoxMI: 8,7 x 10°: 8,7 x 10*; 8,7x 10°; 8,7 x 10°%; 8,7 x 18’ bzw.
8,7x 101; 8,7x 102; 8,7x 103; 8,7x 104; 8,7 x 18° in der zweiten Messung
HMBS: 6x 10° 6 x 10* 6 x 10°; 6 x 10% 6 x 10’

Zusitzlich ist es notwendig, dass die Transkriptmenge eines sogenannten Haushaltsgens
ermittelt wird, von dem man ausgeht, dass es in allen Proben in konstanter Zahl pro Zelle
vorliegt. In diesem Fall ist das niedrig exprimierte Enzym Hydroxymethyl-Bilane Synthase
(HMBS) ausgesucht worden. Mit Hilfe der ermittelten HMBS cDNA-Menge konnen die
einzelnen cDNA-Proben miteinander verglichen und so auch die ermittelten
Transkriptmengen in entsprechender Relation zueinander gesetzt werden.

Insgesamt wurden von allen cDNA Proben zweimal Dreifachmessungen durchgefiihrt.

Real-time PCR Ansatz:

SYBR Green Mix (2x) 25ul

Template (cDNA) lul  <500ng
Primer forward lul  70nmol
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Primer reverse Iul  70nmol
HzO ad 50}11

Das PCR-Programm:

Enzymaktivierung  95°C 15min
Denaturierung 95°C 30sec
Annealing S.u. 30sec (| 40 Zyklen
Extension 72°C 60sec
Schmelzkurve 95°C Imin

60°C Imin

60°C-95°C  10sec
in 0,5°C-Schritten steigend, 80 Zyklen

Die Annealing-Temperatur betrug fiir:

MT5-MMP mit einem PCR-Produkt von 106bp - 66°C
Integrin a4 mit einem PCR-Produkt von 142bp -2 59°C
FOXM1 mit einem PCR-Produkt von 106bp - 62°C
hZimp10 mit einem PCR-Produkt von 156bp - 60°C
HMBS mit einem PCR-Produkt von 75bp - 64°C

Errechnung der Werte:

Von jeweils beiden Dreifach-Messungen wurden die ermittelten Kopiezahlen der
interessanten Gene durch die Kopiezahlen des HMBS dividiert und daraus die

Standardabweichung errechnet.

2.14. Gewinnung von mononukleiaren Zellen des peripheren Bluts

Material

Ldsungen:

1xPBS Biochrom KG, Berlin
Ficoll Typ 400 Pharmacia, Freiburg
Gerate:

Sorvall RT7 Zentrifuge Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold

Zur Isolierung von PBMC wurden Bufty-Coats von gesunden Spendern aus der Blutbank in
Mannheim verwendet. Ein Buffy Coat ist die Zellschicht aus Leukozyten und Thrombozyten,
die durch Zentrifugation bei 2.800rpm fiir 20min bei RT von Vollblut (meistens 500ml)

entsteht (daher auch Leukoytenfilm genannt). Sie trennt dabei die Plasmaschicht im oberen
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Bereich von den pelletierten Erythrozyten. Nach Abpipettieren des Buffy Coats erfolgt die
Gewinnung von PBMC durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation iiber Ficoll-Trennlésung
nach der Methode von (Boyum, 1976). Da die Dichte von Ficoll mit 1,077 g/ml identisch ist
wie die von Lymphozyten und Monozyten, werden diese durch Zentrifugation in der
Interphase angereichert und dort als weiller Ring sichtbar. 2 Teile PBS wurden mit 1 Teil
Buffy coat gemischt. Damit wurden nun vorsichtig 15 ml Ficoll iiberschichtet und fiir 20 min
bei 1.200rpm bei RT zentrifugiert. Die Zellen waren nun in mehrere Schichten aufgetrennt:
von unten nach oben befanden sich die Erythrozyten, Ficoll, eine weille diinne Schicht mit
den PBMC und dariiber die Granulozyten und Thrombozyten. Die PBMC-Schicht wurde mit
der Pipette abgesaugt und in 50 ml PBS aufgenommen. Durch zweimaliges Zentrifugieren
(10min, 1200rpm, RT) und Zugabe von 50ml PBS wurden die Zellen gewaschen. So konnten
aus 500ml Vollblut 5-9 x 10° PBMC gewonnen werden. Die PBMC wurden bis zur weiteren
Verarbeitung als Pellet bei —80°C aufbewahrt.

2.15. Isolierung von CD4+ T-Zellen aus PBMC

Material

MACS CD4 MicroBeads, human Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
MACS MS Separation columns Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Puffer:

1x PBS, autoklaviert
0,5% BSA

2mM EDTA

- pH7,2, bei 4°C lagern

Zellen: CD14 depletierte PBMCs, 1 x 107 pro 20ul Microbeads und MS Siule

Methode

Die  Isolierung  wurde nach dem  Protokoll der Firma  durchgefiihrt.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Uber eine Plasmamembran-Anreicherung wurde ein
Oberflichenpriparat der kutanen T-Zell Lymphomlinie HuT78
hergestellt, das als Antigengemisch dienen sollte

Fiir die Identifizierung von plasmamembranstindigen Proteinen des kutanen T-Zell
Lymphoms sollten zwei immunologische Methoden eingesetzt werden. Dafiir war die
Herstellung von Antiseren erforderlich, die gegen Oberflachen-Strukturen von CTCL-Zellen
gerichtet sind. Um solche reaktiven Antiseren zu gewinnen, wurde zunéchst als
Antigengemisch ein mit Plasmamembran-angereichertes Praparat der CTCL-Zelllinie HuT78
hergestellt. Die Anreicherung erfolgte nach einer Methode von Ellis et al. (Ellis et al., 1992),
die hier etwas modifiziert wurde. Die dafiir eingesetzten HuT78-Zellen sind eine aus
peripherem Blut eines Sézary Syndrom-Patienten etablierte Zelllinie.

Zunichst wurden ca. 1 x 10° Zellen in fliissigem Stickstoff tiefgefroren, mit einer
Schwingmiihle pulverisiert und in einem Dounce Homogenisator homogenisiert. Das
Homogenisat wurde schlieSlich nacheinander wie in Material und Methoden (s. Kapitel 2.2.)
beschrieben mit differentiellen Zentrifugationsschritten von groferen Zellfragmenten und
Kernen, von Mitochondrien, vom Endoplasmatischen Retikulum, von 16slichen Proteinen und
von anderen Bestandteilen unterschiedlicher Dichte aufgereinigt. Anders als die adhirenten
Zelllinien, die in der publizierten Methode verarbeitet worden sind, fehlt der Suspensions-
Zelllinie HuT78 die Unterteilung der Plasmamembran in eine apikale und basolaterale Seite.
Daher  wurde auf eine  hierfiir  entwickelte  diskontinuierliche  Sukrose-
Dichtegradientenzentrifugation (Ellis et al., 1992) verzichtet. In einem letzten Schritt wurde
zur Gewinnung der Plasmamembran-Fraktion lediglich eine Zentrifugation auf ein 35%
Sukrosekissen durchgefiihrt.

Um zu iberpriifen, ob mit der gewéhlten Methode Plasmamembran angereichert wurde,
wurden von einem Anreicherungsvorgang die einzelnen Fraktionen gesammelt und mit
Western Blot Analysen mit Antikdrpern gegen organellspezifische Proteine untersucht (Abb.
3). Von allen Fraktionen wurden 20ug Gesamt-Protein auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen. Nur in der Spur der mit Plasmamembran angereicherten Fraktion (PM) wurden
lediglich 5ug Protein aufgetragen. In Spur 1 wurde das Ausgangsmaterial der Aufreinigung
(die Zellsuspension) und in den Spuren 2 bis 7 Ausschlussfraktionen aufgetragen d.h.
Fraktionen, die wihrend der Aufreinigung verworfen wurden (s. Abbildung 2 in Material und

Methoden, Kapitel 2.2.).
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Fraktionen
1 _ 2 3 4 _ 5 _ 6 7 PM

a-ICAM-1 (Pm)

o -CD3¢ (Pm)

o-Calnexin (ER)
o-B-Actin (Zs)

o-Nucl. Pore (Nm)

o-Tom40 (Mm)

Abbildung 3: Analyse der Plasmamembran-Anreicherung mittels Western Blot

mit Antikdrpern gegen organellspezifische Proteine. Von den Proben 1-7 wurden

20pg und von Probe PM wurden 5pg Gesamt-Protein aufgetragen. Alle Analysen

wurden mit demselben Blot durchgefiihrt. Fiir weitere Informationen sieche Text.

: Zellsuspension nach Pulverisierung und Homogenisierung

: Pellet nach Zentrifugation bei 270 x g

: Pellet nach Zentrifugation bei 920 x g

: Pellet nach Zentrifugation bei 2300 x g und Zugabe von MgCl,

: Obere Phase nach Zentrifugation bei 100.000 x g

: Pellet nach Zentrifugation bei 100.000 x g

: Pellet nach Zentrifugation bei 68.000 x g mit einer 35%iger Saccharoseldsung

PM: Pellet nach 2. Zentrifugation bei 100.000 x g (Interphase der 35%igen
Saccharosezentrifugation)

Abkiirzungen: Pm: Plasmamembran; ER: Endoplasmatisches Retikulum, Zs:

Zytoskelett; Nm: Nukledre Membran; Mm: Mitochondrielle Membran

NN L BN =

Als Markerproteine der Plasmamembran wurden Antikdrper gegen das interzellulére
Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1) und gegen die e&-Untereinheit des CD3-Komplexes
verwendet. Calnexin wurde als Marker fiir das Endoplasmatische Retikulum und B-Actin als
Marker fiir das Zytoskelett eingesetzt. Ein Epitop eines Kernporenproteins (nuclear pore), das
von der Firma nicht ndher beschrieben ist, wurde als Marker fiir die Kernmembran und
Tom40 als Marker fiir die Mitochondrienmembran eingesetzt. In Abbildung 3 sind die
Banden der Western Blot Analysen dargestellt, die mit den jeweiligen Antikdrpern sichtbar
wurden.

Das Ergebnis zeigt, dass in der Spur PM die Plasmamembran-Marker ICAM-1 und die e-
Untereinheit des CD3-Komplexes in hoher Menge nachweisbar sind, wohingegen die Marker
fiir andere Zellbestandteile wie das Endoplasmatische Retikulum, Zytoskelett, nukledre oder

mitochondrielle Membran reduziert oder nicht mehr sichtbar sind. Das kann vor allem durch
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einen direkten Vergleich des Ausgangsmaterials (Spur 1) mit der Plasmamembran
angereicherten Fraktion (Spur PM) verdeutlicht werden.

Die in der unteren Abbildung 4 dargestellte Western Blot Analyse bestitigt das Ergebnis, in
der die Aufreinigungs-Fraktionen mit der Startmenge verglichen ihren Volumenanteilen
entsprechend aufgetragen wurden. Beispielsweise resultierten die Spuren 3 und 4 aus Spur 2
(Uberstand der 270 x g Zentrifugation). Spur 3 machte dabei als Pellet ein Volumenteil von
1/9 und Spur 4 als Uberstand ein Volumenteil von 8/9 der Spur 2 aus. Dementsprechend

wurden ihre Mengen auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen.

Fraktionen
12345678 7 9-PM-PM

| |- :
Ponceau- % -
Féarbung | & ; g

—& a5
0-ICAM-1 (Pm)|»+ dam saumbdl . ¢ == ;m'* - ’-|
0-CD3g (Pm)— & = - b - -

a-Calnexin (ER) _:'__:M iy | —

a-Nuclear pore (Nm) fe—amm — o= oe - —

0-B-Actin (Z3) —m—mm—tm———— | |- — L

Abbildung 4: Western Blot Analyse der einzelnen PM-
Anreicherungsfraktionen, die hier zum Vergleich in entsprechenden
Volumenteilen aufgetragen worden sind. Die Ponceau-Farbung stellt dabei
das jeweilige Gesamt-Protein dar. Alle Analysen wurden an demselben Blot
durchgefiihrt.

: Pellet nach Zentrifugation bei 270 x g (1,4ul)

: Uberstand nach Zentrifugation bei 270 x g (12ul)

: Pellet nach Zentrifugation bei 920 x g (1,7ul)

: Uberstand nach Zentrifugation bei 920 x g (12ul)

: Pellet nach Zentrifugation bei 2300 x g (2,5ul)

: Uberstand nach Zentrifugation bei 2300 x g (12pl)

: Pellet nach erster Zentrifugation bei 100.000 x g (1ul)

: Uberstand nach Zentrifugation bei 100.000 x g (12pl)

: Pellet nach erster Zentrifugation bei 100.000 x g (15ul)

: Pellet nach Saccharose-Zentrifugation bei 68.000 x g (4ul)

PM: Pellet nach zweiter Zentrifugation bei 100.000 x g (4ul)

PM: Pellet nach zweiter Zentrifugation bei 100.000 x g (17ul)

Abkiirzungen: Pm: Plasmamembran; ER: Endoplasmatisches Retikulum,

Zs: Zytoskelett; Nm: Nukledre Membran; Mm: Mitochondrielle Membran

O 100 1N W K WK —
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Zur Visualisierung der jeweiligen aufgetragenen Gesamt-Proteinmenge ist eine Ponceau-
Féarbung des Blots oben in Abbildung 4 dargestellt. Zusammengefasst, ist die Spur PM auch
hier anscheinend durch geringe Mengen von Zytoskelett (B-Actin) und das Fehlen von
Endoplasmatischem Retikulum (Calnexin) ausgezeichnet. Auch wenn hier die Gesamt-
Proteinmenge (1. PM-Spur) im Vergleich zu den Spuren 2 und 4 sehr niedrig ist (s. Ponceau-
Féarbung), sind hier starke Signale fiir die Plasmamembran-Marker ICAM-1 und CD3¢ zu
sehen. Auch die weitere PM-Spur (s. letzte Spur), bei der mehr Protein aufgetragen worden

war, zeigt das gleiche Bild.

Die Menge an plasmamembranstindigen Markern (ICAM-1 und CD3¢) scheint im Vergleich
zu den Ausgangsfraktionen mehrfach angereichert. Wohingegen der nukledre und auch der
ER-Membranmarker (Nuclear pore und Calnexin) ausgediinnt ist. Somit wurde mit der
verwendeten Methode anscheinend ein Plasmamembran angereichertes Pridparat aus der
kutanen T-Zell Lymphomlinie HuT78 gewonnen, das im weiteren Verlauf der Arbeit als
Antigengemisch fiir die Immunisierung von Kaninchen verwendet werden konnte. Im

folgenden wird es auch als HuT78-Oberflachenpréiparat bezeichnet.
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3.2. Generierung von Kaninchenseren gegen Proteine des HuT78-
Oberflichenpriparats

Fir die Immunisierung von Kaninchen wurde HuT78-Oberflachenpriparat als
Antigengemisch verwendet. Um eine ausreichende Menge an Protein fiir die Immunisierung
eines Kaninchens zu erhalten, wurden insgesamt 14 Anreicherungen durchgefiihrt und die
erhaltenen Priparate vereinigt. Insgesamt war dafiir eine Zellzahl von ca. 1,5 x 10"
erforderlich. Das vereinigte Oberfldchenprdparat hatte photometrisch gemessen eine
Konzentration von 1,5pg/ul und ein Volumen von ca. 1,1ml, so dass die Gesamtproteinmenge
1,68mg betrug. Es wurde schlieBlich in 4 Aliquots aufgeteilt.
Die Immunisierung des ersten Kaninchens fand im hausinternen Tierstall des DKFZ statt. Das
Kaninchen (Chinchilla bastard) wurde subkutan folgendermalen immunisiert:
12.9.2003: 1. Injektion mit 250ul (~ 375ug) Protein plus 250ul komplettem Freundschen
Adjuvans
Zuvor aus ca. 10ml Gesamt-Blut 6ml Serum (Pri-Immunserum) gewonnen.
9.10.2003: 2. Injektion (1. Boost) mit 250ul (~ 375png) Protein plus 250ul inkomplettem
Freundschen Adjuvans
Zuvor aus ca. 15ml Gesamt-Blut 7-8ml Serum (Antiserum 1) gewonnen.
23.10.2003 3. Injektion (2. Boost) mit 250ul ( ~ 375ug) Protein plus 250ul inkomplettem
Freundschen Adjuvans
Zuvor aus ca. 15ml Gesamt-Blut 7-8ml Serum (Antiserum 2) gewonnen.
6.11.2003 4. Injektion (3. Boost) mit 365ul (~ 450png) Protein plus 250ul inkomplettem
Freundschen Adjuvans
Zuvor aus ca. 20ml Gesamt-Blut 6ml Serum (Antiserum 3) gewonnen.
20.11.2003  20ml Gesamtblut (10ml Serum) als Antiserum 4 entnommen.
28.11.2003  Entblutung = aus 120ml Gesamtblut 62ml Serum (Endserum) gewonnen.

Die Priparation fiir eine zweite Immunisierung wurde mit 1,3 x 10" HuT78 Zellen
durchgefiihrt. Die Protein-Konzentration der vereinigten Oberfldchenpriparate betrug 2pg/ul
in einem Volumen von 700ul, so dass insgesamt 1400ug Protein vorhanden waren. Das
Priparat wurde dieses Mal in zwei Portionen mit je 500pg und eine Portion mit 400ug Protein
aufgeteilt. Die Immunisierung wurde mit nur zwei Boostreaktionen durchgefiihrt und von der
Firma Eurogentec in Belgien durchgefiihrt:

15.12.2003 1. Injektion mit 250ul (~500pg) Protein plus 250ul kompletten Freundschen

Adjuvans



ERGEBNISSE 68

12.01.2004

26.01.2004

09.02.2004
19.02.2004

Zuvor 10ml Serum (Pra-Immunserum) gewonnen.

2. Injektion (1. Boost) mit 250ul (~500pg) Protein plus 250ul inkomplettem
Freundschen Adjuvans

Zuvor 2ml Serum (Antiserum 1) gewonnen.

3. Injektion (2.Boost) mit 200ul (~400ung) Protein plus 250ul inkomplettem
Freundschen Adjuvans

Zuvor 2ml Serum (Antiserum 2) gewonnen.

10ml Serum (Antiserum 3) gewonnen.

Ausblutung des Kaninchens = 50ml Serum (Endserum) gewonnen.

Die Seren wurden eingefroren zugeschickt. Der Test der Reaktivitit erfolgte mit einem

ELISA und dem Oberflichenpréparat als Antigen.
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3.3. Die Kaninchenseren reagieren spezifisch mit Oberflichen-
Proteinen von HuT78-Zellen

Nach Gewinnung beider Kaninchen-Antiseren wurde kontrolliert, ob eine Reaktivitit gegen
die Proteine des Oberflichenpriparats vorlag. Dafiir wurde ein konventioneller ELISA
durchgefiihrt. HuT78-Oberflichenprdparat diente dabei als Antigen und die wihrend der
Immunisierungen gewonnenen Antiseren (Pra-Immunserum, Antiserum 1-4 und Endserum)
als Antikorperproben. Die Proteinmenge fiir die Analyse der Seren des ersten Kaninchens
betrug 120pg, die auf 84 Locher einer 96 Loch-ELISA-Platte verteilt und mit Coatingpuffer
versetzt wurden, so dass letztlich in jedem Loch eine Proteinmenge von 1,4pg in einem
Volumen von 100ul vorlag. Die eingesetzte Proteinmenge des Oberflichenpriparats fiir die
Analyse der Seren des zweiten Kaninchens betrug pro Loch 1,3ug.

Am jeweiligen ndchsten Tag wurden die Platten mit den verschiedenen Antiseren in
unterschiedlicher Verdiinnung pipettiert. Das Pipettierschema des ELISA fiir beide Antiseren-
Serien war das gleiche (s. Material und Methoden, Kapitel 2.5., Tabelle 4). Beide Tests
wurden mit einem ELISA-Reader bei einer Wellenlinge von 450nm gemessen. Als
Negativkontrolle diente in den jeweiligen letzten Reihen der Platte der Blockierungspuffer.
Die Messung im ELISA-Reader bei Essonm ergab folgendes Ergebnis fiir die einzelnen

Antiseren der ersten Immunisierung:

Kaninchen 1
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Verdlinnung
—e— Pra-Immunserum  —&— Antiserum 1 —a— Antiserum 2
—<— Antiserum 3 —o— Antiserum 4 —e— Endserum

Abbildung 5: ELISA-Test der Antiseren von Kaninchen 1
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Die Kurve des Pra-Immunserums liegt weit unter den iibrigen Antiseren und kann daher als
unspezifisch gewertet werden. Die Antiseren 1 bis 4 zeigen alle eine &dhnliche Reaktivitét.
Diese Befund fiihrte zu dem Entschluss, bei der zweiten Immunisierung eine Boostreaktion
auszusparen.

Die Antiseren des zweiten immunisierten Kaninchens ergaben im ELISA-Test die in

Abbildung 6 zusammengefassten E4sonm-Werte:

Kaninchen 2
2,5

"l A\
el T =\
D

O L) L) L) L) L) L) L)
1:100 1:300 1:900 1:2700 1:8100  1:24300 1:72900 Blank

Extinktion bei 450nm

Verdinnung
—o— Pra-Immunserum —m— Antiserum 1 —a— Antiserum?2
—¢— Antiserum 3 —e— Endserum

Abbildung 6: ELISA-Test der Antiseren von Kaninchen 2

Sie sind dhnlich wie die Ergebnisse der ersten Immunisierung in Abbildung 5. Die Kurve des
Pra-Immunserums liegt wieder weit unter denen der Antiseren und pendelt sich schon bereits
ab der Verdiinnung von 1:900 bei Null ein. Die Reaktivitit des Antiserums 1, das Antiserum
nach der ersten 1. Injektion, fallt mit steigender Verdiinnung als erstes ab. Die iibrigen

Antiseren haben ungefdhr die gleichen Werte.

Die Auswertung der ELISA-Ergebnisse ergibt, dass die Antiseren reaktiv gegen das Antigen-
gemisch, das HuT78-Oberflichenpréparat, sind, was als Basis fiir das weitere Vorgehen

diente.
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Die Kaninchenseren erkennen das HuT78-Oberflichenpriparat auch im
denaturierten Zustand

Nach der ELISA-Analyse wurde untersucht, ob die Kaninchenseren auch Proteine des
HuT78-Oberflachenpriparats im denaturierten Zustand erkennen und welche GroBen die
Antigene aufweisen. Dafiir wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt, von denen hier
exemplarisch die Analyse mit dem Endserum des ersten Kaninchens dargestellt ist. Zunichst
wurden das Oberflichenprdparat und vier Ausschlussfraktionen, die in demselben
Anreicherungsvorgang erhalten worden waren (siehe hierfiir auch in Material und Methoden,
Kapitel 2.2., Abbildung 2), in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Transfer auf
Nitrocellulosemembran wurde der erhaltene Blot zuerst mit 1:5000 verdiinntem Pra-
Immunserum inkubiert und spéter gestrippt um ihn mit dem Endserum (1:5000), dem Post-
Immunserum, zu inkubieren. Parallel dazu wurden dieselben Fraktionen in gleicher Menge
auf ein zweites Gel geladen. Dieses Gel wurde Coomassie gefdarbt und sollte das
Bandenmuster der einzelnen Fraktionen sichtbar machen.

Der Vergleich des Coomassie gefiarbten Gels mit dem Western Blot des Post-Immunserums in
Abbildung 7 zeigt, dass je nach Behandlung ein unterschiedliches Bandenmuster entsteht. Mit
der Coomassie-Farbung sehen alle Spuren gleich stark angefarbt aus, was ein Auftrag von
dhnlichen Proteinmengen bedeutet. Die ersten drei Spuren weisen ein gleiches Bandenmuster
auf, wohingegen die Spur 4 und Spur PM abweichende Muster besitzen. Beim Western Blot
mit dem Post-Immunserum sehen die ersten drei Spuren ebenfalls fast gleich aus. Das Muster
mit den wenigsten Banden hat Spur 4, das den Uberstand nach der ersten Zentrifugation bei
100.000 x g enthilt und somit die loslichen Proteine des Zytosols darstellt. Die Proteine in der
Spur des Oberflichenpriparats reagierten sehr stark mit den Antikdrpern des Post-
Immunserums, was den groflen Unterschied in der Signalintensitdt von Coomassie und
Western Blot ausmacht. Zusétzlich liefert das Muster der PM-Spur einen Eindruck {iber das
breite Spektrum der Antikdrper-Reaktivitdt des Antiserums. Interessanterweise sind hier zwei
stark detektierte Banden bei etwa 15 kDa zu erkennen, die bei Coomassie-Fiarbung nicht
erscheinen und die auch in den iibrigen Spuren nicht so stark vertreten sind (siche spiter auch
ndchstes Kapitel, Abbildung 12).

Auf dem Blot des Pra-Immunserums im mittleren Teil der Abbildung 7 sind lediglich zwei
Banden auf der Hohe von ca. 70kDa und 40kDa zu erkennen. Der Vergleich mit dem Blot des
Post-Immunserums (unterer Teil der Abbildung 7) macht deutlich, dass das Post-

Immunserum tatséchlich spezifisch mit Proteinen des HuT78-Oberflachenpréparats reagiert.
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Abbildung 7: Western Blot Analyse einiger
PM-Anreicherungsfraktionen mit dem Pri-
und Post-Immunserum.

Von den Fraktionen wurden jeweils 15ug
Gesamtprotein auf zwei SDS-Polyacrylamidgele
aufgetragen. Das erste wurde Coomassie gefarbt,
das zweite geblottet und nacheinander mit beiden
Seren  (1:5000) inkubiert. Mit dem Pra-
Immunserum sind schwach bei etwas unter 75kDa

Coomassie

Pra- in allen Fraktionen eine Bande und bei etwas iiber
Immun- 37kDa in den Spuren 2,3 und PM eine Banden zu
serum erkennen. Mit dem Post-Immunserum hingegen ist
in allen Spuren ein breites Bandenmuster zu sehen.
Zusitzlich ist Spur PM aber am stérksten erkannt
worden.
Post- 1: Pellet nach Zentrifugation bei 270 x g
Immun- 2: Pellet nach Zentrifugation bei 920 x g
serum

3: Pellet nach Zentrifugation bei 2300 x g
4: Uberstand nach Zentrifugation bei 100.000 x g
PM: HuT78-Oberflachenpraparat

Die Kaninchenseren erkennen HuT78 Zellen im nativen Zustand

Im Folgenden sollte gepriift werden, ob die Post-Immunseren intakte Zellen der T-Zelllinie
HuT78 erkennen und welchem Zellort, die erkannten Antigene zuzuordnen sind. Dafiir
wurden Zytospins mit HuT78-Zellen hergestellt und mit den Seren 1:50 verdiinnt inkubiert.
Eine Hiamalaun-Féarbung der Zellkerne erleichterte dabei die Erkennung der Zellkerngrenzen.

Die Analyse wurde mit den Seren des ersten Kaninchens durchgefiihrt.

Pra-Immunserum Post-Immunserum

Abbildung 8: Immunzytochemie von HuT78 Zellen mit den
Kaninchenseren. Die fixierten Zellen wurden mit dem Prd- bzw. Post-
Immunserum mit einer Verdiinnung von 1:50 behandelt. Die Zellen, die mit
dem Pra-Immunserum inkubiert wurden, weisen kaum eine rote Fiarbung auf,
wohingegen eine starke Anfarbung der Zellen mit dem Post-Immunserum zu
erkennen ist. Die Pfeile weisen auf stark angefarbte Plasmamembran hin.
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Die Ergebnisse in Abbildung 8 bestétigen erneut, dass das Post-Immunserum im Gegensatz
zum Pri-Immunserum augenscheinlich Antikorper gegen HuT78-Proteine enthélt. Zusétzlich
zeigen die Ergebnisse, dass die Antikdrper Proteine erkennen, wie sie in intakten Zellen nativ
vorliegen. Da die Zellrdnder auf der rechten Abbildung stark gefirbt sind (s. Pfeile), wird
auch deutlich, dass besonders Proteine der Plasmamembran Zielstrukturen der Antikorper

sind.



ERGEBNISSE 74

3.4. Proteine des Oberflachenpriparats, die von Kaninchen-
Antikorpern immunprizipitiert wurden: Identifizierung des
Vorliauferproteins des interzelluliren Adhisionsmolekiils-1

Nach Bestitigung der Reaktivitdt gegen das HuT78-Oberflichenprdparat konnten die
Kaninchenseren fiir die Suche nach Plasmamembranproteinen verwendet werden. Als erste
Moglichkeit zur Identifizierung wurden sie in einer Immunprézipitation eingesetzt, deren
Schema unten dargestellt ist (Abb. 9). Hierfiir wurden Antikorper des Pra- bzw. des Post-
Immunserums an Protein-A Agarose-Beads gekoppelt. Dabei binden 500ug Protein A-
Agarose an 10 bis 20mg pure Antikorper, das ungefdhr 2ml Serum entspricht. Die
gekoppelten Antikdrper wurden mit dem HuT78-Oberflichenpriparat UN bei 4°C inkubiert.
Am néchsten Tag wurden zunichst die ungebundenen Proteine entfernt und nach dreimaligem
Waschen der Antikorper-gekoppelten Beads die prazipitierten Proteine durch Ansduern des

pH-Werts eluiert.

optional
Pra- ProteinA- Oberflichen- PC”C‘
oder Antiserum Agarose Beads priparat
Post- P Solubilisierte
| J PM-Fraktion
v ¥ Kopplung Solubilisierung
Uberstand Ak-gekoppelte Ultrazentrifugation
mit ungebund. Ak Beads
UA |
Inkubation v ¢
Protein-gebund. Ungebundene Proteine
Ak-gekoppelte Beads
Elution d ¢
mmunborizioitat Ak-gekoppelte Beads
P . AB
Beads-Behandlung ‘ ¢
Sauberes Beads mit gebund. Aks
Immunprizipitat
v
Kolloidal Coomassie gefarbtes SDS-Polyacrylamidgel
\4

Ausgeschnittene Proteinbanden zur MALDI-TOF/ESI-MS/MS Analyse

Abbildung 9: Schema der Immunprizipitation. Die wichtigen Schritte der Vorgehensweise sind mit
dickem Strich und die Ausschluss-Fraktionen mit diinnem Strich markiert.

PM: Oberflachenpriaparat (Plasmamembran-Fraktion), sPM: solubilisierte Plasmamembran-Fraktion
nach Ultrazentrifugation (Uberstand), sPt: solubilisiertes Pellet nach Ultrazentrifugation, UA:
Uberstand mit ungebundenen Antikdrpern, IP: Immunprézipitat, AB: Ak-gekoppelte Beads.
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Die Immunprézipitate wurden schlieBlich in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und
mit kolloidalem Coomassie angefarbt. Zur Identifizierung der prézipitierten Proteine wurden
Banden ausgeschnitten und mit massenspektrometrischen Analysen untersucht.

Um ein gutes und spezifisches Binden von Proteinen an die Antikdrper-gekoppelten Beads zu
erzielen, wurden zunédchst mehrere Vorgehensweisen getestet. Als erstes sollte eine Test-
Immunprézipitation zeigen, ob eine vorgeschaltete Solubilisierung des Oberflichenpréparats
mit dem nicht-ionischen Detergenz Tween-20 (Vereinzelung der Plasmamembranproteine in
Detergenz-Mizellen) und eine anschlieBende Ultrazentrifugation notwendig ist. Abbildung 10
zeigt, dass das behandelte Priparat (Ultrazentrifugations-Uberstand nach Solubilisierung,
Spur 4) viele Proteine verloren hat. Das Pellet der Ultrazentrifugation (Spur 5) mit den nicht
solubilisierten Proteinen weist hingegen noch viele Banden auf.

Wahrscheinlich hat die Behandlung mit Tween-20 allein nicht ausgereicht.
Plasmamembranproteine bendtigen nédmlich sehr unterschiedliche Detergenzien, um aus der
Membran freigesetzt zu werden. Allerdings konnte ein Gemisch aus mehreren nicht-ionischen
Detergenzien sich negativ auf die nachfolgende Immunprézipitation auswirken. Daher wurde
keine Vereinzelung der Proteine mehr durchgefiihrt, sondern lediglich eine Homogenisierung
im Dounce Homogenisator vorgenommen. Eine weitere Uberlegung fiir dieses Vorgehen war,
dass so auch assoziierte Proteine, die weniger immunogen sind, koprizipitiert und ebenfalls

identifiziert werden konnten.

Abbildung 10: Coomassie gefirbtes SDS-

Polyacrylamidgel mit Fraktionen der Test-

W | Immunprizipitation. Von allen Proben wurden
I[| jeweils 15ul aufgetragen. Spur 6 wurde lediglich

mit 1ul beladen.

1: Immunprézipitat ohne Vorreinigung (IP)

2: Pellet nach Sukrosezentrif. der PM-Anreicherung

3: Oberflachenpriparat (PM)

4: UZ-Uberstand nach Solubilisierung (sPM)

5: UZ-Pellet nach Solubilisierung (sPt)

6: Uberstand nach Ak-Kopplung (UA)

7: Immunprézipitat nach Vorreinigung

8: Beads nach Vorreinigung

9: Beads ohne Vorreinigung (AB)

Die Abkiirzungen in Klammern entsprechen dabei

denselben wie denen in der Abbildung 9.

Das Gel zeigt auch, dass ein Vorreinigen des Oberflichenpraparats mit ungekoppelten
Protein-A-Agarose Beads, d.h. das Entfernen von Proteinen aus der Fraktion, die unspezifisch
an Protein-A binden, nicht notwendig ist (in Abbildung 9 nicht beriicksichtigt). Spur 7 und 8

zeigen das Immunprizipitat und die Beads nach der Elution mit einem vorgeschalteten
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Vorreinigen und Spur 1 und 9 zeigen das Immunprazipitat und die Beads ohne ein
Vorreinigen. Es ist kein Unterschied zu erkennen.

In allen vier Spuren sind drei markante Banden bei etwas unter 20kDa, bei etwas unter 50kDa
und etwas unter 75kDa zu sehen. Die Bande bei 20kDa enthdlt die leichte Kette der
Immunglobuline des Typs G (IgG) des Kaninchens, die Banden bei 50kDa die schwere Kette
und die Bande bei 75kDa ganze IgG-Molekiile. In Spur 6 ist der Uberstand mit den
ungebundenen Serum-Proteinen nach Kopplung der Antikorper an die Beads zu sehen. Die
markante Bande ist das 67kDa groBe Albumin. Auf der Hohe der leichten IgG-Ketten ist nur
eine schwache Bande zu sehen, so dass man folgern kann, dass unter den gewihlten
Bedingungen das Koppeln der Antikorper an die Beads funktioniert.

Aus den Vorldufen resultierend wurde nun die erste Immunprizipitation durchgefiihrt, in der
weder eine Solubilisierung noch eine Vorreinigung des Oberfldchenpriparats stattfand. Die
Antikorper der Kaninchenseren wurden mit den Beads gekoppelt und dem homogenisierten
HuT78-Oberflachenpriparat zugegeben. Es wurden drei verschiedene Ansdtze mit
unterschiedlichen Antigenmengen aufgetragen:

Tabelle 5: Eingesetzte Antikorper-Beads- und Antigenmengen der
ersten Immunprizipitation

1 Eingesetzte Eingesetzte Proteinmenge des
IP-Ansatz Ak-gekoppelte Beads- HuT78-Oberflichenpriparats
Menge
1+2 300ug 140pg
3+4 300ug 70ug
546 300ug 120pg

Ziffern stimmen mit den Spuren in Abbildung 11 iiberein.

Die untere Abbildung 11 zeigt das Coomassie gefirbte SDS-Polyacrylamidgel der
Immunprézipitation, aus dem zum ersten Mal Banden ausgeschnitten und die enthaltenen
prazipitierten Proteine identifiziert wurden. Die massenspektrometrischen und folgenden
Proteindatenbank-Analysen wurden im Labor von Dr. Martina Schndlzer in der Abteilung
,Zentrale Proteinanalytik des DKFZ erstellt. Die Spuren 1, 3 und 5 =zeigen die
Immunprézipitate, die aus der Inkubation mit dem Prd-Immunserum entstanden und die
Spuren 2, 4 und 6 die Prizipitate, die aus der Inkubation mit dem Post-Immunserum
resultierten. Bei Auftrag gleicher Volumina ist in den Spuren der Eluate mit Pra-Immunserum
nichts zu sehen, was im Einklang steht mit der bereits gezeigten Spezifitit der Post-

Immunseren.
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. Abbildung 11: Coomassie gefirbtes SDS-
Immunprizipitate Polyacrylamidgel der gebundenen

1 2 3 4 5 6 Proteine der ersten Immunprizipitation.
W
_ﬁ -1: a+b

250
150

100
75

Von allen Prézipitaten wurden 30pl
aufgetragen. Die Pfeile zeigen die Banden an,
die ausgeschnitten und analysiert worden
sind (s. Tabelle 6). Auf Hohe von 50kDa ist
die Bande der schweren Kette der
Immunglobuline zu erkennen.

Spur 1,3,5: Prazipitate aus den Ansédtzen mit
dem Pra-Immunserum mit 140, 70 oder
120pg Antigen

Spur 2,4,6: Prazipitate aus den Ansédtzen mit
dem Post-Immunserum mit 140, 70 oder
120pg Antigen

50

37

25

Die in den Banden vorhandenen Proteine wurden mit der massenspektrometrischen Analyse
MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) analysiert, die durch
einen proteolytischen Verdau das einzigartige Peptid-Profil eines Proteins ermittelt, {iber das
mit Datenbank-Analysen seine Identifierung ermoglicht wird (s. Beschreibung in Material

und Methoden, Kapitel 2.7.).

Bei einer zweiten Immunpréizipitation mit je 860pug Antigen und 1mg Ak-gekoppelten Beads
wurde eine Verdnderung durchgefiihrt. Nach Elution wurde die Hilfte des Prézipitats (1ml)
mit 500png ungekoppelten Beads fiir 1h bei RT inkubiert. Da trotz Kreuzvernetzen der
Antikdrper an Protein A (das als Teil der Beads fiir die Bindung verantwortlich ist) wihrend
des Elutionsschrittes sich die IgG-Ketten im sauren Milieu (pH 2.5) ebenfalls abldsen konnen,
sollten auf diese Weise die bei dieser Immunprézipitation noch recht markanten Banden der
schweren und der leichten Kette der IgGs bei 50kDa bzw. 25kDa reduziert werden. In der
unteren Abbildung 12 ist zu sehen, dass die Behandlung effizient war. Spur 1 (Prd) und 2
(Post) sind die Immunprizipitate ohne Behandlung und die Spuren 1’ (Prd) und 2’ (Post) die
Immunprizipitate mit Behandlung. Ausgangspunkt fiir diese Behandlung war die Uberlegung,
dass eventuell auf der gleichen Hohe der leichten und schweren Kette der Immunglobuline
Banden anderer Proteine iiberlagert sein konnten. Tatsdchlich sind in der Spur 2’ Banden bei
50kDa und bei 25kDa sichtbar, die in Spur 2 durch die dicken IgG-Banden verdeckt sind.

Es wurden zunichst drei Banden um 15kDa aus Spur 2’ (Pfeil f, g und h) MALDI-TOF
Analysen unterzogen, die hier in Abbildung 12 nicht dokumentiert sind, da sie bereits aus
dem Gel ausgeschnitten waren. Bei den Proteinen dieser Banden kdnnte es sich eventuell um

die Proteine des Oberflichenpriparats handeln, die in der Reaktivitits-Analyse von
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Antikorpern des Post-Immunserums bereits stark erkannt worden sind (s. Spur PM in

Abbildung 7, Kapitel 3.3.).

Abbildung 12: Coomassie gefirbtes
Immunprizipitate SDS-Polyacrylamidgel der gebundenen
Proteine der zweiten Immunprizipi-

9
: 1 2 f_l__% tation. 30ul wurden von den
- Immunprézipitaten jeweils aufgetragen.
: : : o Die Prézipitate in Spur 1’ und 2° wurden
! — . € 11K mit ungekoppelten Beads behandelt. Aus
Spur 2’, dem Immunprézipitat mit dem
- [ [ — Post-Immunserum, wurden drei Banden
(f, g, h) bei ca. 15kDa (bereits aus dem
. Gel ausgeschnitten) und vier Banden
zwischen 50 bis 75kDa  (i,j,k,])
ausgeschnitten.
—fgh|r: Prizipitat ohne Beads-Behandl. (Pré)
2: Prazipitat ohne Beads-Behandl. (Post)
0 1’: Prazipitat nach Beads-Behandl. (Pra)
et 2’: Prézipitat nach Beads-Behandl. (Post)
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Spater wurden vier Banden zwischen 50 und 75kDa aus der Spur 2’ (i, j, k und 1 in Abbildung
12)  ausgeschnitten. Thre enthaltenen Proteine wurden allerdings mit der
massenspektrometrischen Analyse ESI-MS/MS (Electrospray ionization-mass spectrometry)
analysiert, die anders als die MALDI-TOF Analyse die Identifizierung von mehreren

Proteinen ermdoglicht.

Aus den ausgeschnittenen Banden der SDS-Polyacrylamidgele beider
Immunprézipationsvorginge wurden folgende in der unteren Tabelle aufgefiihrten Proteine

identifiziert.

Tabelle 6: Banden und ihre prizipitierten und identifizierten Proteine'

Ausgeschnittene Bande (GréBe)2 Identifizierte Proteine (Molekulargewicht)

a (150kDa) Glutamyl-Prolyl-tRNA Synthetase (160kDa)

b (150kDa) Isoleucyl-tRNA Synthetase (145kDa)

c (75kDa) Arginyl-tRNA Synthetase (76kDa)

d (50kDa) Alpha Enolase (47kDa)

e (zwischen 37 und 25kDa) Uracil-DNA Glycosylase (37kDa)

f (ca. 15kDa) Ribosomales Protein S10 (19kDa)

g (ca. 15kDa) Eukaryotischer Elongationsfaktor 1, €1 (20kDa)
h (ca. 15kDa) Cyclophilin A, Kette A (18kDa)
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1) Glutaminyl-tRNA Synthetase (88kDa)

2) Pro-Kollagen a2 des Typs I (129kDa)

1 (unter 75kDa) 3) bovines Albumin (58kDa)

4) Vorlaufer des interzelluliren
Adhisionsmolekiils-1 (ICAM-1, 58kDa)

1) Arginyl-tRNA Synthetase (76kDa)

2) Transketolase (68kDa)

Chaperonin containing TCP1, Untereinheit theta
(CCT-theta, 60kDa)

1 (etwas iiber 50kDa) 1) CCT-delta (58kDa)

2) IgG, schwere Kette (Kaninchen, 36kDa)
'Die prizipitierten Proteine wurden mit den massenspektrometrischen Analysen MALDI-TOF und ESI-
MS/MS und anschlieBenden Proteindatenbank-Analysen identifiziert.

*Zur Bezeichnung der Proteinbanden siehe Abbildung 11 Pfeile a-e und Abbildung 12 Pfeile f-1.

j (zwischen 50 und 75kDa)

k (etwas tiber 50kDa)

Aus den Immunprizipitaten wurden 17 Proteine massenspektrometrisch
identifiziert.

Um fiir weitere Expressions-Analysen Proteine aus der Liste auswéhlen zu kdnnen, wurden
zunéchst Literaturinformationen iiber die Lokalisation und Zellfunktion aller identifizierten
Proteine gesammelt:

Von allen identifizierten Proteinen gehdren die drei Enzyme Uracil-DNA-Glykosylase (Teil
der Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), Enolase und Transketolase den
Stoffwechselwegen Glykolyse bzw. Pentosephosphat-Weg im Zytosol an. Zwei weitere sind
beteiligt bei der Proteinsynthese: das ribosomale Protein 10 und die e-Untereinheit des
Translations-Elongationsfaktors 1. Pro-Kollagen a2 des Typs I, das ein grofer Bestandteil
der extrazelluliren Matrix ist, wurde ebenfalls identifiziert. Der Protein-Faltungskatalysator
Cyclophilin A wurde sowohl in der Immunprézipations- als auch in der SEREX-Analyse (s.
nichstes Kapitel) identifiziert. Zwei der Proteine sind methodisch bedingte Kontaminationen:
das bovine Albumin, das als Bestandteil von f6talem Kilberserum in der Zellkultur
verwendet wird, und die schwere Kette des Kaninchen-Immunglobulins des Typs G.

Auch wurden vier Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (ARS) die Glutamyl-Prolyl-, Isoleucyl-,
Arginyl- und Glutaminyl-tRNA Synthetase identifiziert. ARS haben ihre Funktion in der
Proteinsynthese. Der Grund, warum gleich vier dieser Proteine identifiziert wurden, liegt
daran, dass alle vier Mitglieder des nukledren ARS-Komplexes sind. Er besteht insgesamt aus
9 verschiedenen Synthetasen und drei weiteren Proteinen, p43, p38 und p18 (Kerjan et al.,
1994).

Der zweite Komplex, bzw. Untereinheiten des Komplexes, die in der Immunprézipitation

identifiziert worden sind, sind die Unterecinheiten delta () und theta (0) des TCP1
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enthaltenden Chaperonins (CCT, chaperonin containing TCP-1 [tailless complex
polypeptide 1]). Bei diesem Komplex handelt sich um einen Faltungshelfer (Llorca et al.,
1999). Er besteht aus einem Zylinder, der aus zwei Ringen mit jeweils 8 homologen
Untereinheiten mit ATP-Bindestellen aufgebaut ist. Als Hauptsubstrate gelten Actin und
Tubulin. Mit der Zeit wurden aber auch weitere Proteine gefunden (Valpuesta et al., 2002).

Zum Schluss konnte mit der ausfiihrlicheren ESI-MS/MS-Analyse in der Bande i der
Vorldufer des Plasmamembranproteins ICAM-1 (Interzellulires Adhisionsmolekiil-1)
identifiziert werden. ICAM-1 wurde in Kapitel 3.1 zur Kontrolle der Plasmamembran-
Anreicherung als Plasmamembran-Marker eingesetzt. ICAM-1 spielt wie sein Name sagt eine
Rolle in der Adhésion von Zellen an andere Zellen. Exprimiert wird das Adhdsionsprotein auf
Endothelzellen und auch auf Lymphozyten. Als Bindungspartner dienen Integrine wie das
Lymphozyten-Funktion-assoziierte Antigen-1 (LFA-1), die vor allem dazu beitragen, dass die
ICAM-I1-tragenden Lymphozyten durch die BlutgefiBwénde wandern konnen (Boyd et al.,
1988). Eine Studie zu ICAM-1 konnte ein zytokinabhingiges Ablosen des Proteins von der
Zelloberflache bei Tumorzellen des kutanen T-Zell Lymphoms zeigen (Dummer et al., 1994).
Dieser Befund fiihrte zur Entscheidung, ICAM-1 nicht mit weiteren Analysen auf seine
Expression beim kutanen T-Zell Lymphom zu untersuchen. Da alle iibrigen Proteine nicht in
der Plasmamembran, sondern im Kern oder Zytosol lokalisiert waren und sehr haufig in der
Zelle vorkommende Proteine sind, wurde auch von ihnen keins fiir weitere Analysen

ausgewdhlt.
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3.5. Die Analyse einer cDNA Phagenbank mit den
Kaninchenseren identifiziert neben Plasmamembran- auch Nicht-
Plasmamembranproteine

SeAx cDNA MRF \ :
Phagen-Bank 5
AT

Serumgewinnung und

Praabsorbtion gegen E.coli-
und Phagen-Proteine

Transformation
Serum-
inkubation

g

— —>

Transfer auf Inkubation mit Anti-
Nitrocellulose- Kaninchen Antikérper
embran gekoppelt mit alkal.

Phosphatase
Extraktion des Phagemids
aus dem Lambda-Vektor

4

Ansequenzieren des cDNA Inserts Substrat-

inkubation

Suche nach homologen
Genen in Datenbanken

Isolieren des Klons

Abbildung 13: Vorgehensweise der SEREX-Analyse. Die Kaninchenseren wurden zunéchst
praabsorbiert und schlieBlich in der Analyse der SeAx cDNA-Phagenbank eingesetzt. Kam es zu
positiven Reaktionen in Form von lila gefarbten Phagenplaques auf den Membranen, wurden diese
isoliert und Phagemide extrahiert. Die inserierten cDNA-Stiicke wurden ansequenziert und in
Datenbanken nach homologen Genen gesucht.

Fiir die Identifizierung von Plasmamembranproteinen wurde als zweite Mdglichkeit der
komplette Transkriptsatz der kutanen T-Zell Lymphomlinie SeAx an Hand einer cDNA
Phagenbank mit den Kaninchenseren durchsucht. SeAx ist eine aus peripheren
Blutmonozyten einer Sézary Syndrom-Patientin etablierte CD4+ T-Zelllinie. Fiir die Analyse
wurde die SEREX-Methode (Serological identification of antigens by recombinant expression
cloning) verwendet, die bislang nur mit humanen Patientenseren nach reaktiven
Expressionsklonen durchgefiihrt worden ist. Das Schema der Analyse ist in der obigen

Abbildung 13 dargestellt.
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Die eingesetzte cDNA Phagenbank wurde von Dr. Tanja Hartmann als Teil ihrer
Diplomarbeit in unserer Gruppe hergestellt. Die cDNA Stiicke wurden in das Defektgenom
linearisierter pBluescript-Phagemide (ein M13-Derivat) inseriert, die wiederum in dem
Lambda ZAP® II Vektor integriert waren. Die Bank besteht insgesamt aus ca. 1,7 x 10°
rekombinanten Phagen.

Zur Expression der inserierten cDNA wurden Bakterien des E. coli Stamms MRF mit den
Phagen infiziert. Die entstandenen Phagenplaques mit den Expressionsprodukten der cDNA
Stiicke wurden auf Nitrocellulosemembranen transferiert. AnschlieBend erfolgte die
Inkubation mit den Post-Immunseren. Zuvor wurden die Seren beider Kaninchen 1:10
verdiinnt von Antikorpern gegen bakterielle und Phagen-Proteinen gereinigt (Praabsorption).
Dabei wurden sie mit E.coli und schlieBlich auch mit Phagen-Proteinen gemischt, die an eine
Matrix gekoppelt waren, so dass alle gegen solche Proteine gerichteten Antikorper
abgefangen wurden. Das gereinigte Serum wurde 1:100 verdiinnt eingesetzt. Nach Inkubation
der Nitrocellulosemembranen mit den Kaninchenseren wurden an rekombinante Phagenklone
gebundene Antikérper von einem mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Anti-Kaninchen
Antikdrper erkannt.

Positive, d.h. reaktive Phagen wurden zum Teil in einem Gemisch mit umliegenden Klonen
von der Ausgangsplatte gewonnen und in einer Wiederholung als positiv bestétigt.
Anschlieend wurde aus der DNA reaktiver Lambda Phagen das pBluescript-Phagemid mit
der inserierten cDNA extrahiert. Dafiir wurde ein weiteres M13-Derivat als Helferphage
(ExAssist® der Firma Stratagene) verwendet, welcher fiir Proteine kodiert, die den Phagemid
pBluescript aus dem Lambda Phagen ausschneiden und zirkularisieren. Anschlieend wurden
die inserierten cDNA Sequenzen mit Primern gegen die flankierenden Sequenzen (T3 oder
T7) ansequenziert (s. Material und Methoden, Kapitel 2.9.). Nach Ansequenzierung der
cDNA-Stiicke wurde mit dem HUSAR-Programm ,blastn2* nach homologen Genen in
verschiedenen Banken (GenBank und EMBL Bank) durchsucht.

Geht man davon aus, dass eine Petrischale mit einem Durchmesser von 14,5cm bei hoher
Dichte ca. 3000 Plaques enthélt, miissten insgesamt 570 Platten ausplattiert werden, um
statistisch gesehen jedes cDNA-Molekiil der Bank mindestens einmal erfassen zu konnen.
Insgesamt wurden 558 grof3e Platten mit dem Endserum des ersten Kaninchens und 361 grof3e

Platten mit dem Endserum des zweiten Kaninchens eingesetzt.

Zusammengefasst wurden 90 reaktive Phagenklone isoliert und ihre inserierten cDNA Stiicke

identifiziert. Dabei stellte sich heraus, dass in mehreren Phagenklonen cDNA-Inserts
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vorlagen, die fiir identische Proteine kodierten. Insgesamt wurden daher 42 verschiedene
cDNA Inserts identifiziert: Davon kodierten acht fiir nukleére, vier fiir zytoplasmatische, drei
fiir ribosomale, drei fiir ER-, eins fiir Golgi-, zwei fiir mitochondrielle, drei fiir mit subzellulér

mehreren Lokalisationen, 14 fiir in der Lokalisation und auch Funktion unbekannte und vier

fiir plasmamembransténdige Proteine.

In der unteren Tabelle 7 sind die reaktiven Phagenklone und deren identifizierte cDNA-

Inserts mit ithren Datenbank-Zugangsnummern (Accession Nr.) vorgestellt und nach ihrer

Lokalisation eingeteilt.

Tabelle 7: Phagenklone mit ihren identifiziertem ¢DNA-Inserts'

O d A O

Gruppe 1: Nukleére Lokalisation

A2 Spleilfaktor, Arginin/Serin-reich 11 Bc017359

D8 Nuclear P1 (Mcm3 Homolog) X62153
hZimp10 (human zinc finger-containing, Mizl, PIAS-like

E4 protein of chromosome 10) Ay235683

Ma3 FOXMI1 (Fork head box M1) L16783

Ma4 AIP (Aurora A kinase interacting protein) Bc062333

Vi Homer homolog 1 Bc015502

3e Braf25 (Splei3variante von Braf 35) Bc002552
Gruppe 2: Zytosolische Lokalisation

D6 RRM2 (Ribonucleotide Reductase M2) X59618

L7 RAB2L (Mitglied der RAS Onkogen Familie-dhnlichen) | U68142

4a Nedd5 Af038404

mehrere | Lysyl-tRNA Synthetase D32053
Gruppe 3: Ribosomale Lokalisation

N8 Eukaryot. Translat. Initiat. Factor 4a, isoform 1 Bc009585

Y2 Ribosomales Protein S6 Ab062123

2f Elongationsfaktor 1 alpha, subunit 1 X03558
Gruppe 4: Lokalisation im Endoplasm. Retikulum

4d Stearoyl-CoA desaturase 4 Af389338

mehrere | Cytochrom b5 Ab009282

mehrere | Calnexin M94859
Gruppe 5: Lokalisation im Golgi Netzwerk

D13 Rab10 Af106681
Gruppe 6: Mitochondrielle Lokalisation

Z1 Caseinolytic protease X (ClpX) like protein Aj006267

9d ATP-abhing. Metalloprotease YMEI1L1 (FtsH1 Homolog) | Af151782
Gruppe 7: Mit mehreren subzell.Lokalisationen

viele Ku86 M30938

N9 Hitzeschock 70kDa protein 8, Transkriptionsvariante 1 Bc019816
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Mas Peptidylprolylisomerase A (Cyclophilin A) Bc005982
2¢ CCT-zeta (Chaperonin containing TCP1, zeta) L27706
Gruppe 8: Mit unbekannter Lokalisation

C3 Bac clone RP11-555K2 Ac018692
E3 Bac clone XXbac-55C20 Ai1591044
U2 GASS5 (Homo sapiens growth arrest-specific 5) Bc038733
Ma2 KIAA1191 Protein Cb155134
Mab UBX domain containing 2 protein D87684

72 Zink finger Protein 292 Ab011102
G5 Zink finger Protein 238 (RP58) Bc036677
75 Chromosom 14, ORF 149 Bi828749
2a FK506 binding protein 5 Bc042605
3b Protein X 0004 Bc008416
3c RNA-binding motif Protein 25 Ak125513
3d Hypothetisches Protein FLJ11730 Bc056406
3g Klon CTB-193M12 Ac026401
8e Cep290 (centrosomal protein 290) oder auch se2-2 Af273044

Gruppe 9: Plasmamembran-Lokalisation

A3 Integrin alpha 4 (CD49D) 112002

C4 Ligatin Bc058905
Ul MT5-MMP (auch MMP24) Bc047614
9a MHC Klasse 1, HLA-A X13111

'Die Sequenzen der cDNA-Inserts wurden mit dem HUSAR-Programm ,blastn2“ in
Datenbanken nach homologen Sequenzen analysiert.

Die in ihrer Lokalisation unbekannten Proteine, die in Gruppe 8 der Tabelle 7
zusammengefasst sind, wurden mit Computeranalysen auf Membran-Motive und eine
Plasmamembran Lokalisierung untersucht (s. Material und Methoden, Kapitel 2.8.). Fiir
keines dieser Proteine ergab sich eine Plasmamembran-Lokalisation. Sie werden daher im

Folgenden nicht mehr angesprochen.

Die Literaturrecherchen ergeben fiir einige der in ihrer Lokalisation bereits
bekannten Proteine Aufgaben bei Tumoren.

Fiir weitere Expression-Analysen sollten zunichst von allen bekannten Proteinen aus Tabelle
7 Informationen tiber ihre Funktionen und auch welche iiber ihre mogliche Rolle bei Tumoren
gesammelt werden. Nach Literaturrecherchen kénnen sie daher auller nach ihrer subzelluldren
Lokalisation, wie sie in der obigen Tabelle zusammengefasst sind, auch nach ihren
Funktionen kategorisiert werden:

Die erste groBe Gruppe bilden dabei diejenigen, die in der Proteinsynthese involviert sind:

Das ribosomale Protein S6 (Klon Y2), der Translations-Initiationsfaktor 4a (NS), der
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Translations-Elongationsfaktor 1o (2f) und Lysyl-tRNA Synthetase (drei Klone) sind
direkt in der Peptidsynthese beteiligt, wohingegen die Chaperone Calnexin (zwei Klone),
caseinolytische Protease X édhnliches Protein (Z1, ClpX), Hitzeschockprotein 70 (N9,
Hsp70) und die zeta-Untereinheit des TCP-1 enthaltenden Chaperonins (Chaperonin
containing TCP-1 [tailless complex polypeptide 1], subunit zeta, 2c), die naszierenden
Proteine zu ihrer richtigen Faltung verhelfen. Cyclophilin A (Ma5) ein weiteres Chaperon
wurde bereits in der Immunprézipitation identifiziert und kann bis zu 2% des Gesamt-
Proteingehalts einer Zelle ausmachen. Rab10 (D13) ist am Transport von Vesikeln innerhalb
des Golgi-Apparates beteiligt. Der Arginin/Serin-reiche Spleiifaktor 11 (A2) arbeitet einen
Schritt vor den bereits genannten Proteinen bei der Reifung der Pra-mRNA. Ribonukleotid
Reduktase M2 (D6, RRM2) liefert Vorldufer fiir die DNA-Synthese und steht damit ganz am
Anfang im Syntheseprozess. Zwei Faktoren, die im Lipidsynthese-Vorgang beteiligt sind,
wurden ebenfalls in der Analyse identifiziert: Stearoyl-CoA-Desaturase 4 (4d) und
Cytochrom bS5 (fiinf Klone).

Desweiteren wurden auch Proteine gefunden, die in der Regulation von Replikation eine
Funktion haben wie Nuclear P1 (Klon D8, (Hu et al., 1993) und das nukleére Aurora A
Kinase interacting protein (Ma4), das inhibitorisch auf die Aurora A Kinase wirkt.
Mitglieder der Aurora A Kinasen regulieren die Struktur und Funktion der Zentrosomen und
des Spindelapparates und werden als Onkogene diskutiert (Kiat et al., 2002). Der BRCA2-
assoziierte Faktor 25 (3e, Braf25) ist eine SpleiBvariante von Braf35, das im Komplex mit
BRCA2 (Breast Cancer gene 2) mitverantwortlich ist in der Kontrolle der
Zellzyklusprogression (Wang et al., 2002a).

Einige der Proteine lassen sich schwer in Gruppen zusammenfassen wie das Homer
Homolog 1 (V1), das seine Aufgabe im Calcium-Signalweg hat. Es bindet dabei an den
metabotropischen Glutamat-Rezeptor, der wiederum durch Spaltung von Membranlipiden die
Aktivierung anderer Mitglieder der Signalkaskade auslost, was schlielich die Freisetzung
von Ca”"-Ionen aus dem Endoplasmatischen Retikulum bewirkt (Behr et al., 1999). RAB2L
(Abkiirzung ist in der Literatur nicht erklart, Klon L7) weist Homologien zum Ral-Guanin
Nukleotid Dissoziierungsstimulator (RalGDS) auf, das wiederum aktivierend auf Ral, einem
Mitglied der Ras-Familie, fungiert (Isomura et al., 1996). NeddS (4a) gehort zur Familie der
Septine. Sie haben eine GTPase-Aktivitdt und sind im Zytoskelett lokalisiert. IThre Aufgaben
sind vor allem in der Zytokinese zu finden (Sakai et al., 2002). Es wurde auch die Hefe
Methyl-Esterase 1-dhnliche ATP-abhiingige Metalloproteinase 1 (YMEILI, Klon 9d)

gefunden, die im mitochondriellen Proteinmetabolismus involviert ist.



ERGEBNISSE 86

Von den 90 reaktiven Phagenklonen enthielten 40 Klone das umgeschriebene Transkript fiir
Ku86. Es bildet mit Ku70 zusammen das Ku Autoantigen. Es wurde zum ersten Mal durch
Auto-Antikdrper in verschiedenen Seren von Patienten mit dem Sklerodermapolymyositis
tiberlappenden Syndrom entdeckt (Mimori et al., 1990). Spiter fand man Ku86 und Ku70
involviert in vielen Prozessen wie 1) dem DNA Doppelstrang-Bruch Reparaturmechanismus,
i1) der V(D)J Rekombination der Immunglobulin- und T-Zellrezeptor-Gene, iii) der DNA-
Replikation, iv) Regulation von Hitzeschock-induzierten Antworten und v) Schutz der
Chromosomen {iiber die Telomer-Erhaltung.

hZimp10 (human zinc finger-containing, Mizl, PIAS-like protein of chromosome 10, Klon
E4) ist in einer Yeast-two-hybrid Suchanalyse nach Androgen-Rezeptor interagierenden
Proteinen gefunden worden (Sharma et al., 2003). Der nukledre Androgen-Rezeptor spielt
eine zentrale Rolle in der méinnlichen Geschlechts- aber auch der Prostatakrebsentwicklung
(Jenster, 1999). Die Studie entdeckte mit hZimp10 einen neuen Regulator fiir den Androgen-
Rezeptor, der durch Sumoylierung fiir eine verstirkte Aktivitit des Rezeptors in Prostata-
Tumorzellen sorgt. Sie fanden aufer in Prostata-Tumorzellen auch eine Expression vor allem
in gesundem Ovarialgewebe, Prostata, Testis und auch Milz. Lediglich eine schwache
Expression konnte auch in peripheren Blutlymphozyten beobachtet werden.

Forkhead Box M1 (FOXMI1, Klon Ma3), frither auch bekannt als MPP2/MPHOSPH?2 oder
Trident/FKHL16 (Korver et al., 1997), gehort zu der groBen Familie der Fox
Transkriptionsfaktoren. Sie sind durch ein 100AS langes, konserviertes Winged-helix DNA-
Bindemotiv gekennzeichnet (Clark et al., 1993). Fiir den Menschen sind mehr als 50
Mitglieder beschrieben. Das 85kDa grofle FOXM1 ist ubiquitir in proliferierenden Zellen des

Embryonalgewebes exprimiert und spielt dabei eine wichtige Rolle im Zellzyklus.

Vier bekannte Plasmamembranproteine wurden mit den Kaninchenseren
identifiziert.

Als erstes Plasmamembranprotein wurde Ligatin (C4) identifiziert. Es dient als
Bindungspartner von peripheren Phosphoglykoproteinen an der externen Zelloberfliche
(Marchase et al., 1982). Ligatin war in einer SEREX-Suche nach hepatozelluldren Karzinom-
Tumorantigenen identifiziert worden (Wang et al., 2002c). Folgende Analysen ergaben
jedoch eine ubiquitdre Expression.

Das humane MHC I-Protein, HLA-A (human leukocyte antigen, type A, Klon 9a) wurde
ebenfalls identifiziert. MHCI wird auf Zellen jedes Typs exprimiert und ist mit seiner
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Antigenprésentation in der Aktivierung von zytotoxischen CD8+ T-Zellen und somit in der
zelluldren Immunantwort involviert.

Das Plasmamembranprotein MTS5-MMP (membrane-type 5 matrix metalloproteinase, Klon
Ul) gehort zur Familie der Matrix Metalloproteinasen. Zusammen mit loslichen Formen
bilden membranstindige MMP eine Familie von Zink-bindenden Endopeptidasen, die fiir die
Degradation der extrazelluldren Matrix hauptverantwortlich sind. MT5-MMP wurde zum
ersten Mal 1999 vorgestellt. Die fiinfte membranstindige Form wurde aus einer Maus Gehirn-
cDNA Bank isoliert und identifiziert (Pei, 1999). Es stellte sich heraus, dass die murine Form
mehr als 95% homolog zur humanen Form ist. Das 58kDa grole MT5-MMP, auch unter
MMP24 bekannt, gehoért mit seiner Transmembrandomane zu den membranstindigen
Metalloproteinasen MT1-, MT2- und MT3-MMP. Wie andere MT-MMP ist auch MTS5 in der
Lage MMP2, die Progelatinase A, zu aktivieren. Untersuchungen ergaben, dass MT5-MMP
auBler MMP2 auch den Metastasierungssupressor KiSS-1/Metastin (SS, suppressor sequence)
moduliert. Erste Expressions-Analysen ergaben eine Expression in adultem Normalgewebe
von Gehirn, Niere, Pankreas und Lunge (Llano et al., 1999; Pei, 1999).

Integrin a4 (Klon A3) gehort zur Familie der Integrine, die aus a- und B-heterodimeren
Plasmamembranproteinen bestehen. Fiir ihre Aktivierung sind divalente Kationen notwendig.
Vorrangig spielen sie eine Rolle in Adhésionsvorgingen zwischen Zellen und Zellen mit
Komponenten der extrazelluliren Matrix. Thre zytoplasmatische Domine steht dabei mit F-
Actin und Proteinen von Signalketten in Wechselwirkung. Die a4-Untereinheit, auch als
CD49d bekannt, bildet mit f7 und B1 die Integrine VLA-4 (very late antigen-4) bzw. LPAM-
1 (lymphocyte Peyer's patch adhesion molecule-1), die auf den meisten Leukozyten-Zelltypen
exprimiert werden. Sie fungieren als Rezeptoren des vaskuldren Zell-Adhdsionsmolekiils
(VCAM-1), das auf aktivierten Endothelzellen exprimiert wird. Sie binden auch Fibronectin,
ein in der extrazelluldren Matrix und im Blut verbreitetes adhésives Protein. Das Heterodimer
04p7 interagiert zusdtzlich noch mit dem mukosalen Addressin Zell-Adhésionsmolekiil-1
(MAdCAM-1). Die Bindung an ihre Partner ist vor allem im sogenannten Homing der
Leukozyten wichtig. Bei diesem Vorgang handelt es sich um den Austritt aus dem Blutgefal3

ins Zielgewebe (Extravasation) wie zum Beispiel bei Entziindungsreaktionen.
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Fiir weitere Analysen sind ausgewéhlt: die Plasmamembranproteine
MTS5-MMP und Integrin a4 und die Nicht-Plasmamembranproteine
hZimp10, FOXM1 und Ku86.

Auf Basis der aus der Literatur erhaltenen Informationen iiber ihre Lokalisation, ihren
Zellfunktionen und auch moglichen Rollen in Tumorgenese (hier nicht aufgefiihrt) wurden
einige der identifizierten bekannten Proteinen der SEREX-Analyse fiir weitere Analysen
ausgewdhlt: Die beiden nukledren Proteine hZimpl0 und FOXMI, sowie die beiden
Plasmamembranproteine MT5-MMP und Integrin a4. Sie sollten mit Real-time PCR und
teilweise auch mit Western Blot Analysen auf ihre Expression beim kutanen T-Zell Lymphom
untersucht werden.

Desweiteren wurde als fiinftes Protein fiir eingehendere Untersuchungen das in mehreren
Zellkompartimenten vorliegende Protein Ku86 vorgesehen, das in nahezu der Hilfte aller
reaktiven Phagenklone inseriert war (40 von 90 Klonen). Es sollte auf eine mogliche

Lokalisation in der Plasmamembran analysiert werden.



ERGEBNISSE 89

3.6. Bei Zellen der kutanen T-Zell Lymphomlinie HuT78 ist das
Nicht-Plasmamembranprotein Ku86 auch Teil von ,,Lipid rafts*

Das in Tabelle 7 vorgestellte intrazelluldre Protein Ku86 ist in der SEREX-Analyse sehr oft
identifiziert worden. Ein nicht abwegiger Grund fiir seine hiufige Identifizierung kdnnte eine
hohe Transkriptzahl in der cDNA Phagenbank oder auch eine starke Immunogenitit des
Proteins sein, so dass die Kaninchen verstirkt Antikorper gegen das humane Ku86
generierten. Es wire aber auch moglich, dass eine Plasmamembranstindigkeit des Proteins
vorliegt.

Daher wurde untersucht, ob Ku86 in der Plasmamembran der HuT78-Zelle lokalisiert ist,
speziell in Detergenz-resistenten Membrandoménen, sogenannten ,,Lipid rafts®. Die Wahl der
Kontrollzellen fiel auf mononukledre Zellen des peripheren Bluts (PBMC) eines gesunden
Probanden. Fiir die Analyse wurden 3 x 10° HuT78-Zellen und der Kontrollzellen zunichst
homogenisiert, mit Triton X-100 bei 4°C behandelt und schlieBlich mit einem
diskontinuierlichen Sukrose-Dichtegradienten aufgetrennt. Die Zellsuspensionen wurden
dabei in 40% Sukrose eingegeben und mit 30% und 5% Sukrose in Puffer iiberschichtet. Die
Proteinkomplexe flotieren durch den Sukrose-Gradienten und lagern sich ihrer Dichte
entsprechend an.

Aufgrund der Resistenz gegen nicht-ionische Detergenzien bleiben ,,Lipid rafts* auch nach
Behandlung mit Triton X-100 bei 4°C in ihrer Form stabil und flotieren aufgrund ihrer
geringeren Dichte nach oben in den Bereich zwischen 5% und 30% Sukrose. Nach der
Zentrifugation wurden 1ml-Fraktionen von oben der Dichtegradienten abpipettiert und jeweils
ein Aliquot auf SDS-Polyacrylamidgele geladen. In Abbildung 14 sind die Western Blot
Analysen der Gradienten-Fraktionen mit Antikdrpern gegen Ku86 und Lck dargestellt. Lck ist
ein T-zellspezifisches Mitglied der Src-Kinase-Familie und dient hier als ,,Lipid raft Marker.
Im unteren Teil sieht man Coomassie gefarbte Gele, die einen Vergleich der aufgetragenen
Gesamt-Proteinmengen erlauben.

Aufgrund des Abpipettierens von oben, steigt die Dichte in Abbildung 14 von links nach
rechts an. Die Spuren 3, 4 und 5 in der Abbildung stellen die ,,Lipid rafts* Fraktionen dar, was
durch die starken Signale mit dem a-Lck Antikorper deutlich wird. Die Spuren 5 bis 9 (bei
Kontroll-PBMC bis 10) enthalten die Detergenz-16slichen Proteine der Zelle. Die letzten
Spuren (Spur 10 bei HuT78 und Spur 11 bei Kontroll-PBMC) bestehen aus grofleren
Zellfragmenten, die eine hohere Dichte als 40% Sukrose aufwiesen und daher durch die

Zentrifugation pelletiert wurden. Spur 11 der Kontroll-PBMC weist allerdings in allen
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Analysen keine Bande auf, da sich offensichtlich beim Blotten eine Luftblase an dieser Stelle

befand. Diese Spur ist allerdings fiir die Analyse nicht relevant.

Fraktionen der HuT78 Zellen Fraktionen der Kontroll-PBMC
M34678910 M 2 3 4 5 6 8 9 10

200 ol
19

50
Coo- 37

massie

25
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Abbildung 14: Lokalisierung von Ku86 in ,,Lipid rafts* von CTCL-Zellen und Kontroll-PBMC.
HuT78 Zellen und PBMC eines gesunden Probanden wurden mit Triton X-100 behandelt und in einer
diskontinuierlichen Sukrose-Dichtegradienten-Zentrifugation aufgetrennt. Die Nummerierung der
aufgetragenen Spuren entspricht dabei den von oben abgenommenen Fraktionen des Gradienten. Von
allen Fraktionen wurden jeweils 35ul aufgetragen. Alle Western Blot Analysen wurden mit einem Blot
durchgefiihrt. Ein dquivalent aufgetragenes SDS-PAGE-Gel wurde Coomassie gefirbt. In Spur 8 der
Kontroll-PBMC ist offensichtlich weniger als 30ul aufgetragen worden.

Spur M: Marker; Spuren 3, 4, 5: ,,Lipid rafts* Fraktionen; Spuren 5-9 (HuT78) bzw. 5-10 (Kontroll-
PBMC): Detergenz-16sliche Proteine; Spur 10 bzw. 11 (Kontroll-PMBC): grofiere, pelletierte
Zellfragmente

Mit néherer Betrachtung sind bei den Kontroll-PBMC zwei Banden von Lck zu sehen. In den
Spuren 3, 4 und 5 ist die obere Bande stérker, in den Spuren 6, 8 und 9 sind beide gleich stark
und in der Spur 10 ist die untere wiederum stérker. Lck trdgt im aktivierten Zustand Phosphat-
Reste, die die unterschiedlichen Gréfen des Proteins verursachen. Das Coomassie gefarbte
Gel der HuT78-Proben ist schwicher als das der Kontroll-PBMC, das auf eine niedriger
aufgetragene Gesamt-Proteinmenge deutet. Offensichtlich ist wahrend der Prozedur ein Teil
der HuT78-Probe verloren gegangen.

Betrachtet man die Signale mit dem Ku86-Antikoérper zundchst in den Fraktionen der
Kontroll-PBMC, so ldsst sich eine Gleichverteilung iiber alle Fraktionen hinweg beobachten
(s. Abbildung 14 rechts), wohingegen in HuT78-Zellen die Signale mit zunehmender
Fraktionsnummer in den 16slichen Fraktionen stirker wird (s. Abbildung 14 links). Dennoch

liegt eine gewisse Menge an Ku86 in den ,,Lipid rafts* Fraktionen der HuT78 Zellen vor.
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Allerdings ist die Proteinmenge an Ku86 in den HuT78-Fraktionen allgemein so hoch, dass
die in den ,,Lipid raft” Fraktionen enthaltenen Mengen lediglich diffundiertes, 16sliches Ku86
sein konnten. Um dies auszuschlieBen, wurde ein zweiter Sukrose-Stufengradient mit héheren
Konzentrationen gefahren. Dabei wurden die ,,Lipid rafts“-Fraktionen (Fraktionen 3, 4, und 5)
der ersten Zentrifugation zunichst vereinigt und in 50% Sukrose eingegeben. Beschichtet
wurde dieses Gemisch mit 40%igem und schlieBlich mit 5%igem Sukrose-TKM-Puffer. Nach
einer erneuten Zentrifugation wurden 1ml-Fraktionen von oben abpipettiert. Die neu
entstandenen Fraktionen 3 und 4 stellen wieder die Fraktionen der ,,Lipid rafts* dar (siche

Lck-Signal in Abb. 15).

Abbildung 15: Bestitigung der Lokalisierung von

HuT78 Kontroll- |Ku86 in den ,,Lipid rafts“ von CTCL-Zellen. Mit einer
PBMC |zweiten Zentrifugation konnte Ku86 erneut in den ,,Lipid
3 4 _ 3 4 rafts“-Fraktionen von HuT78 und Kontroll-PBMC

detektiert werden. Von den Fraktionen 3 und 4 der HuT78

G-KUS6._q—-:! und auch Kontroll-PBMC wurden 30pl aufgetragen. Die
. Nummerierung entspricht den von oben abgenommenen
a-Lck . - @ | | |;m-Fraktionen. Fiir die Analyse wurden zwei Blots
- verwendet und mit den gleichen Antikérpern wie in

Abbildung 14 inkubiert.

Es wurde erneut Ku86 in den ,Lipid rafts* Fraktionen des zweiten Gradienten in beiden
Gruppen, HuT78 und Kontroll-PBMC, nachgewiesen. Dabei ist die Ku86-Menge auch durch
den hoher konzentrierten Sukrose-Gradienten in die obere Phase flotiert und stammt dabei
nicht aus einem stark Ku86-konzentrierten Zellgemisch, sondern aus den ,Lipid rafts*
Fraktionen der ersten Zentrifugation (s. Abbildung 14 Fraktionen 3, 4 und 5). Somit konnte
das hier nachgewiesene Ku86 tatsdchlich in ,,Lipid rafts lokalisiertes Protein sein. Ein
zusitzlicher Hinweis ist das gleiche Mengenverhéltnis von Ku86 zu Lck in den Fraktionen,

was sowohl in Abbildung 14 als auch in Abbildung 15 zu sehen ist.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der Western Blot Analysen der Fraktionen beider
Zentrifugationen, dass unabhédngig der Verteilung von Ku86 innerhalb der Zelle seine
Gesamtmenge in den HuT78 Zellen entscheidend hoher ist als in der Kontroll-PBMC-Probe,
was im Hinblick auf das Coomassie gefirbte Gel der Abbildung 14 deutlich wird. Uber eine
Rezentrifugation wurde bestitigt, dass es sich bei den nachgewiesenen Ku86-Mengen in den
»Lipid rafts® Fraktionen tatsdchlich um Ku86-Protein handelt, das in diesen
Membrandoménen lokalisiert ist.

Trotz der Tatsache, dass mononukleédre Zellen des peripheren Bluts (PBMC) aus etwa einem

Viertel Nicht-T-Zellen ndmlich B-Zellen, natiirlichen Killerzellen und Monozyten bestehen,
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die Lck nicht exprimieren, scheint die Menge an Lck in HuT78-Zellen erhoht. Betrachtet man
die Lck-Signale in den HuT78-Fraktionen, so erscheinen sie auch unter Riicksichtnahme der

niedriger beladenen Gesamt-Proteinmenge bei HuT78 (siche Comassie-Farbung) viel stérker.
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3.7. Beim kutanen T-Zell Lymphom wurde eine von Normalzellen
abweichende Transkriptionshohe von hZimp10, FOXM1 und

MTS-MMP nicht aber von Integrin a4 gefunden

Zu den aus der SEREX-Analyse ausgewéhlten Proteinen MT5-MMP, Integrin 04, hZimp10
und FoxM1 wurden Real-time PCR Analysen durchgefiihrt um ihre Transkriptionshéhen bei
Patienten mit kutanem T-Zell Lymphom zu erfassen. Dabei wurden als erste Gruppe
Hautproben von sieben Mycosis fungoides-Patienten (Stadium IIb-IVa), als zweite Gruppe
Hautproben von fiinf Patienten mit benignen inflammatorischen Hauterkrankungen wie
Dermatitiden (zwei Proben) und verschiedenartigen Ekzema (drei Proben) und als dritte
Gruppe Hautproben sechs gesunder Probanden untersucht. Zusitzlich wurden als vierte
Gruppe PBMC-Proben von fiinf Sézary Syndrom-Patienten (hauptsidchlich Stadium IV) und
von fiinf gesunden Probanden als fiinfte Gruppe analysiert. Fiir die cDNA Synthese wurden in
Ansitzen von 20ul jeweils 1pg Gesamt-RNA verwendet. Fiir die PCR-Analyse wurde
schlieBlich 1pl der cDNA-Probe eingesetzt (s. Material und Methoden, Kapitel 2.12.).

Fiir die Spezifitit der jeweiligen Analysen wurden zunéchst die Amplifikate der PCR-Ansitze
getestet. Sie wurden dafiir iiber Agarose-Gelelektrophorese auf das Vorliegen weiterer
unspezifische Banden untersucht und das PCR-Produkt mit einer Sequenzierung bestdtigt
(Analysen sind hier nicht gezeigt). Desweiteren wurden auch die Primer auf Dimerisierung in
einer Schmelzkurven-Analyse getestet. Erwiesen sich alle ausgewihlten Bedingungen fiir die
Analysen als geeignet, wurden zunichst aus den PCR-Produkten Proben mit definierten
Molekiilzahlen angefertigt und mit ihnen eine Standardreihe erstellt (s. Material und
Methoden, Kapitel 2.13). So war es auch mdglich die Transkriptzahlen in den zu
untersuchenden Proben zu ermitteln, da ihre Fluoreszenz-Daten mit denen der Standardreihe
verglichen wurden, deren Transkriptzahlen dem Messgerit eingegeben waren. Ein Beispiel ist
im Anhang 1 beigefiigt. Im weiteren Verlauf sollen die auf diesem Wege ermittelten
Transkriptzahlen als sogenannte abgeleitete Transkriptzahlen bezeichnet werden.

Um die erhaltenen Werte auch in Beziehung zueinander sehen zu konnen, wurde in allen
Proben als Referenzgen die konstitutiv exprimierte Hydroxymethyl-Bilane Synthase, kurz
HMBS, gemessen. HMBS ist ein Haushaltsgen, das auf niedrigem Niveau exprimiert wird
und daher als Referenz fiir schwach exprimierte Gene gut geeignet ist.

Die PCR-Messungen wurden durchweg mit 40 Zyklen durchgefiihrt. Die Annealing-
Temperatur fiir die Transkriptmessung von MT5-MMP lag bei 66°C, von Integrin a4 bei
59°C, von hZimp10 bei 60°C, von FOXM1 bei 62°C und von HMBS bei 64°C.
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Die Messungen der Proben erfolgte in 96 Lochplatten, wobei von jeder Probe drei
Parallelmessungen und von den Standardproben zwei Parallelmessungen durchgefiihrt
wurden. Alle Proben wurden in zwei Durchgingen fiir jedes Gen getestet, d.h. jedes Gen
wurde in jeder Probe sechsmal getestet. SchlieBlich wurden die Mittelwerte der abgeleiteten
Transkriptzahlen errechnet und durch die der Referenzgen-Werte dividiert. Die entstandenen
Quotienten sollten das Verhiltnis der jeweiligen Gene zu HMBS anzeigen. Um sie im
Vergleich miteinander sehen zu konnen, wurden sie schlieBlich in einem Diagramm
dargestellt. Alle abgeleiteten Transkriptzahlen der Analysen sind im Anhang 2 tabellarisch
dargestellt.
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Die Transkriptionshohe der Matrix Metalloproteinase MTS5-MMP ist bei
Mycosis fungoides Patienten erniedrigt.

Das erste untersuchte Plasmamembranprotein, das aus den identifizierten Proteinen der
SEREX-Analyse ausgewihlt worden war, ist die Matrix Metalloproteinase MT5-MMP.

Auf der Y-Achse des Diagramms von Abbildung 16 sind die einzelnen Proben und auf der X-
Achse ist die Expression von MT5-MMP in Relation zu HMBS angegeben: Zum Beispiel
enthédlt die PBMC-Probe 5 der gesunden Probanden (letzte Probe des Diagramms) 15fach
mehr MT5-MMP- als HMBS-Kopien. Fiir die Hautproben der Mycosis fungoides-Patienten
(MF Pat.) weist das Diagramm eine Erniedrigung im Vergleich zu denen der gesunden
Probanden auf. Im Gegensatz dazu haben drei PBMC-Proben von Sézary Syndrom-Patienten
(SzS Pat.) etwas hohere Werte und zwei niedrigere Werte als die PBMC-Proben gesunder

Probanden, so dass hier keine Aussage getroffen werden kann.

[ (  Falll
Fall 2
Fall 3
MF- < Fall 4
Pat. Fall 5
Fall 6
. Fall7
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¥ Pat. Fall 2
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de Probe 3
Proban- < Probe 4
d Probe 5
\ en g Probe 6
. (" Falll
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PBMC< i
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de Probe 2
Proban- Probe 3
Probe 4
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I I I 1
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MT5-MMP/HMB S

Abbildung 16: Transkriptionshbhe von MT5-MMP bei CTCL. In der Analyse wurden 5
Gruppen analysiert. Hautproben von Mycosis fungoides-Patienten wurden mit denen von Patienten
mit benignen Hauterkrankungen und denen von gesunden Probanden verglichen. Zusitzlich wurden
PBMC-Proben von Sézary Syndrom-Patienten und von gesunden Probanden untersucht. Im
Hautvergleich zeigen Mycosis fungoides-Patientenproben im Vergleich zu Proben gesunder
Probanden eine Erniedrigung.
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Die Transkriptionshohe von Integrin o4 ist bei Sézary Syndrom Patienten
nicht erhoht.

In Abbildung 17 sind die ermittelten Quotienten von Integrin a4 dargestellt, das in denselben
Haut- und PBMC-Proben untersucht worden war. Im Gegensatz zu gesunden Probanden und
Patienten mit benignen Hauterkrankungen ist in der Haut von drei MF-Fillen eine messbare
Expression zu sehen. Die PBMC-Proben der SzS-Patienten weisen mit einem Ausrei3er (Fall
4) im Vergleich zu den PBMC-Proben der gesunden Probanden gleiche oder tendenziell

niedrigere Werte auf.
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Abbildung 17: Transkriptionshéhe von Integrin a4 bei CTCL. Die gleichen Proben wie in
Abbildung 16 wurden hier auf Integrin a4 untersucht. Im Vergleich zu Patienten mit benignen
Hauterkrankungen und zu gesunden Probanden ist in drei Hautproben von MF-Patienten eine
Expression zu sehen. Bis auf einen Ausreier (Fall 4) zeigen die PBMC-Proben der SzS-Patienten
gleiche oder tendenziell niedrigere Werte als die der gesunden Probanden.
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Die Transkriptionshohe von hZimp10 ist bei CTCL-Patienten erniedrigt.

Die abgeleiteten Transkriptzahlen des Nicht-Plasmamembranproteins hZimp10 (human zinc
finger-containing, Mizl, PIAS-like protein of chromosome 10) unterscheiden sich erheblich
von denen von MTS5-MMP und Integrin a4, was an der X-Achse des Diagramms in
Abbildung 18 deutlich wird (s. auch Rohdaten im Anhang). Sie lagen ndmlich unter denen
von HMBS, so dass fast alle Quotienten unter 1 liegen.

Das Diagramm zeigt im Vergleich zu gesunden Probanden und Patienten mit benignen
Hauterkrankungen nur fiir zwei MF-Fille eine Expression von hZimpl0 und daher eine
Erniedrigung zu gesunden Probanden und Patienten mit benignen Hauterkrankungen. Auch
im PBMC-Vergleich zeigen die SzS-Patientenproben eine tendenziell niedrigere Expression

als die Proben gesunder Probanden.
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Abbildung 18: Transkriptionshéhe von hZimp10 bei CTCL. Die CTCL-Proben (MF Pat. und SzS
Pat.) weisen im Vergleich den gesunden Kontrollgruppen eine niedrigere oder teilweise fehlende
Expression von hZimp10 auf.
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In drei Sézary Syndrom Patienten wurde eine FOXMI1-Expression
gemessen.

Als letztes wurde der Transkriptionsfaktor FOXMI1 analysiert. Auch hier lagen viele
ermittelten Transkriptmengen so weit unter denen des Referenzgens HMBS, dass auf eine
fehlende Expression geschlossen werden kann. Mit der Darstellung in Abbildung 19 wird
weiter veranschaulicht, dass im Vergleich zu den iibrigen Proben eine FOXM1-Expression in

drei PBMC-Proben von Sézary Syndrom Patienten erfasst wurde.
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Abbildung 19: Transkriptionshohe von FOXM1 bei CTCL. Im Vergleich zu den iibrigen Proben
kann in drei PBMC-Proben von Sézary Syndrom Patienten eine Expression von FOXM!1 beobachtet
werden.



ERGEBNISSE 99

3.8. Das Plasmamembranprotein MT5-MMP weist beim kutanen
T-Zell Lymphom ein von Normalzellen abweichendes
Reifungsmuster auf

Nachdem Real-time PCR Analysen im Vergleich zu gesunden Probanden erniedrigte
Transkriptmengen von MT5-MMP in Hautproben von MF-Patienten zeigen konnten, sollte in
den folgenden Analysen auch ein mdglicher Unterschied im Reifungsmuster von MT5-MMP
untersucht werden. Es ist bekannt, dass das Protein nach seiner Translation weiter prozessiert
wird, so dass letztlich mehrere Formen in und auflerhalb der Zelle vorliegen.

Das frithe Translationsprodukt von MT5-MMP besteht wie die membranstindigen Mitglieder
MT1-, MT2- und MT3-MMP N-terminal aus einer Signalsequenz (Pridoméne) und einer
Prodoméne, die bei der Aktivierung abgespalten wird. AnschlieBend folgt iiber eine Furin-
dhnlichen Spaltungsstelle die katalytische Domine, die wiederum {iber eine kurze Hinge-
Region mit einer flir die Substraterkennung wichtigen Hidmopexin-dhnlichen Doméne
verbunden ist. An sie ist ein kurzer Stamm angehéngt. Gefolgt wird er von der kurzen
Transmembrandoméne. Eine kleine zytosolische Doméne bildet den C-Terminus des Proteins.
Fiir die Abspaltung der Prodomédne und somit die Aktivierung von MT5-MMP sorgen
Proteinasen im Golgi-Apparat (Folgueras et al., 2004). Zusitzlich werden MT5-MMP-
Proteine teilweise auch von der Transmembran- und der zytosolischen Doméne
posttranslationell abgespalten und als 16sliche Formen sezerniert (Pei, 1999). Diese haben
eine Grofle von 40 und 46kDa. Desweiteren wird ein Teil der MT5-MMP-Proteine im Trans-
Golgi-Netzwerk von Furin-Typ Konvertasen weiter gespalten, so dass eine 28kDa grofie
Form entsteht. Es handelt sich hierbei um die katalytische Doméne, die als eine 16sliche Form
sezerniert wird und unabhéngig von der Zelloberflache als Proteinase aktiv ist. Alle Formen
werden innerhalb der Zelle produziert und auch die Aktivierung erfolgt im Zellinneren.

Somit existiert MT5-MMP in mindestens vier verschiedenen Formen: Zum einen als inaktives
Zymogen mit einer Grofe von 64kDa, als aktivierte membranstidndige Form mit einer Grof3e
von 58kDa, als losliche Form mit einer GroBe von 40 und 46kDa und als abgespaltene,
l6sliche katalytische Doméne mit einer Gréf3e von 28kDa.

Um die einzelnen Formen und ihre Zusammensetzung beim kutanen T-Zell Lymphom zu
analysieren, wurden Zelllysate der vier CTCL-Zelllinien SeAx, HH, Cou-L3 und HuT78 und
eine Kontrollgruppe von CD4+ T-Zellen, die aus peripheren Blutmonozyten vier gesunder
Personen mit Microbeads isoliert wurden, auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen
(Abbildung 20A). Zum anderen wurden periphere Blutmonozyten von Sézary Syndrom-

Patienten und eine Hautprobe eines Mycosis fungoides-Patienten mit peripheren
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Blutmonozyten vier gesunder Probanden verglichen und ebenfalls auf ein SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen. (Abbildung 20B).

A CTCL- Kontroll- CTCL- Kontroll- B
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Abbildung 20: Das von Normalzellen abweichende Reifungsmuster von MT5-MMP bei CTCL
Fiir die Analyse wurden Zelllysate aufgetragen. Die Ponceau-Fiarbung und der Western Blot mit einem
MT5-MMP Antikorper wurden mit demselben Blot durchgefiihrt. Der Vergleich von CTCL-Zelllinien
mit isolierten CD4+ T-Zellen gesunder Probanden (A), sowie PBMC von SzS-Patienten und einer
Hautprobe eines MF-Patienten mit PBMC gesunder Probanden (B) zeigt, dass die aktiven 16slichen
MT5-MMP Formen (46, 40 und 28kDa) in CTCL Proben unterprédsentiert sind. Aber auch die
membranstdndigen Formen, besonders das Zymogen (64kDa), sind bei CTCL weniger vertreten.

A: 1: SeAx, 2: HH, 3: Cou-L3, 4: HuT78, 5-8: CD4+ T-Zellen gesunder Probanden (je 20ug)

B: 1: MF Pat.-Haut, 2-4: SzS Pat.-PBMC , 5-8: PBMC gesunder Probanden (je 40ug)

Als Kontrolle fiir den gleichmafigen Gesamt-Proteinauftrag der Proben wurden nach Transfer
auf Nitrocellulosemembran Ponceau-Férbungen der Blots verwendet. In der obigen
Abbildung sind die Western Blot Analysen mit einem Antikdrper gegen MT5-MMP und die
Ponceau-Fiarbungen beider Vergleiche dargestellt. Der eingesetzte polyklonale Antikdrper
reagiert gegen die katalytische, Hinge und Himopexin-dhnliche Doméne. Da in allen Formen
von MT5-MMP zumindest eine dieser Dominen enthalten ist, bindet dieser Antikdrper an alle
Formen von MT5-MMP.

In Spur 5 der Abbildung 20B sind unterhalb der markanten Bande bei 75kDa alle oben
angesprochenen MT5-MMP Formen (64, 58, 40-46 und 28kDa) zu sehen. Die auf der Hohe
von 75kDa sichtbare Bande ist in allen Spuren zu sehen. Sie konnte die in der Literatur
angesprochene glykosylierte Form sein, deren Aktivierungszustand allerdings nicht ndher

beschrieben ist (Pei, 1999).
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Auf dem in Abbildung 20A dargestellten Blot liegen die Banden der Proform (64kDa) und die
der aktiven membranstindigen Form (58kDa) sehr eng zusammen. Zusitzlich sieht es in
diesem Vergleich so aus, als gébe es keine Proform in den Spuren der Zelllinien. Desweiteren
zeigen zwei der CTCL-Zelllinien, HuT78 und HH, bei relativ gleichméaBiger Proteinbeladung
(s. Ponceau-Fiarbung) eine geringere Menge der aktiven Form bei 58kDa als die gesunden
CD4+ T-Zellen. Am offensichtlichsten ist aber, dass nur bei den Zelllinien SeAx und ganz
schwach bei Cou-L3 die 16sliche Form bei 46kDa schwach erkannt wurde, wohingegen aber
bei keiner der CTCL-Zelllinien die 16slichen Formen bei 40kDa und bei 28kDa zu sehen sind.
Die glykosylierte Form bei 75kDa dagegen ist anscheinend in allen Spuren in etwas gleicher
Menge vertreten.

In Abbildung 20B zeigt der Vergleich von PBMC-Proben von Sézary Syndrom-Patienten und
einer Hautprobe eines MF-Patienten mit PBMC-Proben gesunder Probanden das gleiche Bild.
Allerdings ist hier ein schwaches Ungleichgewicht der Bande bei 75kDa zugunsten der
CTCL-Patientenproben zu sehen. Offensichtlich fehlen bei allen Patientenproben aufler bei
der Hautprobe des MF-Patienten die Proform und bei zwei Proben sogar zusétzlich die aktive
membranstindige Form bei 58kDa. Ferner sind auch hier die l6slichen Formen bei 40kDa und
46kDa bei den Patientenproben weniger stark vertreten als in den PBMC-Proben gesunder
Probanden. Nur zwei Proben (Spur 1 und 3) weisen eine sichtbare Bande bei 46kDa auf. Die
l6sliche aktive katalytische Doméne fehlt hier ebenfalls komplett in allen CTCL-
Patientenproben.

Zusammengefasst konnten hier in der Reifung des MT5-MMP Translationsproduktes im
Vergleich zu den Kontrollgruppen niedrigere Mengen der membranstdndigen Proform und
vor allem der 16slichen Formen bei den CTCL-Proben gezeigt werden. Bei vielen Proben
fehlten sogar einige Formen ginzlich. Hingegen war die als glykosyliert beschriebene Form
bei 75kDa in allen Proben vertreten. Obwohl die Reifungsmuster zwischen den Patienten
stark voneinander abweichen, konnte gezeigt werden, dass das MT5-MMP Protein beim
kutanen T-Zell Lymphom insofern ein von Normalzellen abweichendes Reifungsmuster

besitzt, als ihm durchgiingig die beiden loslichen Formen von 40kDa und 28kDa fehlen.
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4. DISKUSSION

4.1. Die Verwendung reaktiver Kaninchenseren gegen ein CTCL-
Oberflachenpriparat in der Suche nach tumorspezifischen
Proteinen

Die Suche nach Proteinen mit Tumorspezifitit, sei es ihre Uberexpression im Tumor oder ihre
Modifizierung, ist von groflem Interesse fiir die Etablierung neuer immuntherapeutischer
Ansidtze. Speziell Oberflichenproteine, die sich als tumorspezifisch erweisen, stehen im
Fokus von therapeutischen Antikorpertherapien. Beispiele fiir bereits etablierte
Antikorpertherapien fiir Tumore wie Brustkrebs wurden in der Einleitung vorgestellt. Aber
nicht nur fiir die Bekdmpfung, sondern auch fiir die Aufklirung der Entstehung und
Progression von Tumoren kdnnen tumorspezifische Plasmamembranproteine niitzlich sein.
Die Identifizierung solcher Proteine des kutanen T-Zell Lymphoms war das Ziel dieser
Arbeit. Dafiir wurde zundchst mit einer Plasmamembran-Anreicherung ein
Oberfliachenpriparat einer kutanen T-Zell Lymphomlinie hergestellt. Ziel war es dabei ein
Proteingemisch zu gewinnen, das das Spektrum aller auf der Zelloberfliche vorhandenen
Proteine beinhaltet und schlieBlich zur Immunisierung zweier Kaninchen dienen sollte.
Western Blot Analysen des gewonnenen Oberflichenpriparats zeigten deutlich, dass mit der
modifizierten Aufreinigungsmethode nach Ellis et al. (1992) Plasmamembranproteine
angereichert werden konnten. Allerdings zeigten sie auch, dass das Prdparat auch geringe
Mengen an Proteinen anderer Zellkomponenten wie des Endoplasmatischen Retikulums
enthielt. Da die Membran des endoplasmatischen Retikulums dhnlich aufgebaut ist wie die
Plasmamembran, war es schwierig diese auszuschlieBen. Der Nachweis von B-Actin zeigte
zusitzlich wenn auch schwach, dass auch teilweise noch das Zytoskelett mitverschleppt
wurde.

Dennoch war das mechanische Aufbrechen der Zellen mit einem Dounce Homogenisator und
die Anreicherung mit differentiellen Zentrifugationsschritten die schonendste und auch
effizienteste Vorgehensweise um ausreichende Mengen an Plasmamembran fiir die
nachfolgende Immunisierung von Kaninchen zu gewinnen. Fiir ein effektives Aufbrechen
werden zwar oftmals Zellen beschallt, doch hat das zur Folge, dass die Organellen zerstort
werden, was eine Aufreinigung mit differentiellen Zentrifugationen erschweren wiirde. Auch
die hdufig zur Plasmamembran-Isolierung verwendete Biotinylierungsmethode hétte hier

nicht eingesetzt werden konnen, da in der nachfolgenden Immunisierung die Kaninchen sonst
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mit groffter Wahrscheinlichkeit hohe Mengen an Anti-Biotin und auch Anti-Avidin
AntikOrper generiert hitten, die im weiteren Verlauf storend gewesen wiren.

Nach der Immunisierung des ersten Kaninchens wurde mithilfe einer ELISA-Analyse der
Titer der gewonnenen Antiseren getestet. Die Ergebnisse zeigten eine eindeutige Reaktion
gegen das zur Immunisierung verwendete Oberflichenpriaparat. Ferner konnte man auch
sehen, dass die Boostreaktionen keine weitere Steigerung der Gesamtreaktion gegen das
Préparat erzeugten, so dass nur noch zwei Boostreaktionen fiir die Immunisierung des zweiten
Kaninchens durchgefiihrt wurden. Zusidtzlich wurde auch untersucht, ob die gewonnenen
Antiseren Proteine des Pridparats im denaturierten Zustand erkennen. Auch hier konnte eine
eindeutige spezifische Reaktion der Post-Immunseren im Vergleich zu den Pra-Immunseren
beobachtet werden. Mit einer immunzytochemischen Analyse konnte desweiteren beobachtet
werden, dass die Antiseren auch mit der Zelloberfldche ganzer HuT78-Zellen reagierten.
Zusammengefasst zeigten alle Tests, dass die gewonnenen Kaninchen-Antiseren eine
spezifische Reaktivitit Proteine der verwendeten kutanen T-Zell Lymphomlinie HuT78
besallen, die bei der nachfolgenden Immunprizipitation und auch bei der serologischen
Analyse einer cDNA-Phagenbank einer weiteren kutanen T-Zell Lymphomlinie, SeAx,
ausgenutzt werden konnte, um nach Plasmamembranproteinen zu suchen, die in spéteren

Analysen auf ihre Expression bei CTCL untersucht wurden.

Trotz der Voranalysen waren noch einige Fragen iiber die Zusammensetzung der Antikorper
in den Kaninchenseren ungeklirt, die allerdings mit Identifizierung ihrer Antigene in den
folgenden Analysen beantwortet werden sollten:

1) Die Reaktivitétstests zeigten, dass die Kaninchenseren gegen Oberfldchenproteine der
Zelllinie reagierten. Wiirden die Antikorper-Mengen hoch genug sein, um die relativ
hohe Detektionsgrenze in der Immunprézipitation zu liberschreiten?

2) Eine andere Frage, die hier aufkommt ist die der Antigenitit. Besallen
Plasmamembranproteine des Oberfldchenprédparats eine ausreichende um humorale
Immunantworten im Kaninchen auslésen zu kénnen?

3) BekanntermalBen besitzen die meisten plasmamembranstindigen Proteine viele
Glykosyl-, Phosphat- oder auch Sulfatreste. Vorallem Glykosylierungen sind die
wichtigsten posttranslationellen Modifikationen und geben jedem
plasmamembranstindigen Protein ein zusétzliches individuelles Profil. Diese Reste
konnen allerdings grofle Teile oder sogar die komplette Peptidsequenz maskieren, so

dass Antikorper gegen bestimmte Peptidsequenzen nicht erzeugt werden. Reichte
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dennoch die Menge an generierten Anti-Peptid-Antikérper aus um in der
serologischen Analyse der Phagenbank einige zu identifizieren?

4) im Gegensatz zu SEREX-Analyse bezieht die Immunprizipitation Antikorper gegen
modifiziertes  Protein mit ein. Wiirde die Menge ausreichen um

Plasmamembranproteine prizipitieren zu kénnen?

4.2. Immunprizipitation als erste Moglichkeit fiir die
Identifizierung von Proteinen, gegen die die Kaninchenseren
reaktiv sind

Immunprézipitationen haben oft das Ziel einzelne Proteine oder Bindungspartner bestimmter
Proteine (Ko-Immunprézipitation) zu identifizieren. In der hier durchgefiihrten
Immunprézipitation hingegen sollten aus dem Proteingemisch des Oberflichenpréparats alle
Proteine identifiziert werden, die von Antikorpern der Kaninchen-Antiseren erkannt worden
waren. Anders als mit der serologischen Analyse einer cDNA-Phagenbank sollten bei der
Immunprézipitation auch posttranslationell modifizierte Proteine miteinbezogen werden.
Antikorper der gewonnenen Kaninchenseren wurden zunédchst mit Protein A-Agarose Beads
gekoppelt und schlieBlich mit einem HuT78-Oberflichenpraparat inkubiert. Prézipitierte
Proteine wurden von den Antikérpern getrennt (Elution) und fiir ihre Identifizierung
elektrophoretisch aufgetrennt. Banden, die im Vergleich zur Immunprézipitation mit dem Pré-
Immunserum  nicht  auftauchten, = wurden  ausgeschnitten = und  iiber  die
massenspektrometrischen  Analysen MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption
ionization-time of flight) und ESI-MS/MS (Electrospray ionization-mass spectrometry)
identifiziert.

Der Grund fiir eine kolloidale Coomassiefarbung der SDS-Polyacrylamidgele liegt in der
Tatsache, dass kolloidales Coomassie (CBB-G250) im Gegensatz zum Standard Coomassie
Brilliant Blue R (30-100ng) mit 10ng eine deutlich hdhere Sensitivitdt, im Vergleich zur
Silberfarbung mit 1 bis 5ng aber eine etwas niedrigere besitzt. Allerdings ist die kolloidale
Coomassiefarbung im Gegensatz zur Silberfairbung mit den obigen genannten
massenspektrometrischen Messungen kompatibel. Die hier durchgefiihrten Messungen
ergaben fiir die insgesamt 12 ausgeschnittenen Banden 17 verschiedene Proteine. Der Grund
fiir die hohere Zahl der identifizierten Proteine ist, dass die Analyse ESI-MS/MS fahig ist, aus
einem Proteingemisch mehrere und nicht nur das prominenteste Protein zu identifizieren.

Bei Betrachtung der einzelnen Proteine der Liste (Tabelle 6 in Kapitel 3.4.) wird sofort

deutlich, dass es sich bei allen um sehr haufig in der Zelle vorkommende, intrazelluldre



DISKUSSION 105

Proteine handelt. Trotz der gewéhlten Farbung hatte die durchgefiihrte Immunprazipitation
offenbar Einschrankungen, die noch immer die Detektionsgrenze betreffen. Die Schwierigkeit
Plasmamembranproteine zu prézipitieren und identifizieren, wurde zwar mit der Verwendung
eines Plasmamembran-angereicherten Préparats verringert, allerdings scheint trotzdem der
Anreicherungsgrad nicht ausgereicht zu haben. Eventuell wurden Plasmamembranproteine
prézipitiert, doch war ihre Menge immer noch zu gering, um mit Coomassie im Gel sichtbar
zu werden.

Nicht nur die Menge des Antigens, den Plasmamembranproteinen der Zelllinie, sondern auch
die Menge der gegen sie gerichteten Antikorper scheint ein limitierender Faktor gewesen zu
sein. Offensichtlich lagen auch diese nicht ausreichend vor. Zusétzlich schien auch der Anteil
an Antikorpern gegen posttranslationelle Modifikationen nicht sehr hoch gewesen zu sein, um

ausreichend Proteine zu binden.

Einige der immunprizipitierten Proteine haben vielseitige Funktionen, die
auch bei Tumoren eine Rolle spielen

Literaturrecherchen ergaben, dass viele immunprizipitierte Proteine bei Tumoren eine
Aufgabe haben konnen. Gerade ihr hdufiges Vorkommen in der Zelle l4sst weitere, als ihre
bekannten Funktionen vermuten.

Unter den identifizierten Proteinen befand sich Cyclophilin A, ein in der Zelle sehr haufig
vorkommendes Protein, das neben seiner Funktion als Chaperon auch als Inhibitor des pro-
apoptotischen Bcl-2 Antagonisten des Zelltods (Bcl-2 antagonist of cell death, BAD) in
aktivierten T-Zellen fungiert (Waldmeier et al., 2003). In Bezug auf das kutane T-Zell
Lymphom ist diese anti-apoptotische Funktion von Cyclophilin A interessant, da viele
Studien eine Ansammlung von Tumorzellen des CTCL in der Haut Ereignissen zusprechen,
die eher anti-apoptotisch als proliferativ sind. Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, wurde
unter anderem das anti-apoptotische Protein Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2) bei CTCL
stark exprimiert gefunden (Dummer et al., 1995). Zusitzlich wurde Cyclophilin A iiber die
Immunprézipitation und iiber die SEREX-Analyse identifiziert. Dies zeigt, dass die
gewonnenen Kaninchenseren die gleichen Antigene sowohl in einem prokaryontischen
System wie der SEREX-Analyse als auch in einem in vitro System wie der
Immunprézipitation erkennen.

Aufgrund der fiir die Immunprézipitation gewihlten Bedingungen wurden auch mehrere

Proteine bzw. Untereinheiten von Komplexen ko-immunprézipitiert. Zum einen waren es vier
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verschiedene Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (ARS) des sogenannten ARS-Komplexes und
zum anderen zwei Untereinheiten des TCP-1 enthaltenden Chaperonins (CCT).

Uber die Funktion des ARS-Komplexes ist noch nicht viel bekannt. Indizien weisen auf eine
kontrollierte und kompartimentalisierte Regulation der Translation hin. Die Komplexe sind
bislang auf den Zellkern beschrinkt, was neben einer Proteinsynthese im Kern noch auf
weitere Aufgaben deuten konnte. Eines der Nicht-ARS-Mitglieder des Komplexes, p43, ist
ein Zytokin und induziert die Synthese von verschiedenen proinflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen wie Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a), Interleukin-8, Monozyten
chemotaktisches Protein-1 (MCP-1), Makrophagen inflammatorisches Protein 1 (MIP-1),
Interleukin-1p und auch ICAM-1 (Ko et al., 2001b). Einige Aminoacyl-tRNA Synthetasen
des Komplexes selbst wurden in Interaktion mit anderen Faktoren als ihre zugehdrigen tRNA-
Molekiilen gefunden. Die Methionin-tRNA-Synthetase verstdrkt unter proliferativen
Umsténden die ribosomale RNA Synthese (Ko et al., 2000). Die identifizierte Glutaminyl-
tRNA Synthetase inhibiert in Abhédngigkeit der Glutamin-Konzentration die Apoptose Signal-
regulierende Kinase-1 (ASK1) und wirkt anti-apoptotisch (Ko et al., 2001a).

Eine erhohte Expression konnte fiir den zweiten identifizierten Komplex, das zytosolische
Chaperonin containing TCP-1 (CCT), bei Tumoren wie dem hepatozelluldren Karzinom und
dem Kolonkarzinom beobachtet werden (Yokota et al., 2001), was unter anderem auch mit
der allgemeinen Auffassung einer erhohten Proteinsynthese in Tumorzellen einhergeht.
Untersuchungen konnten neben seiner Rolle als Protein-Faltungshelfer weitere Funktionen
des Chaperonins CCT feststellen. Eine Studie demonstrierte, dass es an den Tumorsuppressor
von Hippel-Lindau, kurz VHL, bindet (Feldman et al., 1999). Dieser Tumorsuppressor ist Teil
eines Komplexes, der fiir die Degradation von proliferativen Proteinen verantwortlich ist.
Durch das Binden des Chaperonins CCT kann der Degradationskomplex nicht mehr gebildet
werden, so dass folglich einige Zielproteine nicht abgebaut werden. Ein Beispiel fiir ein
Zielprotein ist der Hypoxia-induzierbare Faktor-1, der als Aktivator eines pro-
angiogenetischen Faktors bekannt ist (Maxwell et al., 1999). Kommt es nun zu einer
Blockierung des von Hippel-Lindau Proteins und somit des Degradationskomplexes, kann es
zu vermehrten Blutgefdf3bildungen fiihren, was bei Tumoren eine verbesserte Versorgung des
Tumorgewebes bedeutet.

Zusitzlich hat das von Hippel-Lindau Protein eine regulatorische Funktion bei der Elongation
der RNA Polymerase II vermittelten Transkription. Auch hier wiirde eine stidndige Aktivitét
Folgen in der Proteinsynthese haben. Spekulativ gesehen konnten vielleicht auch beim

kutanen T-Zell Lymphom Proteine durch die Bindung des Chaperonins CCT an den
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Tumorsuppressor von Hippel-Lindau nicht abgebaut worden sein, die onkogene
Eigenschaften besitzen.

Ferner fand man heraus, dass viele Proteine iiber dasselbe Motiv mit dem Chaperonin CCT
interagieren, das fiir die Interaktion zwischen CCT und das von Hippel-Lindau Protein
verantwortlich ist (Valpuesta et al., 2002). Dass bei diesen Interaktionen CCT nicht als
Chaperon arbeitet, kann aufgrund der Grofen der jeweiligen Proteine ausgeschlossen werden,
die zwischen 55 und 100kDa liegen. Diese Interaktionen miissen wie beim von Hippel-Lindau
Protein an anderen Griinden liegen, die es noch zu untersuchen gilt. Es wire interessant
Proteine zu finden, die mit dem Chaperonin CCT interagieren und dabei eine
tumorspezifische Rolle haben um ihre Expression bei CTCL zu untersuchen.

Uber die Immunprizipitation wurde auch das Vorlduferprotein des plasmamembranstindigen
interzelluldren Adhésionsmolekiils-1 (ICAM-1), identifiziert. Die Expression von ICAM-1
wird vor allem durch inflammatorische Zytokine induziert (Roebuck and Finnegan, 1999).
Daher ist es nicht verwunderlich, dass ICAM-1 auch auf CTCL-Zellen exprimiert wird, da sie
klonal von aktivierten T-Zellen stammen. Allerdings hat man bislang keine Uberexpression
im CTCL entdecken konnen. Eher konnte in einer Studie in einem CTCL-Fall eine erniedrigte
Expression von ICAM-1 beobachtet werden, was Miyazawa et al. (1995) als Grund fiir den
Verlust von Epidermotropismus betrachteten. Desweiteren konnte sogar ein
zytokinabhéngiges Ablosen von ICAM-1 von der Oberfliche von CTCL-Zellen
nachgewiesen werden. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass solche Tumorzellen
eventuell in Immuntherapie-Anséitzen weniger angreifbar sein kdnnten (Dummer et al., 1994).
Aufgrund dieser Gegebenheit war das ICAM-1 wie alle iibrigen prazipitierten und

identifizierten Proteine als Kandidat fiir weitere Analysen daher nicht von Interesse.

Auch wenn die Immunprizipitation Antikoérper gegen Nicht-Protein-Epitope wie zum
Beispiel Zucker-Reste einbezieht, konnte lediglich nur der Vorldufer eines
Plasmamembranproteins identifiziert werden, der noch im Zelllinneren lokalisiert ist. Somit
scheint die Immunprézipitation, zumindest so wie sie hier durchgefiihrt wurde, fiir die Suche
nach Plasmamembranproteinen nicht effizient zu sein.

Es stellt sich die Frage, ob die Effizienz durch weitere Modifikationen verbessert werden
konnte. Es wire moglicherweise von Vorteil Immunprézipitate mehrerer Durchginge zu
vereinen und stark konzentriert aufzutragen, um eine Visualisierung der selteneren
Oberflachenproteine zu erreichen. Zudem sollte ihre Identifizierung nur mit der

massenspektrometrischen Analyse ESI-MS/MS erzielt werden, die wie bereits erwihnt,
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mehrere und somit auch weniger konzentrierte Proteine aus einem Gemisch unterscheiden

kann.

4.3. Serologische Analyse einer cDNA-Bank als zweite Moglichkeit
fiir die Identifizierung von Proteinen

AuBer der Immunprézipitation wurde fiir die Suche nach Plasmamembranproteinen die
serologische Analyse einer cDNA Phagenbank mit den Kaninchen-Antiseren durchgefiihrt.
Ihr Vorteil liegt vor allem in der niedrigeren Antikdrpermenge, die fiir eine positive Reaktion
erforderlich ist. Die SEREX-Methode (Serological identification of antigens by recombinant
expression cloning) wurde urspriinglich als Suche nach beliebigen, immunogenen
Tumorproteinen etabliert, die eine humorale Antwort in Patienten hervorrufen (Sahin et al.,
1995). Die Identifizierung solcher Proteine wurde dabei durch Reaktionen mit Seren von
Patienten erreicht.

In der hier durchgefiihrten SEREX-Analyse wurden anstatt humaner Patientenseren zum
ersten Mal Kaninchenseren fiir die serologische Suche nach Tumorantigenen eingesetzt. Mit
thnen wurde eine cDNA Phagenbank der kutanen T-Zell Lymphomlinie SeAx analysiert. Die
Methode beriicksichtigt im Gegensatz zur Immunprézipitation nur Antikdrper gegen Protein-
Epitope, da die Proteine rekombinant in einem prokaryontischen System exprimiert werden.
Aufgrund der fehlenden posttranslationellen Maschinerie in den Bakterien werden
translatierte Proteine ndmlich ,,nackt” und ohne Modifikationen exprimiert, so dass hier nur
Antikdrper gegen Peptidsequenzen ihre Zielstrukturen finden konnen. Daraus musste
schlieBlich auch die Konsequenz gezogen werden, dass zum Beispiel sehr stark glykosylierte
Plasmamembranproteine kaum identifiziert werden konnen. Wie bereits diskutiert, werden
plasmamembranstindige Proteine im Unterschied zu denen des Zelllinneren verstirkt
glykosyliert oder anderweitig modifiziert. Allerdings stellt sich aber nach den
Immunprézitipitations-Ergebnissen auch die Frage, ob tatséchlich so viele Antikorper gegen
Nicht-Protein-Epitope in den generierten Kaninchenseren existieren.

Neben der Zusammensetzung der Kaninchenseren spielt auch die der verwendeten cDNA-
Bank eine Rolle. Eventuell ist die mRNA-Menge fiir bestimmte Plasmamembranproteine
niedriger als die anderer Proteine. Daher konnten zwar Antikorper gegen bestimmte
Plasmamembranproteine existieren, doch aufgrund einer niedrigen cDNA-Menge sind ihre
spezifischen Epitope in der SEREX-Analyse vielleicht sehr schwach oder auch gar nicht

exprimiert.
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Trotz alledem hat die SEREX-Analyse beispielsweise gegeniiber Microarray-Analysen den
Vorteil, dass auch komplett unbekannte Proteine bzw. cDNA-Stiicke identifiziert werden
konnen, die wiederum nicht in Array-Analysen erfasst werden. Desweiteren handelt es sich
bei der SEREX-Analyse im Vergleich zur Immunprézipitation um die eindeutig sensitivere
Methode.

Betrachtet man die Liste der hier identifizierten Proteine (Tabelle 7 in Kapitel 3.5.) so fallt
zundchst auf, dass die Liste viel ldnger ist. Mit 42 Proteinen wurden hier eindeutig mehr
Kandidaten gefunden. Zudem fillt auch auf, dass hier trotz einiger Vorteile der Methode
lediglich vier Proteine von den insgesamt 42 Proteinen in der Plasmamembran lokalisiert
sind. Der Vergleich mit anderen SEREX-Analysen aus unserem Labor zeigt jedoch, dass sich
das Verhiltnis von Plasmamembranproteinen zu den anderweitig lokalisierten Proteinen

verbessert hat.

Aus 42 identifizierten Proteinen wurden zwei Plasmamembran- und drei
Nicht-Plasmamembranproteine fiir weitere Expressionsanalysen
ausgesucht

Unter den identifizierten Proteinen befinden sich viele Proteine, die in der Entstehung
verschiedener Krebsarten entscheidend involviert sind. Sie waren daher sehr interessant fiir
weitere Detailuntersuchungen, die einen Hinweis auf eine Rolle beim kutanen T-Zell
Lymphom geben sollten.

Da in der Analyse insgesamt 42 verschiedene Proteine identifiziert worden waren, war es
zundchst notwendig eine Auswahl zu treffen. Die Wahl wurde hauptsichlich durch Kriterien
der Lokalisation und Funktion in Tumoren mit Literaturrecherchen entschieden und fiel auf
die zwei Plasmamembranproteine MT5-MMP und Integrin o4 und die drei Nicht-

Plasmamembranproteine hZimp10, FOXM1 und Ku86.

Neue Lokalisation von Ku86 in der Plasmamembran von HuT78-Zellen

Die Frage, warum das Transkript des eigentlich im Kern und Zytosol lokalisierten Ku86 in
der SEREX-Analyse mit beiden Kaninchenseren in fast der Hilfte aller reaktiven
Phagenklone inseriert war, fiihrte zu folgenden Uberlegungen: i) Eine starke Immunogenitit
von Ku86 konnte der Grund gewesen sein, dass die Kaninchen vermehrt Antikorper gegen
Ku86 gebildet haben. Die daraus resultierende Frage wire dann jedoch, warum Ku70 nicht
ein einziges Mal detektiert wurde, das ebenfalls Teil des Ku-Autoantigens ist, ii) Da wie

bereits erwidhnt Ku86 zu den haufigen Proteinen in der Zelle zdhlt, konnte abgesehen von der
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Frage der Stabilitdit der mRNA die cDNA-Molekiilzahl von Ku86 in der Phagenbank sehr
hoch sein. Folglich hitten dann aber auch andere wie zum Beispiel eines der hiufigsten
Proteine, Cyclophilin A, oder auch der Translations-Elongationsfaktor 1o mehr als nur einmal
detektiert werden miissen. iii) Moglicherweise ist Ku86 auBler im Kern und im Zytosol auch
auf der Zelloberfliche zu finden. Es wurden bereits fiir sehr viele Proteine eine zuséatzliche
Plasmamembran-Lokalisation festgestellt. Zwei solcher Proteine sind ebenfalls in der
SEREX-Analyse identifiziert worden: Hsp70 und Calnexin.

Das Chaperon Hitzeschockprotein 70 (Hsp70) ist in nahezu allen Zellen und
Zellkompartimenten exprimiert und wurde in der Plasmamembran von Tumorzellen gefunden
(Ferrarini et al., 1992; Multhoff et al., 1995). Allerdings zeigte sich auch, dass Hsp70 auf der
Zelloberflache in der Tumorgenese nicht relevant zu sein scheint (Botzler et al., 1998).
Calnexin fungiert als ein Chaperon spezifisch im Endoplasmatischen Retikulum. Man fand
auf Zellen wie unreifen Thymozyten, Mastozytoma-Zellen, Fibroblasten und HeLa-Zellen
Calnexin in ihrer Plasmamembran. Es wurde dabei festgestellt, dass es sich bei der
Oberfliachen-Expression um einen normalen Zyklus handelt (Wiest et al., 1995; Okazaki et
al., 2000).

Studien hatten bei der Suche nach Adhdsionsmolekiilen iber CD40Liganden-Induktion Ku86
in der Plasmamembran von multiplen Myelomzellen entdeckt, das vermutlich aus dem
Zytoplasma in die Plasmamembran migriert war. Zusétzlich wurde beobachtet, dass Ku86 bei
der homo- und heterotypischen Aggregation eine forderliche Rolle spielt (Teoh et al., 1998).
Spéter konnte mit einem Vergleich mit normalen tonsilliren B-Zellen gezeigt werden, dass es
sich bei der Translokation von Ku86 in die Plasmamembran um eine tumorspezifische
Situation handelt. Eine CD40-Aktivierung bewirkte nur in den Myelomzellen eine
Kolokalisation von Ku86 mit CD40 auf der Plasmamembran. Zusitzlich erwiesen sich die
CD40-aktivierten Tumorzellen Apoptose-resistent, die durch Bestrahlung oder Doxorubicin
induziert wurde. Antikorper gegen Ku86 stellten wiederum die Sensitivitit fiir beide
Behandlungen wieder her (Tai et al., 2002). Ferner zeigten weitere Studien, dass auch andere
Tumorzellen von Leukdmien oder von diversen soliden Tumoren im Vergleich zu normalen
Zellen Ku86 in ihrer Plasmamembran exprimierten (Lynch et al., 2001). Eine Studie konnte
sogar zeigen, dass Ku86 in der Plasmamembran von Brustkrebszellen das
Metastasierungsverhalten dieser Zellen vestirkte (Ginis and Faller, 2000).

Ku86 in der Plasmamembran konnte genauer in den ,,Lipid rafts* zugeordnet werden (Lucero

et al., 2003). ,Lipid rafts sind Detergenz-resistente, cholesterinreiche Subdoménen der
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Plasmamembran, die auf der AuBBenmembran der Doppelschicht sitzen und deren Integritit
fiir Signaltransduktionswege essentiell sind (Simons and Toomre, 2000).

Die Studien zur Lokalisation von Ku86 fiihrten dazu, Ku86 auch in ,,Lipid rafts* von Zellen
des kutanen T-Zell Lymphoms (HuT78 Zellen) zu suchen. Als Vergleich wurden
mononukledre Zellen des peripheren Bluts (PBMC) einer gesunden Person gleichermal3en
behandelt. Eine Berechtigung fiir diese Gegeniiberstellung liegt in dem Befund der Studie
iiber Ku86 in ,,Lipid rafts“ von Myelomzellen. Eine tumorspezifische Lokalisierung wird dort
insofern festgestellt, als normale B-Zellen in ihren ,Lipid rafts“ Ku86-negativ sind.
Zusétzlich kann der Prozentsatz der Nicht-B- und T-Zelltypen (Monozyten und natiirliche
Killerzellen ) im PBMC-Gemisch vernachléssigt werden, so dass eine Detektion von Ku86 in
den Fraktionen der ,,Lipid rafts* in der Analyse grof3tenteils den T-Zellen (CD4+ und CD8+)
zugesprochen werden kann. Sie machen ndmlich insgesamt ungefdhr Dreiviertel der
mononukledren Zellen des peripheren Bluts aus.

Eine Triton X-100 Behandlung bewirkte zunédchst die Solubilisierung der Zellbestandteile bis
auf den ,,Lipid rafts*“. Aufgrund ihrer geringeren Dichte konnten schlieBlich aus dem oberen
Bereich eines Sukrose-Dichtegradienten Fraktionen mit ,,Lipid rafts* gewonnen werden. Uber
Western Blot Analysen der Gradienten-Fraktionen wurde Ku86 sowohl bei HuT78 Zellen als
auch bei den Kontroll-PBMC auch in den Fraktionen der ,,Lipid rafts“ gefunden. Dabei
unterschied sich das Verteilungsmuster zwischen beiden Proben dadurch, dass bei HuT78-
Zellen Ku86 insgesamt stirker in den Fraktionen der Detergenz-16slichen Proteine exprimiert
vorlag.

Der entscheidende Unterschied zwischen beiden Proben war die hdhere Gesamt-
Proteinmenge von Ku86 und auch die in den ,,Lipid rafts* in HuT78 Zellen. Zudem bestand
die Kontrollgruppe zwar auch aus Nicht-T-Zellen, doch lag auch der T-zellspezifische ,,Lipid
raft“-Marker Lck in HuT78-Zellen hoher exprimiert vor. Das konnte bedeuten, dass HuT78
Zellen eine erhohte Zahl an ,,Lipid rafts* auf ihrer Oberfliche haben. Zur Priifung dieser
Hypothese miissten weitere ,,Lipid raft“-Proteine wie Hedgehog oder auch Ras auf ihre

Expression beim kutanen T-Zell Lymphom untersucht werden.

Zusammengefasst wird Ku86 bei HuT78 zum gréBeren Teil immer noch im Zellkern und
Zytosol zu finden sein und dort seine bekannten und bereits genannten Rollen spielen ((s.
Kapitel 3.5.) Doch weist seine neue Lokalisation in ,,Lipid rafts* von CTCL-Zellen auf neue
Funktionen hin. Theoretisch konnte Ku86 auch bei CTCL-Zellen die gleiche Rolle wie bei

multiplen Myelomzellen spielen. CD40, das anscheinend fiir das Wandern und Verankerung
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von Ku86 in die ,Lipid rafts verantwortlich ist, wird ndmlich auch von CTCL-Zellen
exprimiert (Kamarashev et al., 1998; Storz et al., 2001; Bock and Gulbins, 2003). Somit
konnte Ku86 auch beim kutanen T-Zell Lymphom in Signalwegen involviert sein, die vor

Apoptose schiitzen.

Die membranstandige Matrix Metalloproteinase 5 ist in CTCL-Zellen
geringer aktiviert als in normalen Zellen.

Als eines der vier plasmamembranstindigen Proteine wurde MT5-MMP (membrane type 5
matrix metalloproteinase) wihrend der SEREX-Analyse gefunden und zundchst mit Real-
time PCR Analysen auf seine Expression im kutanen T-Zell Lymphom untersucht. Verglichen
wurden dabei fiinf Gruppen: Hautproben von Mycosis fungoides-Patienten, Hautproben von
Patienten mit benignen Hautentziindungen, Hautproben von gesunden Probanden, PBMC-
Proben von Sézary Syndrom-Patienten und PBMC-Proben von gesunden Probanden. Da
jedoch die Anzahl der zur Verfiigung stehenden CTCL-Patientenproben nicht sehr hoch war,
sollte mit den Real-time PCR Analysen nur ein erster Hinweis auf seine Expression
ermdglicht werden.

Matrix Metalloproteinasen vor allem die des membranstindigen Typs werden einige aktive
Rollen in der Tumorgenese zugeschrieben, da sie in der Prozessierung von
Wachstumsfaktoren und anderen Oberflichenproteinen und besonders im Abbau der
extrazelluliren Matrix involviert sind, die in Kontext mit Tumorgenese entscheidende
Ereignisse darstellen (Folgueras et al., 2004). MT1-MMP beispielsweise wurde in vielen
Tumoren iiberexprimiert gefunden (Tsunezuka et al., 1996). Zusitzlich konnte eine Studie
zeigen, dass allein die Transfektion von MTI1-MMP Transkripten ausreichte um nicht-
maligne Epithelialzellen zu invasiven Tumorzellen zu verwandeln (Soulie et al., 2005). MT5-
MMP selbst wurde mit Northern Blot Analysen bei Gehirntumoren wie Glioblastomen oder
Astrozytomen tiberexprimiert gefunden (Llano et al., 1999).

Mit Western Blot Analysen wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal MT5-MMP in peripheren
Blutmonozyten und mit Real-time PCR Analysen zumindest auf Transkriptionsebene auch in
der Haut nachgewiesen. Die Transkriptanalyse zeigte aullerdem, dass im Gegensatz zu
Gehirntumoren beim kutanen T-Zell Lymphom die Tumorproben im Vergleich zu Nicht-
Tumorproben keine erhohte Expression aufwiesen. Vielmehr scheint MTS-MMP in der Haut
von Mycosis fungoides-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen erniedrigt zu

sein.
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Da MT5-MMP wie bereits erwdhnt im Trans-Golgi Netzwerk aktiviert und auf dem Weg zur
Zelloberflache auch von seiner Transmembran- und zytosolischen Doméne gespalten werden
kann, existieren auf Proteinebene mehrere Formen von MT5-MMP (Pei, 1999). Diese erst
posttranslationell entstehenden Formen konnen in einer Real-Time PCR nicht einzeln erfasst
werden, daher sollte eine Western Blot Analyse ermdglichen, Unterschiede auf Proteinebene
zu detektieren. Die Ergebnisse zeigten im Vergleich zu gesunden Kontrollen nicht nur
erniedrigte Mengen an aktiven Formen in den Patienten-Proben, sondern auch teilweise ein
komplettes Fehlen vorallem an 16slichen aktiven Formen. Der zusitzlich durchgefiihrte
Vergleich von CTCL-Zelllinien mit CD4+ T-Zellen gesunder Personen zeigte das gleiche
Ergebnis. Da es sich bei allen CTCL-Zelllinien bis auf Cou-L3 um CD4+ T-Zellen handelt,

ermoglichte er eine detalliertere Gegeniiberstellung von Tumorzellen und Normalzellen.

Die Ergebnisse beider Analysen ergaben insgesamt, dass die Expression von MT5-MMP
beim kutanen T-Zell Lymphom erniedrigt zu sein scheint, zusétzlich posttranslationell auch
weniger prozessiert wird und daher auch weniger aktive Formen existieren. Nach den hier
erhaltenen Ergebnissen spielt MT5-MMP in Lymphomen wie dem kutanen T-Zell Lymphom
keine Rolle in der Tumorverbreitung. Da es sich bei den Zellen der lymphoiden Tumore um
frei in den Gefdlen zirkulierende Zellen handelt, sind eventuell Matrix Metalloproteinasen

wie MT5-MMP nicht essentiell um zu metastasieren.

Auch das zweite Plasmamembranprotein Integrin a4 ist bei CTCL nicht
iiberexprimiert.

Integrin a4 war das zweite Plasmamembranprotein, das in der SEREX-Analyse gefunden und
iiber Real-time PCR Analysen mit denselben Proben wie fiir MTS5-MMP auf seine
Transkriptionshohe in kutanen T-Zell Lymphompatienten analysiert worden. In der
Tumorgenese spielen Integrine gegensitzliche Rollen. Sie konnen inhibierend oder auch
aktivierend in der Tumorbildung und Metastasierung wirken. Dies hiangt vom Zelltyp und der
Funktion des Integrin Rezeptors ab. In Adenokarzinomen des Kolons und der Brust konnte
gezeigt werden, dass eine Herunterregulierung von Integrin a2B1 zum Verlust von
Tumordifferenzierung fithren kann (Pignatelli et al., 1990; Zutter et al., 1990; Nigam et al.,
1993). Desweiteren wurde Integrin aVB3 in invasivem und metastasierendem Melanom
hochreguliert gefunden (Albelda et al., 1990).

Die Studien iiber Integrin 04 hingegen sprechen ihm eine inhibierende Rolle in Tumoren zu.

In Burkitt Lymphomen wurde eine reduzierte Expression von Integrin a4p1 gefunden (Rincon
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et al., 1992) und B16 Maus-Melanomzellen, die mit 041 Integrin transfiziert worden waren,
wiesen eine reduziertes Invasionsverhalten auf. Weiter konnte mit in vivo Experimenten
beobachtet werden, dass Integrin a4 die Metastasenbildung supprimiert (Gosslar et al., 1996).
Eventuell konnte auch ein durch Integrin a4 vermitteltes Signal zur Inhibition von MMP-
Sekretion und so zu einer reduzierten zelluldren Invasion beitragen (Huhtala et al., 1995).
Nach Madri et al. (1996) zeigten unter normalen Zustinden transmigrierte Lymphozyten, die
aus den Blutgefien durch die Endothelschicht gewandert sind (Homing), eine
Herunterregulierung von Integrin a4f1. Auch in Gehirnschnitten von Méiusen konnte
beobachtet werden, dass weiter gewanderte T-Zellen keine Integrin a4f1 Expression mehr
aufwiesen, obwohl ihre CD4 Expression unverandert blieb.

In Bezug auf die Herunterregulierung von Integrin a4 bei transmigrierten T-Zellen war es
interessant, ob hier die Lymphomzellen, bei denen es sich um in die Haut gewanderte Zellen
handelt, im Vergleich zu Zellen vor der Migration eine erniedrigte Integrin a4 Expression
aufweisen. Dafiir wire der Vergleich zwischen Lymphomzellen der Mycosis fungoides-
Hautproben (transmigrierte Zellen) und den Lymphozyten der gesunden PBMC-Proben
(Zellen vor der Migration) hilfreich. Er ist auch insofern legitim, da Proben von MF-Patienten
ausgewdihlt wurden, die in den fortgeschrittenen Stadien IIB bis IV waren und deshalb eine
hohe Tumorzelllast aufwiesen. Infolgedessen wiirden die hier erhaltenen Ergebnisse mit der
beobachteten Herunterregulierung {ibereinstimmen, denn die gemessenen Werte der drei
Integrin a4-positiven Hautproben von MF-Patienten sind deutlich niedriger als die der
PBMC-Proben von gesunden Kontrollen. Zudem ist in den iibrigen Hautproben von MF-
Patienten trotz ihrer hohen Lymphomzellzahl wie in solchen von gesunden Probanden keine
Expression von Integrin a4 gemessen worden.

Der PBMC-Vergleich zwischen SzS-Patienten und gesunden Probanden zeigte, dass in den
Lymphomzellen, die aus der Haut wieder in das periphere Blutsystem gelangen, die
Expression von Integrin a4 im Vergleich zu normalen Zellen nicht erhoht ist. Sie gelangen
vermutlich wie ihre gesunden Pendants ohne tumorspezifische Uberexpression in ihre
Metastasierungsorte wie Knochenmark, Leber und Milz.

Da die Tumorzellen des CTCL als chronisch aktivierte T-Zellen gehandelt werden, ist es
ebenfalls interessant zu wissen, dass durch Bindung des Integrin o4-Interaktionspartners, das
vaskulédre Zell-Adhédsionsmolekiil-1 (VCAM-1), zusammen mit Anti-TCR/CD3 Antikorpern
in chronisch stimulierten T-Zellen Apoptose auslost (Damle et al., 1993). Mit dieser
Erkenntnis kdnnte man annehmen, dass Integrin a4 im kutanen T-Zell Lymphom nicht erhoht

exprimiert ist um die Tumorzellen vor Apoptose zu schiitzen. Anders als eine Ku86-
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Expression in der Plasmamembran wiirde bei Integrin a4 vielmehr sein Fehlen auf der

Plasmamembran die Tumorzellen vor dem programmierten Zelltod bewahren.

Das Nicht-Plasmamembranprotein hZimp10 ist in Tumorzellen des
kutanen T-Zell Lymphoms scheinbar unterpriasentiert

hZimp10 (human zinc finger-containing, Miz1, PIAS-like protein of chromosome 10) wurde
als ein Nicht-Plasmamembranprotein aus der SEREX-Analyse ausgewéhlt und ebenfalls mit
einer Real-time PCR Analyse in denselben Proben wie die beiden Plasmamembranproteine
MT5-MMP und Integrin a4 auf seine Transkription untersucht. Das relativ unbekannte
hZimp10 wurde als ein Androgen-Rezeptor aktivierendes Protein entdeckt (Sharma et al.,
2003). Es verfligt tiber die Zink-Finger Region Miz (Msx-interacting zinc finger, (Wu et al.,
1997), die es mit den PIAS Proteinen teilt und daher auch als ein PIAS &dhnliches Protein
gesehen wird.

PIAS Proteine selbst wurden als spezifische Inhibitoren der STAT-vermittelten
Transkriptionsaktivierung charakterisiert (Liu et al., 1998). Aus dieser Funktion ableitend
entstand auch der Name PIAS fiir protein inhibitor of activated STAT. STAT Faktoren (signal
transducer and activator of transcription) wiederum werden nach Zytokinbindung aktiviert
und wandern in den Zellkern, wo sie die Transkription von Zytokin-regulierten Genen
induzieren. PIAS Proteine verhindern als SUMO E3-Ligasen (small ubiquitin-like modifier)
durch Sumoylierung die Bindung von STAT Transkriptionsfaktoren an die DNA. Bei der
Sumoylierung wird anders als bei der dhnlichen Ubiquitinylierung die Aktivitit des
Zielproteins modifiziert und nicht sein Abbau induziert. Ob hZimp10 selbst {iber eine SUMO
E3-Ligaseaktivitit verfiigt, konnte bislang nicht festgestellt werden. Sicher ist jedoch, dass
hZimp10 iiber die Miz-Domine an den Androgen-Rezeptor bindet und anders als die PIAS
Proteine iiber Sumoylierung nicht eine Inhibition sondern eine Aktivierung bewirkt (Sharma
et al., 2003).

In der hier durchgefiihrten Expressionsanalyse wurde zum ersten Mal hZimp10 in der Haut
nachgewiesen. Bislang war eine Expression im adultem Normalgewebe von Ovar, Prostata,
Milz, Testis und schwach in peripheren Blutlymphozyten bekannt (Sharma et al., 2003).
AulBlerdem zeigte die hier durchgefiihrte Analyse eine mogliche erniedrigte Expression in den
kutanen T-Zell Lymphom Patientenproben im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Dieses
Ergebnis deutet auf ein anderes Verhalten hin als in Prostatakrebszellen, in denen hZimp10
aktivierend auf einen onkogenen Faktor wirkt. Vielleicht kann hZimp10 wie PIAS-Proteine

mit seiner Miz-Doméne an STAT-Transkriptionsfaktoren binden und sie inhibieren. Oder es
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kann mit seiner noch unbekannten Sumoylierungstihigkeit andere Proteine aktivieren, deren
Charakter tumorsupprimierend ist. All diese Uberlegungen wiren eine mdgliche Erklirung
fiir die niedrigeren Werte der MF- und SzS-Patientenproben.

Fiir eine eindeutige Aussage miissten zunidchst weitere Proben analysiert werden. Fiir den
Nachweis einer inhibierenden Rolle von hZimplO bei der Tumorentstehung wére es
auBerdem von groBem Interesse neue Interaktionspartner von hZimplO zu finden. Wie
hZimp10 in einem Yeast-Two-Hybrid System als Bindungspartner des Androgen-Rezeptor
gefunden worden ist, konnte eine solche Suchanalyse fiir Bindungspartner fiir hZimp1l0

durchgefiihrt werden.

Das Mitglied des Shh-Signalweges FOXM1 wird scheinbar im
Tumorgewebe von Sézary Syndrom-Patienten exprimiert.

Als letztes Protein wurde das Nicht-Plasmamembranprotein FOXM1 (Forkhead Box M1) aus
der SEREX-Analyse ausgewéhlt und auf seine Expression beim kutanen T-Zell Lymphom
untersucht.

FOXM1 ist ein Mitglied des Sonic Hedgehog (Shh) Signalweges (Teh et al., 2002). Dieser
Signalweg spielt eine Schliisselrolle bei mehreren Tumoren wie Brust- und Prostatakrebs und
auch Basalzellkarzinomen der Haut (Thayer et al., 2003; Kubo et al., 2004; Sheng et al.,
2004). Durch die Bindung des Liganden Shh an seinen Rezeptor Patched (Ptch) kommt es zur
Freilassung des Signalproteins Smoothened (Smo). Smo aktiviert den Glioma
Transkriptionsfaktor-1 (Gli-1). Gli-1 fiihrt schlieBlich zu einer erhohten Transkription von
FOXMI1 (Teh et al., 2002). FOXM1 fungiert wiederum ebenfalls als Transkriptionsaktivator
und ist ubiquitér in proliferierenden Zellen des embryonalen Gewebes exprimiert. In adultem,
normalen Gewebe hingegen ist eine Expression bislang nur im Thymus, Diinndarm, Testis
und den Ovarien gefunden worden (Ye et al., 1997). Zu seinen Zielgenen gehoren Cyclin B,
Cdc25B Phosphatase (Wang et al., 2002b), Aurora B Kinase, Polo-like Kinase (Krupczak-
Hollis et al., 2004) und auch das Zentromer-assoziierte Protein F. Somit spielt FOXMI1 eine
wichtige Rolle im Zellzyklus beim G1/S- als auch G2/M-Ubergang.

Desweiteren beschiftigte sich eine Vergleichsstudie mit der Suche nach iiberexprimierten
Genen in soliden Tumorarten und entdeckte dabei, dass FOXM1 nahezu in allen untersuchten
Tumorentitdten tiberexprimiert vorlag (Pilarsky et al., 2004). In der hier durchgefiihrten Real-
time PCR Analyse wurde im Vergleich zu allen iibrigen Proben eine Expression von FOXM1

bei drei von fiinf SzS-Patientenproben beobachtet. Die Ergebnisse bestitigen die Aussagen
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der Vergleichsstudie fiir das Sézary Syndrom. Dagegen trifft dies nicht fiir Mycosis fungoides
Zu.

Eventuell konnte eine Hochregulierung von FOXM1 bewirken, dass die Proliferationsrate der
Tumorzellen des Sézary Syndroms gesteigert und so die Tumorzelllast im Gegensatz zu
Mycosis fungoides so hoch wird, dass Tumorzellen aus ,,Platzgriinden* ins periphere Blut
gelangen. Von dort aus erreichen sie andere Orte, an denen sie weiter proliferieren. Aulerdem
besteht auch eine Parallele zu dem Transkriptionsfaktor Twist, der ebenfalls mit Real-time
PCR Analysen im Vergleich zu MF-Patienten in SzS-Patientenproben erhoht gefunden
worden war (van Doorn et al., 2004). In Brustkrebs konnte eine Korrelation zwischen der
Expression von Twist mit hochinvasivem, lobuldrem Brustkrebs und eine aktive Rolle in der
Metastasierung beobachtet werden (Yang et al., 2004). Vielleicht trigt FOXMI1 in
Tumorzellen des Sézary Syndroms dazu bei, dass sie Eigenschaften erlangen, die sie zu
hochinvasiven Zellen verdndern. Sie wiren damit aggressiver als Tumorzellen der Mycosis
fungoides.

Eventuell konnte FOXM1 als ein molekulardiagnostischer Marker fiir das Sézary Syndrom
verwendet werden. Fiir eine Absicherung der Schlussfolgerung miissten auch hier weitere
Proben von Sézary Syndrom- und Mycosis fungoides-Patienten auf ihre FOXM1 Expression

untersucht werden um aussagekréftigere Resultate zu erzielen.

4.4. Ausblick

Kaninchen-Antiseren, die nach Immunisierung mit einem Oberflachenpréiparat einer kutanen
T-Zell Lymphom gewonnen wurden, fanden in dieser Arbeit bei der Suche nach
Plasmamembranproteinen ihre Anwendung in der Immunprézipitation und in der
serologischen Analyse einer CTCL cDNA-Phagenbank. Immunprézipitate enthielten
ausschlieflich intrazelluldre, abundante Proteine und nur ein Vorlduferprotein eines
Plasmamembranproteins (ICAM-1). Dagegen konnten in der Phagenbank-Analyse vier reine
Plasmamembranproteine (Ligatin, HLA-A, MT5-MMP und Integrin o) und Proteine mit einer
nicht ausschlieBlichen Lokalisation in der Plasmamembran (Calnexin, Hsp70 und Ku86)
identifiziert werden. Bei der in E. coli durchgefiihrten Analyse werden Antikorper gegen
posttranslationell modifiziertes Protein nicht miteinbezogen. Ein kiirzlich veroffentlichtes
Hefe-Display System konnte hier das Spektrum erfassbarer cDNA-vermittelt exprimierter

Plasmamembranproteine erweitern (Wadle et al., 2005).
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Ferner konnten tumorspezifische Plasmamembranproteine iiber einen alternativen Weg zu der
hier verwendeten Herangehensweise gefunden werden:

Zunichst werden iiberexprimierte oder auch konstitutiv aktivierte Zielproteine von
Signalwegen wie Transkriptions-Aktivatoren in der Lymphomzelle gesucht. Mit dem
Auffinden wiirden anschliefend die stromaufwirts des Signalweges, in der Plasmamembran
sitzenden Rezeptoren auf ihre Expressionshohe im Tumorzellen analysiert. Ein Beispiel fiir
ein iberexprimiertes Zielprotein konnte der in der SEREX-Analyse identifizierte
Transkriptionsfaktor FOXM1 sein. Nach Bestdtigung seiner beobachteten Expression in
Tumorgewebe von Sézary Syndrom, wire es interessant herauszufinden, ob der
stromaufwérts von FOXMI1 liegende plasmamembranstindige Rezeptor Patched im Sézary
Syndrom iiberexprimiert oder auch mutiert vorliegt. Es wire folglich eine Herangehensweise,
die ihren Startpunkt im Inneren der Zelle hitte. Sie birgt die Gefahr, dass fiir einzelne
Zielproteine keine eindeutig zugehorigen Signal-Rezeptoren auf der Oberflidche existieren,
weil sich Signalwege oft durchkreuzen und eher ein Signal-Ubertragungsnetzwerk bilden.
Allerdings konnten mit iiberexprimierten Zielproteinen einige Signalwege mit ihren

Oberflachenrezeptoren ndher beleuchtet werden.

Die Suche nach Mitgliedern von Signaltransduktionswegen ist auch deshalb vielversprechend,
weil die hier durchgefiihrte Untersuchung von ,Lipid rafts* der CTCL-Zelllinie HuT78
vermuten 14Bt, dass ihre Konzentration in CTCL-Zellen erhoht ist. Unter den in ,,Lipid rafts*
lokalisierten Rezeptoren wurden der Insulin Rezeptor, Hedgehog, Integrine, der T-Zell
Rezeptor und Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie der EGF-Rezeptor gefunden, die alle eine
aktivierende Rolle bei Zellwachstum spielen. Da zum Beispiel von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren in diversen Tumorarten wie HER2/neu in Brustkrebs eine Uberexpression
nachgewiesen wurde, konnte es im Hinblick auf Antikorpertherapien sehr interessant sein,
thre Expression auch beim kutanen T-Zell Lymphom zu untersuchen. Somit hétte diese
Herangehensweise den gleichen Ausgangspunkt wie in dieser Arbeit, ndmlich an der

Zelloberflache. Allerdings wére sie auf eine bestimmte Region, den ,,Lipid rafts®, beschrénkt.

Vielleicht konnte mit einem dieser alternativen Wege die Liste der Kandidatenproteine
verlangert werden, auf der bislang nur CD52 und CD4 stehen, die in fortgeschrittenen Studien

auf ihre therapeutische Fdhigkeiten im kutanen T-Zell Lymphom untersucht werden.
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7. ANHANG 1

Beispiel einer Real-time PCR Messung der Probe MF Fall 1 der Integrin a4-Analyse b (siche

auch Anhang 2 ,, Rohdaten von Integrin a4)

1300 7 71300
12001 1200
11001 1100
T 10001 11000
o
w900t 900
© 8007 1800
B o700t 1700
)
A 6001 600
£ soot 1500
-
B 4001 400
m
E 300 + +300
g 2001 1200
100 t100
0t 10
-100 -1010

I:IE468ll:l121416182022242628\31323436384042
Cycle N

MF Fall 1

1: Standard 1 (2,5 x 10>)  3: Standard 3 (2,5 x 10%)  5: Standard 5 (2,5 x 10°)
2: Standard 2 (2,5 x 10°)  4: Standard 4 (2,5 x 10%)  MF Fall 1: ?

Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der Software ,,Optical System, Version 1.0 der
Firma Bio-Rad. Im obigen Diagramm sind die Messkurven der fiinf Standardproben und die
der Probe MF Fall 1 dargestellt. Es wurden insgesamt zwei Parallelmessungen fiir die
Standardproben und drei Parallelmessungen der unbekannten Probe durchgefiihrt.

An der X-Achse des Diagramms ist die PCR-Zyklenzahl angegeben. Mit ,,PCR base line
substracted CF RFU* (curve fit relative fluorescence units) an der Y-Achse ist hier als
Fluoreszenzeinheit das Vielfache des iiber die Hintergrund-Fluoreszenz gestiegenen Wertes
angegeben. Das Gerdt misst die Zyklenzahl, bei der der Fluoreszenzanstieg in die lineare
Phase iibergeht. Dies ist hier mit der orangefarbenen horizontalen Linie dargestellt (im
Programm ,,threshold* (Schwellwert) genannt). Die Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz den
Schwellwert erreicht wird auch als Ct-Wert bezeichnet.

Mit den Fluoreszenz-Messungen der Standardproben, deren Kopiezahlen dem Messgerit
eingegeben waren, konnte fiir die Probe MF Fall 1 die Transkriptzahl von 4,6 x 10°

(Mittelwert von allen Messungen) ermittelt werden. Auf diese Weise wurden alle
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Transkriptzahlen der untersuchten Proben aus den jeweiligen Standardkurven abgeleitet, die

im folgenden Anhang tabellarisch dargestellt sind.
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8. ANHANG 2
1. Rohdaten der Real-time PCR Analyse von MT5-MMP

HMBS MT5-MMP a MT5-MMP b MT5a/HMBS MT5b/HMBS Mittelwert
MFFall1  [2650 4380 9550 1,65 3,60 2,63
MF Fall2  |1880 1060 2130 0,56 1,13 0,85
MF Fall3  |2200 969 2030 0,44 0,92 0,68
MF Fall4  |1260 1680 3670 1,33 2,91 2,12
MFFall5 [513 240 417 0,47 0,81 0,64
MF Fall 6  |1490 149 519 0,10 0,35 0,22
MF Fall7  |1650 303 481 0,18 0,29 0,24
BHFalll [634 812 2210 1,28 3,49 2,38
BHFall2 [195 76,3 207 0,39 1,06 0,73
BHFall3 899 330 564 0,37 0,63 0,50
BHFall4 |1490 547 738 0,37 0,50 0,43
BHFall5 [844 2450 3920 2,90 4,64 3,77
GHFall1 (455 585 1450 1,29 3,19 2,24
GHFall2 [1970 4900 9490 2,49 4,82 3,65
GHFall3 (3870 7950 12600 2,05 3,26 2,66
GHFall4 |[6190 10900 16900 1,76 2,73 2,25
GHFall5 [5340 13600 20200 2,55 3,78 3,16
GHFall6 (123 1860 2710 15,12 22,03 18,58
4zSFall1 [183 82,1 143 0,45 0,78 0,62
SzSFall2 [667 786 906 1,18 1,36 1,27
SzSFall3 (106 2590 3640 24,43 34,34 29,39
SzSFall4 [68,5 1860 3270 27,15 47,74 37,45
SzSFall5 [101 1830 2490 18,12 24,65 21,39
GPFalll [558 2830 4690 5,07 8,41 6,74
GPFall2 [209 881 3350 4,22 16,03 10,12
GPFall3 [483 7190 0 14,89 0,00 7,44
GPFall4 (182 3620 4260 19,89 23,41 21,65
GPFall5 (318 4470 4130 14,06 12,99 13,52

'MF: Hautproben Mycosis fungoides Patienten, “BH: Hautproben von Patienten mit benignen
Hauterkrankungen, *GH: Hautproben von gesunden Personen , *SzS: PBMC-Proben von Sézary
Syndrom Patienten, *GP: PBMC-Proben von gesunden Personen

In den Spalten 2, 3 und 4 sind die abgeleiteten Transkriptzahlen der Fluoreszenz-Messungen

von HMBS und MT5-MMP dargestellt (mit a und b sind die beiden Dreifach-Messungen

bezeichnet). Es handelt sich dabei um die Mittelwerte der jeweiligen Dreifach-Messungen.

In den Spalten 5 und 6 sind die errechneten Quotienten MT5-MMPa/HMBS und MT5-
MMPb/HMBS aufgelistet.

Die Werte in der siebten Spalte ergeben wiederum die errechneten Mittelwerte aus den

Quotienten beider Analysen (a und b).
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2. Rohdaten der Real-time PCR Analyse von Integrin a4

Proben HMBS ITGA4 a ITGA b ITGAa/HMBS ITGAb/HMBS Mittelwert
F Fall 1 2650 4600 3910 1,74 1,48 1,61
MF Fall 2 1880 3950 3410 2,10 1,81 1,96
MF Fall 3 2200 1100 656 0,50 0,30 0,40
MF Fall 4 1260 5950 4720 4,72 3,75 4,23
MF Fall5 |513 121 108 0,24 0,21 0,22
MF Fall 6 1490 331 225 0,22 0,15 0,19
MF Fall 7 1650 33,9 17 0,02 0,01 0,02
BH Fall 1 634 108 85 0,17 0,13 0,15
BH Fall 2 195 10,3 9 0,05 0,05 0,05
BH Fall 3 899 218 183 0,24 0,20 0,22
BH Fall 4 1490 504 432 0,34 0,29 0,31
BH Fall 5 844 775 636 0,92 0,75 0,84
GHFall1 |455 384 129 0,84 0,28 0,56
GHFall2 ]1970 437 310 0,22 0,16 0,19
GH Fall3  |3870 890 580 0,23 0,15 0,19
GH Fall4 6190 3510 2420 0,57 0,39 0,48
GHFall5 5340 3690 2130 0,69 0,40 0,54
GHFall6 |123 98,5 61 0,80 0,50 0,65
$zSFalll1 [183 995 872 5,44 4,77 5,10
SzS Fall2 667 2140 1960 3,21 2,94 3,07
SzS Fall3 |106 884 625 8,34 5,90 7,12
SzS Fall4 68,5 3280 2700 47,88 39,42 43,65
SzS Fall5 101 940 727 9,31 7,20 8,25
GP Fall 1 558 3010 2380 5,39 4,27 4,83
GP Fall 2 209 1670 1510 7,99 7,22 7,61
GP Fall3  ]483 5100 4340 10,56 8,99 9,77
GP Fall 4 182 3610 2880 19,84 15,82 17,83
GP Fall5 (318 3180 3770 10,00 11,86 10,93

MF: Hautproben Mycosis fungoides Patienten, “BH: Hautproben von Patienten mit
benignen Hauterkrankungen, *GH: Hautproben von gesunden Personen
*SzS: PBMC-Proben von Sézary Syndrom Patienten, GP: PBMC-Proben von gesunden

Personen

In den Spalten 2, 3 und 4 sind die abgeleiteten Transkriptzahlen der Fluoreszenz-Messungen
von HMBS und Integrin a4 dargestellt (mit a und b sind die beiden Dreifach-Messungen
bezeichnet). Es handelt sich dabei um die Mittelwerte der jeweiligen Dreifach-Messungen.

In den Spalten 5 und 6 sind die errechneten Quotienten Integrina4 a/HMBS und Integrino4 b
/HMBS aufgelistet.

Die Werte in der siebten Spalte ergeben wiederum die errechneten Mittelwerte aus den

Quotienten beider Analysen (a und b).
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3. Rohdaten der Real-time PCR Analyse von hZimp10

HMBS hzZimpl0a hZimplOb hZimpa/HMBS hZimpb/HMBS Mittelwert
MF Fall 1 2650 178 106 0,07 0,04 0,05
MF Fall 2 1880 482 343 0,26 0,18 0,22
MF Fall 3 2200 47,3 47 0,02 0,02 0,02
MF Fall4  |1260 4,05 0,461 0,00 0,00 0,00
MF Fall 5 513 14 7,73 0,03 0,02 0,02
MF Fall 6 1490 15,2 13,9 0,01 0,01 0,01
MF Fall 7 [1650 17,6 6,15 0,01 0,00 0,01
BH Fall 1 634 25,3 31 0,04 0,05 0,04
BH Fall 2 195 13,5 7,95 0,07 0,04 0,06
BHFall3 |899 63,9 60,9 0,07 0,07 0,07
BHFall4 [1490 87,4 61,3 0,06 0,04 0,05
BH Fall 5 844 104 43,7 0,12 0,05 0,09
GHFall1 |455 26 14,2 0,06 0,03 0,04
GHFall2 |1970 457 484 0,23 0,25 0,24
GH Fall 3 3870 1370 881 0,35 0,23 0,29
GH Fall 4 6190 1020 1150 0,16 0,19 0,18
GHFall5 |5340 2480 1750 0,46 0,33 0,40
GHFall6 |123 2,35 2,64 0,02 0,02 0,02
$zSFall1 [183 4,23 2,3 0,02 0,01 0,02
SzSFall2 |667 53,2 22,4 0,08 0,03 0,06
SzSFall3 |106 13,4 4,59 0,13 0,04 0,08
SzSFall4 68,5 28,1 6,38 0,41 0,09 0,25
SzS Fall5 |101 15,2 15,6 0,15 0,15 0,15
GPFalll |558 171 83,9 0,31 0,15 0,23
GP Fall 2 209 60,2 75,7 0,29 0,36 0,33
GP Fall 3 483 137 59,2 0,28 0,12 0,20
GP Fall 4 182 246 178 1,35 0,98 1,16
GP Fall 5 318 286 246 0,90 0,77 0,84

'MF: Hautproben Mycosis fungoides Patienten, “BH: Hautproben von Patienten mit
benignen Hauterkrankungen, *GH: Hautproben von gesunden Personen

#SzS: PBMC-Proben von Sézary Syndrom Patienten, ’GP: PBMC-Proben von gesunden
Personen

In den Spalten 2, 3 und 4 sind die abgeleiteten Transkriptzahlen der Fluoreszenz-Messungen
von HMBS und hZimpl0 dargestellt (mit a und b sind die beiden Dreifach-Messungen
bezeichnet). Es handelt sich dabei um die Mittelwerte der jeweiligen Dreifach-Messungen.

In den Spalten 5 und 6 sind die errechneten Quotienten hZimp10 a/HMBS und hZimp10 b
/HMBS aufgelistet.

Die Werte in der siebten Spalte ergeben wiederum die errechneten Mittelwerte der Quotienten

beider Analysen (a und b).
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4. Rohdaten der Real-time PCR Analyse von FOXM1

Proben HMBS FoxM1 a FoxM1 b FoxM1a/HMBS FoxM1b/HMBS Mittelwert
MF Fall 1 2650 72,1 81,2 0,02721 0,03064 0,02892
MF Fall 2 1880 36,1 99,1 0,01920 0,05271 0,03596
MF Fall 3 2200 24,8 43,1 0,01127 0,01959 0,01543
MF Fall 4 1260 21,9 27,5 0,01738 0,02183 0,01960
MF Fall5 |513 7,17 13,4 0,01398 0,02612 0,02005
MF Fall 6 1490 22,4 12,3 0,01503 0,00826 0,01164
MF Fall 7 1650 33,2 25 0,02012 0,01515 0,01764
BH Fall 1 634 5,77 13,6 0,00910 0,02145 0,01528
BH Fall 2 195 3,92 1,04 0,02010 0,00533 0,01272
BH Fall 3 899 16,9 13,9 0,01880 0,01546 0,01713
BH Fall 4 1490 24,8 23,4 0,01664 0,01570 0,01617
BH Fall 5 844 61,8 71,4 0,07322 0,08460 0,07891
GHFalll 455 1,24 5,97 0,00273 0,01312 0,00792
GHFall2 1970 1,47 4,74 0,00075 0,00241 0,00158
GHFall3 3870 98,3 80 0,02540 0,02067 0,02304
GHFall4 6190 126 173 0,02036 0,02795 0,02415
GHFall5 |5340 77,8 99,9 0,01457 0,01871 0,01664
GHFall6 123 0,813 1,35 0,00661 0,01098 0,00879
$zSFalll1 (183 0,0875 0,74 0,00048 0,00404 0,00226
SzSFall2 |667 0,000559  [0,965 0,00000 0,00145 0,00072
SzS Fall3 106 23,2 45,2 0,21887 0,42642 0,32264
SzS Fall4 68,5 56,5 129 0,82482 1,88321 1,35401
SzSFall5 (101 25,8 70,7 0,25545 0,70000 0,47772
GP Fall 1 558 0,12 19,7 0,00022 0,03530 0,01776
GP Fall 2 209 1,23 12,5 0,00589 0,05981 0,03285
GP Fall3  |483 23,5 53 0,04865 0,10973 0,07919
GP Fall 4 182 1,22 3,58 0,00670 0,01967 0,01319
GP Fall5 [318 2,27 4,1 0,00714 0,01289 0,01002

'MF: Hautproben Mycosis fungoides Patienten, “BH: Hautproben von Patienten mit

benignen Hauterkrankungen, *GH: Hautproben von gesunden Personen
#SzS: PBMC-Proben von Sézary Syndrom Patienten, ’GP: PBMC-Proben von gesunden

Personen

In den Spalten 2, 3 und 4 sind die abgeleiteten Transkriptzahlen der Fluoreszenz-Messungen
von HMBS und FOXM1 dargestellt (mit a und b sind die beiden Dreifach-Messungen). Es
handelt sich dabei um die Mittelwerte der jeweiligen Dreifach-Messungen.

In den Spalten 5 und 6 sind die errechneten Quotienten FOXM1 a/HMBS und FOXMI1 b
/HMBS aufgelistet.

Die Werte in der siebten Spalte ergeben wiederum die errechneten Mittelwerte aus den

Quotienten beider Analysen (a und b).
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