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1 Einleitung

1.1 Integrine

1.1.1 Funktion, Aufbau, Struktur, Konformation und Signalwege von Integrinen
Integrine sind die bedeutendste Klasse von Rezeptoren fiir den Kontakt von Zellen mit
der extrazelluldiren Matrix. Charakteristisch fiir sie ist, dass sie eine bidirektionale
Signaltransduktion iiber die Zellmembran zulassen. Diese ist intrazelluldr an die
Aktivierung von Signalwegen gekoppelt, die entscheidende Aspekte der Zellfunktion
regulieren, darunter Proliferation, Apoptose, Form, Motilitdt, Polaritit, Genexpression
und Differenzierung. Daher haben sie unter anderem sowohl eine Schliisselfunktion in
verschiedenen physiologischen Prozessen des Organismus wie Embryonalentwicklung,
Diapedese von Leukozyten oder der primidren Hdamostase als auch in pathologischen
Prozessen wie Entziindung oder der Metastasierung von neoplastischen Zellen (Hynes
2002). Thre generelle Bedeutung zeigt sich in der starken evolutiondren Konservierung
der Rezeptorklasse. Integrine lassen sich in allen vielzelligen Tieren (Metazoa) finden,
jedoch nicht in Prokaryonten, Pflanzen oder Pilzen (Whittaker and Hynes 2002; Hynes
2002).

Integrine sind Heterodimere, bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit. Insgesamt
umfasst die Rezeptorfamilie in allen Wirbeltieren 18 o- und acht B-Untereinheiten.
Einzelne davon konnen zu 24 verschiedenen Rezeptoren kombiniert werden, die auf
unterschiedlichen Zellen und Geweben exprimiert werden. Zwischen den a- und (-
Untereinheiten gibt es keine strukturelle Homologie, innerhalb der verschiedenen a- oder
B-Untereinheiten existieren jedoch konservierte, iiberschneidende Bereiche. Die
Rezeptoren konnen nach ihren Untereinheiten (z. B. [B3-Integrine) oder ihrem
Ligandenbindungsverhalten (z. B. RGD-bindende Rezeptoren) eingeteilt werden (Hynes
2002; Barczyk et al. 2010). Der extrazelluldre Teil der a-Untereinheit besteht aus einem
siebenteiligen B-Propeller, gefolgt von einer thigh- und den beiden calf-Dominen. In
neun der a-Untereinheiten kommt eine 200 Aminosduren lange al-Doméne vor (Barczyk
et al. 2010). Der extrazelluldre Teil der B-Untereinheit besteht aus einer Plexin-
Semaphorin-Integrin- (PSI-Doméne), gefolgt von einer Hybriddoméne. In diese ist eine
B-I-Domine eingefiigt, die mit der al-Doméne strukturverwandt ist. Es folgen vier
cysteinreiche Epidermale-Wachstumsfaktor-Doménen (EGF-Domine) und die B-Tail-
Domaine (Arnaout et al. 2005; Campbell and Humphries 2011). Die Untereinheiten bilden
zusammen einen ,Integrin-Kopf*, der aus dem B-Propeller und der B-I-Doméne besteht.
Eine Spalte zwischen den beiden Untereinheiten bildet dabei die Ligandenbindungsstelle
des Integrins (Campbell and Humphries 2011; Barczyk et al. 2010; Arnaout et al. 2005).
In der B-I-Doméne befinden sich drei Bindungsstellen fiir divalente Kationen (MIDAS,
ADMIDAS, LIMBS), die fiir die allosterische Regulation der Integrinaktivitdt und
Affinitét eine entscheidende Rolle spielen (Arnaout et al. 2005). Bei Integrinen, die eine
al-Doméne enthalten, stellt diese die Ligandenbindungsstelle dar (Luo et al. 2007). Beide
Untereinheiten sind iiber a-helikale Transmembrandominen in der Plasmamembran



verankert, wobei die Transmembrandoméne der -Untereinheit um 25° zur Ebene der
Membran verschoben ist (Moser et al. 2009; Shattil et al. 2010).

Von den Transmembrandoménen ausgehend besitzen sowohl die a- als auch die -
Untereinheit zytoplasmatische Ausldufer. Diese konnen in einen membran-proximalen
und einen membran-distalen Abschnitt eingeteilt werden. In ersterem Abschnitt befindet
sich eine in den a-Untereinheiten konservierte GFFKR-Sequenz, wihrend sich in
letzteren eine ebenfalls konservierte HDR(R/K)E-Sequenz befindet. Hydrophobe und
elektrostatische Wechselwirkungen sowie die Bildung einer Salzbriicke zwischen den
Seitenketten des Arginins (R) 995 und des Asparagins (D) 723 der konservierten
Sequenzen sind von entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Aktivitit des
Integrins und werden als ,inner membrane clasp‘ (IMC) bezeichnet. Unterstiitzt wird die
Funktion vom ,outer membrane clasp‘ (OMC), der von Interaktionen zwischen Glycin-
Resten in derselben Region gebildet wird. AusschlieBlich im zytoplasmatischen
Ausldufer der B-Untereinheit befindet sich im membran-proximalen Abschnitt ein NPxY-
Motiv (x kann jede Aminoséure sein). Dieses ist die Bindungsstelle fiir integrinassoziierte
Proteine, die eine Phosphotyrosinbindungsdomine besitzen (Moser et al. 2009; Shattil et
al. 2010).

allb-Untereinheit ~ p3-Unterembheit
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Abbildung 1: Binderdiagramm des Integrins allbp3 mit Beschriftung der Doménen und
funktionell relevanter Bereiche. Modifiziert nach Lau et al. (2009). Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons (Genehmigung iiber RightsLink®
Copyright Clearence Center).



1.1.2  Struktur, Konformation und Signalwege von Integrinen

Charakteristisch fiir Integrine ist, dass sie eine bidirektionale Signaltransduktion {iber die
Zellmembran zulassen. Aktiviert ein Signal aus dem extrazelluldren Raum sie, wird von
einem Outside-In-Signalweg gesprochen. Kommt es im Gegensatz dazu zu einer
Aktivierung aufgrund eines intrazelluliren Weges, wird dies Inside-Out-Signalweg
genannt. Die Aktivitit und Affinitdit von Integrinen wird iiber ihre Konformation
(= allosterisch) und das ,Clustering‘ der Rezeptoren reguliert (Hynes 2002; Shimaoka et
al. 2002; Arnaout et al. 2005; Shattil et al. 2010; Campbell and Humphries 2011).
Verschiedene Methoden, darunter Elektronenmikroskopie,
Kernspinresonanzspektroskopie und Kristallstrukturanalyse, wurden zur Untersuchung
der Struktur von Integrinen verwendet. Obwohl noch nicht abschlieBend geklért, ist
wissenschaftlicher Konsens, dass die gebeugte Integrin-Konformation fiir den inaktiven
Zustand mit niedriger Affinitét und die gesteckte Konformation fiir den aktiven Zustand
mit hoher Affinitét steht. In der gebeugten/inaktiven Konformation sind die a-helikalen
Transmembrandoménen der a- und B-Untereinheit ineinander verschrinkt. Der Zustand
wird strukturell durch die Wechselwirkungen des IMC und OMC aufrechterhalten.
Kennzeichen der aufrechten/aktiven Konformation ist eine Trennung der beiden
Transmembrandominen (Moser et al. 2009; Shattil et al. 2010; Campbell and Humphries
2011). Liganden vieler Integrine sind multivalente Molekiile, wodurch es bei
Ligandenbindung zur Clusterbildung auf der Membran kommt. Welcher der Punkte fiir
die Aktivierung und Signaltransduktion schwerer gewichtet werden muss, ist noch nicht
ausreichend verstanden und konnte von einem Integrin zum anderen verschieden sein
bzw. vom exprimierenden Zelltyp abhdngen (Shimaoka et al. 2002; Shattil et al. 2010).
Bei der Outside-In-Aktivierung bindet ein Ligand an ein Integrin, z. B. Fibrinogen {iber
seine Arginin-, Glycin- und Asparaginsdure-Sequenz (RGD-Sequenz) an Integrine auf
Thrombozyten im Rahmen der primdren H@mostase (Shattil and Newman 2004).
Bindung des Liganden an der Bindungsstelle zwischen dem B-Propeller und der B-I-
Domine resultiert bei gleichzeitiger Bindung von divalenten Kationen innerhalb der B-I-
Domine in einer Lageédnderung der Hybriddomédne um 60° zur Ausgangsebene. Weitere
nicht hinreichend verstandene Schritte fithren zur Trennung der Transmembrandoménen
und zu einem Wechsel in die gesteckte/aktive Konformation (Arnaout et al. 2005; Luo et
al. 2007; Campbell and Humphries 2011).

Divalente Kationen sind ein entscheidender Kofaktor fiir die Aktivierung von Integrinen.
Mn?* wirkt aktivierend, wihrend die Bindung von Ca?" in der B-I-Domine die
gebeugte/inaktive Konformation begiinstigt (Shimaoka et al. 2002; Arnaout et al. 2005;
Luo et al. 2007; Campbell and Humphries 2011). Im Gegensatz dazu fiihren bei der
Inside-Out-Aktivierung Signalwege aus der Zelle selbst zum Konformationswechsel von
gebeugt/inaktiv zu gestreckt/aktiv und begiinstigen somit die Ligandenbindung.
Entscheidend fiir den Prozess sind Proteine, die an die zytoplasmatischen Ausléufer der
Transmembrandominen binden. Das bedeutsamste von ihnen ist Talin, andere beteiligte
sind z. B. Kindlin und Vinculin. Eine Untereinheit der FERM-Talinkopfdoméne (F3)
verfligt liber eine Phosphotyrosinbindungsdomine (PTB), mit der sie das NPxY-Motiv(x
kann jede Aminosdure sein) der f-Untereinheit binden kann. Die Bindung von Talin



verdandert den Winkel der B-Transmembrandomine zur Ebene der Zellmembran und
unterbricht die Salzbriicke zwischen Arginin 995 und Asparagin 723, was zu einem
Aufbrechen des IMC und damit letztlich zur Trennung der Transmembrandoménen und
Aktivierung/Aufrichtung des Integrins fiihrt (Moser et al. 2009; Shattil et al. 2010;
Calderwood et al. 2013). Reguliert wird die Aktivitdt von Talin durch unterschiedliche
Signalkaskaden. Ein gut verstandenes Beispiel fiir die Talin-vermittelte Inside-Out-
Aktivierung von Integrinen ist die Bindung von Thrombin an Protease-aktivierte
Rezeptoren (PAR-Rezeptoren) auf Thrombozyten im Rahmen der sekundéren
Hiamostase. Der PAR-Rezeptor aktiviert nach Thrombinbindung das monomere G-
Protein RAP1, das wiederum RIAM aktiviert. Das Protein hat die Fahigkeit, Talin zu
binden und zu aktivieren. Seine rdumliche Struktur ermdglicht es, dass sich Talin nach
Bindung in Né&he zu seinem Bindungsmotiv an der B-Untereinheit befindet. Diese
Signalkaskade ist eines der wenigen Beispiele einer hinreichend verstandenen Inside-
Out-Aktivierung von Integrinen, viele weitere sind nicht vollstdndig verstanden (Shattil
et al. 2010).

Die Aktivierung von Integrinen, unabhingig vom Aktivierungsweg, hat weitreichende
Konsequenzen. Sie sind keine reinen Adhédsionsrezeptoren, sondern stolen an diese
Funktion gekoppelt bedeutsame Signalwege fiir zentrale Zellfunktionen durch
Clusterbildung in Form von fokalen Kontakten an. Talin dient neben seiner Funktion als
Integrinaktivator auch als zentrales Adapterprotein, das Integrine mit den
Aktinfilamenten des Zytoskeletts verbindet und die B-Untereinheit an
Multiproteinsignalkomplexen innerhalb der Cluster beteiligt. Bedeutendste Proteine
dieser Signalkomplexe sind die fokale Adhésionskinase (FAK) und zytoplasmatische
Tyrosinkinasen der Src-Familie (SFK’s). Sie binden Integrine an Signalwege, wie den
Ras-MAPK- und den AKT/PKB-Signalweg, die im Zusammenspiel mit den
Wachstumsfaktorrezeptoren der  Rezeptortyrosinkinasen (RTK) grundlegende
Zellfunktionen wie Proliferation, Uberleben und Migration steuern (Guo and Giancotti
2004; Frame et al. 2010; Desgrosellier and Cheresh 2010).



@ ¢ ¢ C Integrin RTK
=58 £
= % - 2 Plasmamembran ‘
”}‘{J %:'\‘-:‘ + Talin + Ligand t}‘{J ‘“i"'-" i e
: 6‘ = &0 A 9 j‘ v
ﬁ\% ‘1;\ ‘:{ﬂ} ?\t} PBK GRB2
M A p %\ 7 { pal v v
".M' < . .M K] Pudlns(3,4,5)P3 508
" i : ' '
‘‘‘‘‘ ; f 1 { X AKT /PKB RAS
4 < ; v
[\ Moy -
Aktive / gestreckte  Inaktive / gebeugte  Aktive / gestreckte MER
Konformation Konformation Konformation mlmfx
A4

Thrombin

? PARI (PAR4 in mouse) Plasma membrane

__RAPD ——>
GTht T

_RAPD ——> __(RAPD —> _(
(S8 e
PKC 4
DAG il
K &
IPy=> Caf CALDAG-GEFI —)
RIAM

Integrin

Integrin
activation

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Abbildung 2: Outside-In- und Inside-Out-Aktivierung. A: Konformationdnderung durch
Ligandenbindung (= Outside-In) oder durch Bindung von Talin (= Inside-Out).
Modifiziert nach Lau et al. 2009. B: Mechanismus der Integrinaktivierung durch Talin
und dessen Regulation iiber assoziierte Proteine. Modifiziert nach Lau et al. (2009) und
Shattil et al. (2010). C: Signalwege von Integrinen zur Regulation zentraler
Zellfunktionen. Eigene Darstellung in Anlehnung an Guo and Giancotti (2004).
Nachdruck der jeweiligen Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von John Wiley
and Sons (Lau et al. 2009) und Springer Nature (Shattil et al. 2010), Genehmigungen iiber
RightsLink® Copyright Clearence Center.
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1.1.3 Klinische Bedeutung von Integrinen

Integrine sind durch ihre grundlegende Funktion als bedeutendste Klasse von Rezeptoren
fiir den Kontakt von Zellen mit der extrazelluldren Matrix und ihre Signaltransduktions-
Funktion an verschiedenen physiologischen und pathologischen Prozessen des
Organismus beteiligt. Thre zentrale Rolle in klinisch bedeutsamen pathologischen
Prozessen wie Thrombenbildung, Autoimmunkrankheiten und neoplastischen
Erkrankungen macht sie als Zielstruktur fiir die Entwicklung neuer medikamentdser
Therapien relevant.

In den 1990er Jahren wurden die ersten Integrin-Inhibitoren entwickelt, die fiir den
klinischen FEinsatz zuglassen wurden. Bei den Medikamenten handelte es sich um
Antagonisten gegen das Integrin allbB3 auf Thrombozyten, das eine zentrale Rolle in der
primédren Hamostase spielt (Cox et al. 2010). Es ist als Fibrinogenrezeptor essenziell fiir
die Quervernetzung der Pléttchen und fiir die Bildung eines Thrombus (Bennett et al.
2009). Das Antikorperfragment Abciximab und die niedermolekularen Inhibitoren
Eptifibatid und Tirofiban sollten als Thrombozytenaggregationshemmstoffe das
Verstindnis der primdren Hé@mostase in klinisch messbare Verbesserungen bei
thromboembolischen Gefalverschlusskrankheiten, hauptsachlich Myokardinfarkten,
umsetzen. Eptifibatid ist ein zyklisches Peptid, das iiber eine KGD-Sequenz verfiigt. Uber
die strukturelle Ahnlichkeit mit einer RGD-Sequenz kann es die Ligandenbindungstelle
des Integrins allbB3 besetzen. Tirofiban ist ein nicht peptidischer Inhibitor desselben
Integrins. Bei Abciximab handelt es sich um ein Fragmented-Antigen-Fragment (Fab-
Fragment) eines monoklonalen Antikorpers, das distal der RGD-Bindungstelle an die 33-
Untereinheit bindet und eine Ligandenbindung sterisch verhindert (Cox et al. 2010). Die
Erwartungen wurden jedoch nicht erfiillt. Der Einsatz von Abciximab vor perkutaner
koronarer Intervention (PCI) bei priklinischer Gabe von Clopidogrel brachte keinen
Vorteil gegeniiber dem Placebo beziiglich der Reduktion der Infarktgroe (Mehilli et al.
2009). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die Kombination von
Abxicimab mit einem Antikoagulanz im Vergleich zur alleinigen Gabe eines
Antikoagulanz vor PCI das Blutungs- und generelle Komplikationsrisiko erhdht (Stone
et al. 2008). Jedes dieser Medikamente sollte nur bei Hochrisiko-PCIs unter
Ausschopfung der Moglichkeiten mit P2Y12-Inhibitoren (Clopidogrel, Prasugrel,
Ticagrelor) verwendet werden (Empfehlungsgrad Ila/Evidenzgrad C). Von einer
Routineanwendung bei jeder PCI (Empfehlungsgrad IIb/Evidenzgrad B) wird abgeraten
(Steg et al. 2012).

Neben den intravendsen Integrin-allbB3-Inhibitoren wurde auch versucht, oral
applizierbare Wirkstoffe zu entwickeln. Keiner davon wurde zugelassen, weil sie zu einer
erhohten kardiovaskuldren Komplikationsrate, insbesondere Blutungen fiihrten, ohne
dabei einen Nutzen zu erbringen (Chew et al. 2001a; Chew et al. 2001b; Bhatt and Topol
2003; Cox et al. 2010). In einem anderen Feld konnten sich Integrine als Zielstruktur auch
klinisch bewéhren, jedoch ebenfalls mit betrichtlichen Nebenwirkungen. Die Integrine
alLB2, aMB2 und a4p1 sind entscheidende Rezeptoren fiir die Diapedese von Leukozyten
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iiber die GefiBwand in entziindetes Gewebe. Dort ruhende Zellen der angeborenen
Immunantwort reagieren auf pathogen-assoziierte Molekulare Muster (PAMP). Deren
Freisetzung von Chemo- und Interleukinen erhdht die Expression von Selektinen auf den
Endothelzellen der Geféle des entziindeten Gewebes. Binden an der GefdBwand rollende
Leukozyten an Selektine, resultiert daraus iiber komplexe Signaltransduktionswege in
den Leukozyten eine Inside-Out-Aktivierung der Integrine. Sie kdnnen in ihrer
gestreckten Konformation die Molekiile der Interzelluldren-Zelladhdsionsmolekiil-
Klasse (ICAM-Klasse) und Vaskuldren-Zell-Adhdsionsmolekiil-Klasse (VCAM-Klasse)
auf den Endothelzellen binden. Das fiihrt zu einer festeren Bindung des Leukozyten am
Endothel und st6Bt intrazelluldre Signalwege an, die zum Umbau des Zytoskeletts fithren
und letztlich zum Durchtritt des Leukozyten zwischen den Interzellularspalten der
Endothelzellen (Vestweber 2015). Dieser Prozess ist von Bedeutung fiir die
physiologische Abwehr von Infektionen, jedoch stellt er auch eine niitzliche Zielstruktur
fiir immunsuppressive Medikamente dar.

Charakteristisch fiir Autoimmunkrankheiten ist die pathologische Einwanderung von
Entziindungszellen in gesundes Gewebe. Fiir Multiple Sklerose ist pathophysiologisch
unter anderem die Migration von Lymphozyten ins zentrale Nervensystem
kennzeichnend. Es konnte zuerst im Maus-Modell gezeigt werden, dass monoklonale
Antikorper gegen Integrin a4p1 dies unterbinden und eine Autoimmunencephalomyelitis
verhindern (Yednock et al. 1992; Cox et al. 2010). Natalizumab ist ein monoklonaler
Antikorper gegen die o4-Untereinheit von Integrinen, der 2004 zugelassen wurde und
sehr gute klinische Ergebnisse in der Therapie der multiplen Sklerose in Bezug auf den
Gesamtverlauf und die Reduktion der Wahrscheinlichkeit von akuten Schiiben erzielte
(Polman et al. 2006; Hutchinson et al. 2009; Cox et al. 2010). Ein dhnliches Wirkprinzip
verfolgte Efalizumab. Der monoklonale Antikorper richtet sich gegen die Integrin-
Untereinheit oL und damit gegen die Migration aktiver T-Lymphozyten ins Gewebe.
Auch in diesem Fall konnten gute klinische Ergebnisse in der Therapie der Psoriasis
festgestellt werden (Lebwohl et al. 2003; Gordon et al. 2003; Ortonne et al. 2005; Cox et
al. 2010). Beide Antikorper fiihrten jedoch zu Féllen von tddlich verlaufender
progressiver multifokaler Leukenzephalopathie (PML) durch eine Reaktivierung des JC-
Virus im zentralen Nervensystem (Tan and Koralnik 2010; Cox et al. 2010). Darauthin
wurde Efalizumab 2009 vom Markt genommen. Mangels Alternativen bei der
Behandlung schwerer Krankheitsverldufe der multiplen Sklerose wird Natalizumab
weiterhin verwendet, es wurden jedoch Strategien zur Fritherkennung von Patienten mit
erhohtem Risiko auf PML entwickelt (Cox et al. 2010).

Derzeit wird erforscht, ob sich Integrin-Antagonisten in der Therapie neoplastischer
Erkrankungen bewihren kdnnen. Der Grund dafiir ist, dass Integrine an den zentralen
onkogenen Signalwegen Apoptoseregulation, Metastasierung, Lymphangiogense und
Angiogenese von neoplastischen Zellen beteiligt sind (Hood and Cheresh 2002; Guo and
Giancotti 2004; Avraamides et al. 2008; Desgrosellier and Cheresh 2010). Je nach
Stadium der Tumorerkrankung verdndert sich die Expression bestimmter Integrine.
Beispiele fiir Integrine die mit einem Fortschritt der Erkrankung korrelieren sind aV3,
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aVP5, a5p1, a4pl, aVP6. Einige davon aktivieren bei Ligandenbindung die oben
beschriebenen promitotischen und antiapoptotischen Signalwege, wéhrend nicht
ligandengebundene Integrine einen Prozess auslosen, der als Integrin Mediated Death
(IMD) bezeichnet wird, indem das Integrin die Caspase 8 aktiviert und die folgenden
Schritte der Apoptose initiiert (Desgrosellier and Cheresh 2010). Tumore entwickeln im
Verlauf oft eine Resistenz gegen IMD. Uber FAK- und SFK-assoziierte Signalwege
regulieren Integrine in neoplastischen Zellen die Expression von E-Cadherin herunter,
den Auf- und Abbau des Zytoskeletts zur Migration und die Aktivitit von
Matrixmetalloproteinasen (MMP) zum Uberwinden der Basalmembran fiir die
lymphogene und hématogene Metastasierung (Hood and Cheresh 2002; Guo and
Giancotti 2004; Avraamides et al. 2008; Desgrosellier and Cheresh 2010). Von
besonderer Bedeutung ist das Integrin aVB3, weil es neben den bereits genannten
Funktionen zusitzlich eine Schliisselrolle in der Angiogenese von Tumoren spielt
(Brooks et al. 1994; Avraamides et al. 2008). aVP3 kann verschiedene Proteine der
extrazelluldren Matrix (ECM) iiber ihre RGD-Sequenzen binden. Die bedeutsamsten sind
Fibronectin und Vitronectin. In Biopsien wurde festgestellt, dass es auf den Blutgefiafen
von Tumoren sowie auf den Tumorzellen selbst liberexprimiert ist, jedoch nicht auf
GefidBen in normalem Gewebe. In Studien konnte in vitro und in vivo gezeigt werden,
dass Integrin-aVP3-Antagonisten Endothelzellapoptose sowie die Aktivitdt von
Tumorsupressoren wie p53 steigern und die Expression von antiapoptotischen Proteinen
wie z. B. BAX reduzieren. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass es zu einer
Aktivierung des IMD-Signalweges kommt (Avraamides et al. 2008). aVB3 stellt im
Vergleich zu vielen anderen an den Prozessen beteiligten Integrinen ein besseres Target
fiir Integrin-Antagonisten dar, da es moglicherweise eine potenzierte Wirkung sowohl
durch Blockierung antiproliferativer als auch antiangiogener Signalwege aufweist (Cox
et al. 2010).

Am weitesten fortgeschritten in der Entwicklung ist Cilengitide. Dabei handelt es sich
um zyklisches RGD-Peptid, das 2014 eine Phase-IlI-Studie zur Behandlung von
Patienten mit Glioblastom durchlaufen hat. Es zeigten sich keine Vorteile in der
Uberlebenszeit und keine schwerwiegenden Nebenwirkungen im Vergleich mit der
Standardtherapie mit Temozolomid. Weitere niedermolekulare Antagonisten und
inhibierende monoklonale Antikdrper gegen aV3 und andere Integrine befinden sich in
unterschiedlichen Phasen der Entwicklung oder klinischen Testung (Avraamides et al.
2008; Stupp et al. 2014).

Neben der Bedeutung in der Entwicklung neuer Therapieansitze fiir unterschiedliche
Erkrankungen sind Integrine auch in der Diagnostik von Relevanz. Der MAIPA-Assay
ist ein Immunassay zum Nachweis von Auto-und Alloantikdrpern gegen thrombozytére
Integrine (Kiefel 1992). Klinisch hat er sich in der Routinediagnostik der Auto- und
Alloimmunthrombozytopenien bewihrt (Brighton et al. 1996; WARNER et al. 1999). Im
experimentellen Stadium befinden sich bildgebende Ansitze, die PEGylierte zyklische
RGD-Peptide mit 18F, 64Cu markieren. Tumore mit einem Durchmesser von bis zu 1,5
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mm konnten damit im Tierversuch in Brust- und Hirngewebe nachgewiesen werden
(Avraamides et al. 2008).

1.2 Monoklonale Antikorper

1.2.1 Methoden zur Herstellung monoklonaler Antikérper

1.2.1.1 Hybridom-Technologie

Die heutige Verfiigbarkeit von monoklonalen Antikdrpern gegen unterschiedliche
Antigene zur Diagnostik und Therapie geht auf die Entwicklung der Hybridom-
Technologie durch Georges Kohler und César Milstein im Jahr 1975 zuriick (Kohler and
Milstein 1975; Zhang 2012).

Thre Grundlage ist die Fusion von B-Lymphozyten einer gegen ein gewliinschtes Antigen
immunisierten Maus mit Myelomzellen. Dabei entstehen immortalisierte
antikorpersezernierende Zellen (ASC) gegen ein spezifisches Antigen. Die Methode kann
in vier Arbeitsschritte eingeteilt werden: (1) Immunisierung, (2) Fusion, (3) Screening,
(4) Charakterisierung (Nelson et al. 2000). Im Allgemeinen wird der Maus das
gewlinschte Zielantigen subkutan oder intraperitoneal appliziert und die Immunantwort
durch die zusitzliche Gabe von Adjuvanzien gesteigert. Die Immunisierung kann durch
Titerbestimmung im Serum kontrolliert werden. Die Verwendung von Adjuvanzien
begiinstigt ebenfalls den class switch der Immunglobuline (Ig), was die Entstehung von
Antikorpern mit hoherer Affinitit durch somatische Hypermutation fordert. Ist der
Endpunkt erreicht, werden die Versuchstiere splenektomiert und die B-Lymphozyten
isoliert (Nelson et al. 2000). Als Fusionspartner fiir die isolierten Zellen steht eine Reihe
von Myelomzelllinien zur Verfiigung. Sie haben die Gemeinsamkeit, dass sie einen
Defekt in der Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HGPRT) aufweisen.
Induziert wird die Fusion durch Elektrostimulation oder Polyethylenglycol. Es konnen
dabei fusionierte (Hybridom-) Zellen entstehen, die den gewiinschten spezifischen,
unspezifische oder keine Antikorper produzieren. Neben den erfolgreich fusionierten
Zellen verbleiben auch nicht fusionierte Myelomzellen und B-Lymphozyten in der
Zellkultur. Zur Selektion der Hybridomzellen wird ein hypoxanthin-, aminopterin- und
thymidinhaltiges Medium (HAT-Medium) verwendet. Aminopterin blockiert die de
novo-Nuklotidsynthese, wodurch nur Zellen im HAT-Medium {iiberleben, die auf den
Salvage Pathway zur Nukleotidsynthese zuriickgreifen konnen. Nicht fusionierte
Myelomzellen konnen dies aufgrund der defekten HGPRT nicht und sterben ab,
Hybridomzellen erhalten die funktionsfihige HGPRT von ihrem lymphozytéiren
Fusionspartner und {iberleben. Diese Selektion ist notwendig, weil erstere eine hohere
Mitoserate aufweisen als letztere und sie somit verdrangen wiirden. Nicht fusionierte B-
Zellen sterben ab, da sie nicht immortalisiert sind (Nelson et al. 2000; Zhang 2012). Da
die Fusion mancher Hybridomzellen nicht stabil ist, sollte die Kultivierung fiir mehrere
Tage im Selektionsmedium erfolgen. Ziel des anschlieBenden (Primér-)Screenings ist es,
mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) unspezifisch und nicht
antikorpersezernierende Hybridomzellen von den Fusionsplatten auszuselektieren. Oft
liegen Kolonien unterschiedlicher Hybridom-Klone rdumlich so dicht aneinander, dass
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der erste Schritt der Charakterisierung eine Klonierung durch die Limiting Dilution-
Methode ist. Sind die Klone voneinander getrennt, kann eine genauere Charakterisierung
erfolgen, z. B. die Bestimmung der Immunglobulin-G-Subklasse (IgG), Glykosylierung,
Messung der Spezifitit und Affinitdt und Epitop-Mapping. Mittels der Bestimmung
dieser Eigenschaften kann entschieden werden, welcher Klon die geeignetsten
Eigenschaften fiir Therapie oder Diagnostik aufweist (Nelson et al. 2000; Zhang 2012).

Wegen des Auftretens von humanen Anti-Maus-Antikoérpern (HAMA) nach Therapie mit
monoklonalen Antikorpern aus Hybridomas, die die Wirkung limitieren, sowie der
Inkompatibilitidt zu humanen Fc-Rezeptoren werden therapeutische Antikorper aktuell
vor allem durch Immunisierung transgener Mduse entwickelt. Durch yeast artficial
chromosomes gelang es, den humanen Ig-Lokus in deren Genom zu iibertragen. Ihre
Immunisierung  ermoglicht es mit denselben vorangehend beschriebenen
Arbeitsschritten, Hybridomas zu erzeugen, die komplett humane monoklonale
Antikorper produzieren (Little et al. 2000; Brekke and Sandlie 2003; Carter 2006). Der
Vorteil der Hybridom-Technologie liegt in der im Vergleich mit anderen Methoden
hohen Affinitdt der monoklonalen Antikorper durch Affinitatsreifung und somatische
Hypermutation in vivo (Carter 2006).

1.2.1.2 Phagedisplay

Das Grundprinzip des Phagedisplays ist es, die natiirlichen Schritte der
Antikorperentstehung mittels molekularbiologischer Methoden in vitro nachzuahmen
(Winter et al. 1994). Grundlage aller Display-Methoden (Phage, Hefe, Ribosomen) sind
Antikorper-Bibliotheken, die mittels einer Displaytechnologie, am héufigsten dem
Phagedisplay, auf geeignete Fragmente fiir ein gewiinschtes Antigen gescreent werden
konnen (Winter et al. 1994; Hoogenboom et al. 1998; Hoogenboom 2005; Marasco and
Sui 2007). Dort konnen lediglich scFV-und Fab-Fragmente hergestellt werden (Marasco
and Sui 2007). Antikorper-Biliotheken entstehen durch Isolation der Gene fiir die variable
Region der schweren (VH-Gene) und der variablen Region der leichten Ig-Kette (VL-
Gene) aus B-Zellen. Mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden diese amplifiziert
und auf einen Phagemid-Vektor kloniert (Winter et al. 1994; Hoogenboom et al. 1998;
Lerner 2016). Phagemide sind Plasmide, die einen fl-origin of replication (ori) fiir
Phagen tragen. Neben dem Ori trdgt das Phagemid die genetische Information fiir das
Hiillprotein III des Phagen, an das die VH- und VL-Gene gekoppelt sind. Der Phagemid-
Vektor wird von E.Coli aufgenommen, das anschlieBend mit einem Helfer-Phagen
infiziert wird. In den meisten Fillen handelt es sich dabei um den filamentdsen Phagen
M13. Nach Infektion und Ubertragung der Phagen-DNA beginnt das Bakterium mit der
Synthese der kodierenden Bestandteile. Da das Phagemid iiber einen passenden (viralen)
Ori verfiigt, werden die enthaltenen genetischen Informationen ebenfalls vervielfaltigt.
Dadurch liegen anschlieBend im periplasmatischen Raum des Bakteriums zwei
unterschiedliche Versionen des Hiillproteins-III vor: ein ,Wild-Typ*, entstanden aus der
genetischen Information des Helferphagens, und eine Version mit gekoppeltem
Antikorperfragment aus dem Phagemid (Smith and Petrenko 1997; Hoogenboom et al.
1998; Kehoe and Kay 2005). Ein komplett zusammengesetzter Phage enthélt fiinf Kopien
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des Hiillproteins-III. Durch zufdllige Kombination der beiden Varianten entstehen
Phagen, die im Durchschnitt ein antikdrperfragmentgekoppeltes Hiillprotein-III tragen.
Das Antikorperfragment entspricht den auf das Phagemid klonierten VH- und VL-Genen.
Aufgrund eines defekten Packaging-Signals im Genom des Helferphagen enthalten
nahezu alle zusammengesetzten und freigesetzten Phagen das Phagemid. Alle auf diese
Weise hergestellten Phagen préisentieren damit auf ihrer Oberfliche ein
Antikorperfragment (Phianotyp), das mit den jeweiligen auf dem Phagemid eingebrachten
VH- und VL-Genen (Genotyp) korreliert (Winter et al. 1994; Smith and Petrenko 1997,
Hoogenboom et al. 1998; Kehoe and Kay 2005). Eine Antikdrper-Bibliothek kann bis zu
10 oder 10!  unterschiedlicher —Phagen, die jeweils unterschiedliche
Antikorperfragmente prisentieren, enthalten. Je nachdem, aus welcher Subgruppe von B-
Zellen die VH- und VL-Gene isoliert wurden, kann zwischen immunisierten, naiven und
synthetischen Antikorper-Bibliotheken unterschieden werden. Bei immunisierten
Bibliotheken werden die VH- und VL-Gene erst nach Antigenkontakt in vivo aus den B-
Zellen isoliert. Naive Antikorper-Bibliotheken enthalten VH- und VL-Gene aus B-Zellen,
die bereits die Reifung im Knochenmark abgeschlossen haben, jedoch noch keinen
Antigenkontakt hatten. Die Umlagerung der Gensegmente im Knochenmark und
Deletion iiberschiissiger Segmente wird bei der Herstellung synthetischer Antikorper-
Bibliotheken ignoriert. Die einzelnen Gensegmente werden komplett artifiziell ohne
Vorarbeit in vivo rekombiniert und umgelagert (Hoogenboom et al. 1998; Hoogenboom
2005). Nach Herstellung einer geeigneten Antikorperbibliothek konnen passende Phagen
daraus selektiert werden. Dies geschieht, indem das gewiinschte Zielantigen auf einer
Platte immobilisiert wird und die Phagen der Antikorper-Bibliothek dort inkubiert
werden. Nach deren Waschung befinden sich ausschlieBlich Phagen auf der Platte, deren
Antikorperfragment das Antigen bindet. Sie werden eluiert und mit Hilfe von E.Coli
amplifiziert. Es konnen mehrere Selektionsrunden hintereinander durchgefiihrt werden.
Wird die Konzentration des immobilisierten Antigens herunter titriert, konnen die
Phagen, deren Antikorperfragment die hochste Affinitit aufweist, selektiert werden.
Durch Mutagenese und weitere Selektionsrunden kann dieser Effekt weiter verstirkt
werden (Winter et al. 1994; Smith and Petrenko 1997; Hoogenboom et al. 1998; Kehoe
and Kay 2005). Selektierte Phagen werden erneut durch E.Coli amplifiziert und die
Antikérperfragmente aus dem periplasmatischen Raum oder Uberstand der Kultur
isoliert. Eine Charakterisierung der gewonnenen scFV oder Fab-Fragmente beziiglich
Spezifitdt und Affinitdt erfolgt mittels ELISA. Ist das Ziel die Entwicklung eines
kompletten monoklonalen Antikorpers, miissen die VH- und VL-Gene aus dem Phagen,
dessen Fragmente sich im ELISA als am besten geeignet herausgestellt haben, erneut
isoliert und durch Expressionsvektoren in Zelllinien transfiziert werden, die komplett
humanes IgG produzieren (Hoogenboom et al. 1998; Marasco and Sui 2007).

Das Design der Antikorper-Bibliothek ist entscheidend fiir die Eigenschaften des
gewiinschten ~ Antikorperfragmentes/monoklonalen ~ Antikorpers.  Immunisierte
Antikorper-Bibliotheken kdnnen durch Vorselektion in vivo zu Fragmenten mit hoherer
Affinitdit  filhren.  Synthetische = Antikorper-Bibliotheken = ermdglichen  es
Antikorperfragmente gegen Haptene, Metalle, Toxine oder andere exotische Epitope. Ein
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genereller Vorteil gegeniiber der Hybridom-Technologie ist die Moglichkeit, Antikorper
gegen Selbst-Epitope zu entwickeln, was mit Technologien, die auf in vivo
Immunisierung basieren, aufgrund von immunologischen Toleranzmechanismen nicht
oder nur schwer moglich ist (Hoogenboom et al. 1998).
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Abbildung 3: Methoden zur Herstellung monoklonaler Antikorper. Rechts: Herstellung
durch humane Hybridomas. Links: Herstellung mittels Phagedisplay. Ubernommen aus
Brekke and Sandlie (2003). Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von Springer
Nature (iiber RightsLink® Copyright Clearence Center).

1.2.2 Anwendungsgebiete monoklonaler Antikorper

Vorangehend wurden bereits Beispiele fiir Anwendungsgebiete monoklonaler Antikdrper
bei integrinassoziierten Krankheitsbildern beschrieben. Diese machen nur einen geringen
prozentualen Anteil an den insgesamt entwickelten Antikorpern aus: Von 131 humanen
monoklonalen Antikdrpern, die von 1996 bis 2010 in klinische Studien eintraten, wurden
59 (45%) als Krebstherapien, 36 (28%) als Therapien fiir rheumatische und
Autoimmunerkrankungen und weitere 36 (28%) fiir andere Indikationen entwickelt. Von
den 59 antineoplastischen monoklonalen Antikdrpern erreichten lediglich zwei (3,4%)
die Zulassung durch die Food and Drug Administration (FDA). Die kumulative
Zulassungsrate fiir humane monoklonale Antikdrper betrug im genannten Zeitraum
17,5%. Berechnet man sie plattformabhingig, ergeben sich 29% fiir humane monoklonale
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Antikorper aus Hybridomas von transgenen Maéusen und 12,5% aus
phagedisplaybasierten Technologien. Es muss dabei beachtet werden, dass die Anzahl
der mittels Phagedisplay entwickelten monoklonalen Antikérper in diesem Zeitraum
noch geringer war (Nelson et al. 2010).

1.3 Thrombozytopenien

1.3.1 Definition und Atiologie

Eine akute Thrombozytopenie ist definiert als ein Abfall der Thrombozytenzahl unter
30 000/ul. Ursache dafiir ist meist eine Bildungsstorung im Knochenmark oder ein
gesteigerter peripherer Umsatz. Diese entstehen aus einer Knochenmarkschiadigung oder
-infiltration. Medikamente, Strahlen oder akute Virusinfektionen konnen dessen Funktion
einschrinken. Ebenso kann eine Infiltration durch einen soliden Tumor oder hiufiger
durch Leukdmien oder Lymphome die Bildung von Thrombozyten einschrinken.
Haufigste Ursache fiir deren gesteigerten Umsatz sind Immunthrombozytopenien. Dabei
entstehende Allo- und Autoantikdrper gegen Antigene auf Thrombozyten fiithren zu einer
Opsonierung. Die Epitope der hdufigsten Allo- als auch Autoantikorper liegen auf dem
Integrin allbB3 (Herold 2018).

1.3.2  Alloimmunthrombozytopenien (Glanzmann-Thrombastenie & Neonatale
Alloimmunthrombozytopenie)

Alloantikorper entstehen, wenn eine Immunisierung gegen ein fiir den Korper fremdes
Antigen, das von einem anderen Organismus derselben Spezies stammt, stattfindet.
Integrin assoziierte Beispiele hierfiir sind die Glanzmann-Thrombasthenie (GT) und die
Neonatale Alloimmunthrombozytopenie (NAIT) (Nurden 2006; Sachs et al. 2012;
Peterson et al. 2013; Winkelhorst et al. 2017). GT ist die haufigste vererbbare
Thrombozyten-Funktionsstorung. Ausgelost wird sie durch Deletionen oder Insertionen
in den Genen, die fiir die allb- oder die B3-Integrin-Untereinheiten kodieren und damit
zu missense- oder nonsense-Mutationen fithren. Klinisch zeigen sich diese in einer
erhohten Blutungsneigung, die je nach spezifischer Form unterschiedlich ausfillt.
Leitliniengerechte Therapie bei klinisch relevanten Blutungen ist die Gabe von
rekombinantem Faktor VIIa. Thrombozytentransfusionen sollten vermieden werden, weil
das auf den Thrombozyten des Spenders natiirlich exprimierte Integrin ollbf3 vom
Immunsystem des Empféangers je nach spezifischer Mutation als verdndert oder fremd
erkannt wird. Es erfolgt eine Alloimmunisierung mit der Bildung von Alloantikdrpern
gegen das Integrin ollbB3 oder dessen Untereinheiten. Dies filihrt dazu, dass
Transfusionen keine langfristige Therapieoption darstellen und nur in Notfillen zur
schnellen Stillung von Blutungen verwendet werden sollten (Nurden 2006; Nurden et al.
2013).

Bei der NAIT handelt es sich um die hdufigste Ursache von Thrombozytopenien bei sonst
gesunden Feten und Neugeborenen (Peterson et al. 2013; Winkelhorst et al. 2017).
Leichte Verldufe zeigen sich klinisch oft mit Hauteinblutungen und/oder Petechien. 10—
20% der Fille zeigen schwere Verldufe, die mit intrakraniellen Blutungen (ICH)
einhergehen (Sachs et al. 2012; Peterson et al. 2013). Verantwortlich fiir den Mangel an
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Thrombozyten sind miitterliche Anti-HPA-Antikorper. Deren Antigene liegen auf den
membranstindigen thrombozytiren Glykoproteinen. Sie entstehen durch genetische
Polymorphismen in den Genen der Glykoproteine. Insgesamt entstehen die Antigene des
Human-Platelet-Antigen-Systems (HPA) durch mindestens 27 unterschiedliche
Punktmutationen (meist Substitutionen). In 75-85% der NAIT-Félle (je nach Zentrum
und Studie) handelt es sich um Antikorper gegen das HPA-1a-Antigen. Dieses entsteht
durch eine Leucin/Prolin-Substitution an Position 33 in der PSI-Doméne der B3-
Untereinheit des Integrins allbp3. 98% aller Frauen tragen diese Punktmutation und sind
damit HPA-1la-positiv. NAIT durch Antikdrper gegen HPA-1a kann nur auftreten, wenn
die Mutter HPA-1a-negativ (HPA-1bb) und der Vater positiv (HPA-1aa oder HPA-1ab)
ist. Eine Immunisierung der Schwangeren tritt auf, wenn der Fetus das Merkmal HPA-1a
von seinem Vater ererbt hat (Sachs et al. 2012; Peterson et al. 2013). Es ist noch nicht
geklirt, ob die Schwangere durch Ubertritt fetaler Thrombozyten in die miitterliche
Zirkulation oder durch Expression des (3-Integrins an Zellen der Plazenta (z.B. am
Synziotrophoblasten) immunisiert wird. Im Gegensatz zur hdmolytischen Erkrankung
beim Fetus und Neugeborenen kann es bereits bei der ersten Schwangerschaft zu einer
Immunisierung kommen (Sachs et al. 2012).

Die Diagnose NAIT wird in der Regel erst klinisch bei Geburt des ersten Kindes mit
Blutungszeichen und niedriger Thrombozytenzahl gestellt (Winkelhorst et al. 2017). Ein
Routine-Screening auf miitterliche Anti-HPA-Antikorper wiahrend der Schwangerschaft
mittels Solid-Phase-Immunoassays oder Durchflusszytometrie wurde bisher nicht in die
Mutterschaftsvorsorge eingefiihrt, da es noch nicht moglich ist, prospektiv diejenigen
Schwangeren zu erkennen, bei denen das Risiko einer klinisch relevanten fetalen Blutung,
insbesondere einer ICH, besteht. In vielen Studien zeigte sich kein Zusammenhang
zwischen dem Titer der Anti-HPA-Antikorper und dem Schweregrad fetaler/neonataler
Blutungen. Ein serologisch schwacher Antikorper kann mit Féllen von ICH einhergehen,
wihrend ein vergleichbar starker Antikorper nur Hauteinblutungen verursacht (Tiller et
al. 2009; Kamphuis et al. 2010; Bakchoul et al. 2011; Sachs et al. 2012). Bei klinisch
relevanter neonataler Thrombozytopenie und/oder Blutungen wird das Neugeborene mit
HPA-kompatiblen Thrombozytenkonzentraten transfundiert (Sachs et al. 2012;
Winkelhorst et al. 2017). Eine Folgeschwangerschaft sollte unter Uberwachung von mit
dem Krankheitsbild vertrauten Arzten erfolgen. Mittels mehrerer Methoden wird eine
Risikostratifizierung durchgefiihrt, die sich vornehmlich auf die Wahrscheinlichkeit fiir
ICH des Feten/Neugeborenen bezieht. Es sollte eine Genotypisierung des Vaters
erfolgen, um festzustellen ob dieser hetero- oder homozygot positiv fiir HPA 1a ist (Sachs
et al. 2012; Peterson et al. 2013). Ist der Vater homozygot positiv ist die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Inkompatibilitét besteht 100%, bei heterozygotem Genotyp
liegt die Wahrscheinlichkeit bei 50%. In diesem Fall kann der fetale Genotyp nicht-
invasiv aus zellfreiem miitterlichen Plasma bestimmt werden (Wienzek-Lischka et al.
2015). Zusitzlich sollte mittels Solid-Phase-Immunoassays wie dem MAIPA oder
MACE getestet werden, ob und mit welchem Titer sich Anti-HPA-Antikorper im
miitterlichen  Serum  befinden. Invasive diagnostische MaBnahmen, z. B.
Nabelschnurpunktionen werden heute nicht mehr empfohlen (Sachs et al. 2012).
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Es wurden verschiedene Algorithmen mit vorangehend beschriebenen Untersuchungen
inder 12., 24. und 30. Schwangerschaftswoche ausgearbeitet und Therapieempfehlungen
daraus abgeleitet. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass, je hoher die
Risikowahrscheinlichkeit ist, desto frilher eine fetale Blutungsprophylaxe mit
hochdosiertem intravendsem Immunglobulin (IVIG) eingeleitet werden sollte. IVIG wird
in der Regel in einer Dosierung von 1 g/kg Korpergewicht wdochentlich bis zur
Entbindung eingesetzt (Winkelhorst et al. 2017).

Neue Ergebnisse legen nahe, dass maternale Anti-HPA-1a Antikdrper mehrere Subtypen
aufweisen. Dabei konnten neben Alloantikorpern gegen den Integrinkomplex allbp3 auf
Thrombozyten auch endothelspezifische gegen aVPB3 nachgewiesen werden. Neben
diesen Verbund-abhidngigen (compound-dependent) Antikdrpern koénnen ebenfalls
Antikorper entstehen, die unabhéngig von dem Integrinkomplex mit der 3-Untereinheit
reagieren. Die Kombination der HPA-1a- positiven 33 Untereinheit mit der allb- oder
aV-Untereinheit fithrt zu jeweils unterschiedlichen Konformationsverédnderungen in der
PSI-Doméne, wodurch unterschiedliche Epitope des Alloantigens HPA-la entstehen.
Antikorper gegen allbB3 und B3 lassen sich im maternalen Serum von leichten NAIT-
Féllen nachweisen. In klinisch schweren Féllen mit ICH konnten neben den zuvor
genannten auch Antikorper gegen aVB3 nachgewiesen werden. Diese wirken
antiangiogen, indem sie die Bindung von Vitronectin an Endothelzellen blockieren und
Caspase-3-getriggerte Apoptose auslosen. Es ist anzunehmen, dass der so entstandene
Endothelschaden die Ursache fiir die Entstehung von ICHs bei NAIT-Fillen ist. Diese
Ergebnisse  legen  nahe,  Verbund-spezifische  Anti-aVB3-Antikdrper  zur
Risikostratifizierung in der Therapie von NAIT zu nutzen (Santoso et al. 2016).

Antigen Alias GP Punktmutation  Erstbeschreiber
HPA-la/b  PI*® GPIlla L33P Newman et al. (1989)
HPA-2a/b  Ko"® GPIba T145M Kuijpers et al. (1992)
HPA-3a/b  Bak®® GPIIb 1843S Lyman et al. (1990)
HPA-5a/b  Br"? GPla GPla Santoso et al. (1993)
HPA-15a/b (Z}“(‘)Vv’a/b CD109  S703Y Schuh et al. (2002)

Tabelle 1: Ubersicht iiber die hiufigsten NAIT-assoziierten HPA-Antigene. Modifiziert
nach Peterson et al. 2013. Nachdruck mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and
Sons (Genehmigung tiber RightsLink® Copyright Clearence Center).
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Abbildung 4: HPA-Antigene. A: Ubersicht und Lokalisation der bekannten HPA-
Antigene. Modifiziert nach Peterson et al. 2013. Nachdruck mit freundlicher
Genehmigung von John Wiley and Sons (iiber RightsLink® Copyright Clearence
Center). B: Unterschiedliche Konformationen der PSI-Doméne abhdngig von der
kombinierten o-Untereinheit. Ubernommen aus Santoso et al. (2016). Nachdruck mit
freundlicher Genehmigung von Wolters Kluwer Health Inc. (iiber RightsLink®
Copyright Clearence Center).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung eines B-Zell-Enzyme Linked Immuno
Spot-Assays (ELISpot) zur Detektion von Antikorpern gegen 3-Integrine. Miitterliche
Antikorper gegen das humane HPA-1a sind die hdufigste Ursache der NAIT. Das Antigen
HPA-1a ist durch einen Aminosiureaustausch in der p3-Integrinkette charakterisiert.
Kiirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass bestimmte miitterliche anti-HPA-1a
Antikorper mit fetaler Hirnblutung assoziiert sind. Diese AntikOrper reagieren mit dem
Vitronektin-Rezeptor (aVP3-Integrin) und induzieren eine funktionelle Storung des
Endothels. Dieser Subtyp von anti-HPA-la Antikdrpern wurde bei Miittern von
Neugeborenen ohne Hirnblutung nicht gefunden. Bei Miittern von Neugeborenen ohne
Hirnblutung wurden Antikorper nachgewiesen, die gegen den Fibrinogen-Rezeptor
(alIbB3) gerichtet sind. Die beiden Antikorper-Subtypen erkennen die 33-Integrin-Kette
im Verbund mit einer jeweils anderen a-Kette und sind damit Verbund-abhéingige
(compound-dependent) Antikorper. Ein weiterer Antikdrper-Subtyp erkennt das HPA-1a
Antigen auf der 3-Integrin-Kette unabhidngig von dem Verbund mit einer a-Kette. Da
Antiseren von Miittern mit FNAIT immer ein polyklonales Gemisch zahlreicher
Antikorpermolekiile reprdsentieren, ist die Gewinnung und Charakterisierung von
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murinen und humanen monoklonalen Antikorpern fiir die Pathogeneseforschung, fiir die
Entwicklung von Nachweisverfahren zur Risikostratifizierung sowie zur Entwicklung
neuer Medikamente zur Prophylaxe fetaler Blutungen unverzichtbar.

Mittels B-Zell-ELISpot-Assay konnen einzelne, Antikorper-sezernierende Zellen in einer
Mikrotiterplatte in situ nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Hypothese untersucht, dass der B-Zell-ELISpot-Assay ein geeignetes Verfahren zur
Charakterisierung von Hybridomzellen und damit zur Entwicklung neuer monoklonaler
Antikorper gegen 33-Integrine darstellt. In einer zweiten Phase sollte untersucht werden,
ob das gleiche Nachweisverfahren auch zum quantitativen Nachweis von Antikorper-
sezernierenden Zellen aus Blutproben von Patienten, und damit zur Bestimmung des
Risikos einer fetalen Hirnblutung bei Schwangeren mit NAIT, geeignet ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite, Kleinmaterial, Kits, Chemikalien, Proteine, Zelllinien und

Antikorper
Gerit Hersteller
Brutschrank Hareues, Hanau
Feinwaage AE 100; Mettler, Gieflen
Pipetten Eppendorf, Hamburg
Magnetriihrer Ikamag RET; Janke & Kunkel, Staufen
Sterilbank HeraSafe, Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer BD FACSCanto II

Vortex-Schiittler

VEF2; Janke & Kunkel, Staufen

Wasserbad Gesellschaft fiir Laborgerite, Burgwedel
Zentrif Biofuge A und Biofuge 22 R; Heraeus, Hanau
entritugen Rotixa/a und Rotanata/TRC, Hettich, Tuttlingen
Kleinmaterial Hersteller
. . Filtertips 10 pl, 100 pl, 1000 pl; Biozym, Hess.
Pipettenspitzen Oldendorf
Einmalpipetten Steril; Greiner, Frickenhausen
Einfrierampullen 2 ml; Nunc, Wiesbaden-Biebrich
Einmalskalpelle Steril; Feather, pfm, Ko6ln
Spritzen 20 ml; Braun, Melsungen
Sterilfilter 0,22 um und 0,45 pm; Sartorious, Gottingen
o 15 ml; Falcon, Heidelberg
Zentrifugiertubes 30 ml; Falcon, Heidelberg
Greiner Bio-One 16 Well-Platten, Greiner,
Frickenhausen
Zellkulturplatten Greiner Bio-One 96 Well-Platten, Greiner,
Frickenhausen
250 ml; steril; Sarstaedt, Niimbrecht
Zellkulturflaschen 40 ml; steril; Nunc, Wiesbaden-Biebrich
FACS-Tubes Falcon, Heidelberg
Dialyse Slide-A-Lyzer MINI device 10-100 pl; Thermo

Fisher Scientific, Bonn
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Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes 0,1-0,5 ml;
Thermo Fisher Scientific, Bonn

Kits Hersteller
. Mouse IgG ELISpot BASIC (ALP); Mabtech,
ELIspot Maus Kit Nacka Strand, Schweden
. Human IgG ELISpot BASIC (ALP); Mabtech,
ELIspot Human Kit Nacka Strand, Schweden
Chemikalien Hersteller
. Sulfo-NHS-LC-Biotin; Thermo Fisher
Biotin L
Scientific, Bonn
PBS PAN, Aidenbach
Ficoll Ficoll Paque Plus; GE Healthcare, Little
1€o Chalfont, Vereinigtes Konigreich
RPMI 1640 G]:: 'Heglthcare, Little Chalfont, Vereinigtes
Konigreich
DMSO Sigma-Aldrich, Miinchen

Penicillin/Streptomycin
HT-Supplement
HAT-Supplement

FCS

HEPES-Puffer (1M)
Interleukin-2

R848

Gamunex

Pacific Blue Annexin V

7-AAD Viability Staining Solution

PAN, Aidenbach

Thermo Fisher Scientific, Bonn
Thermo Fisher Scientific, Bonn
PAN, Aidenbach

Thermo Fisher Scientific, Bonn
Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Mabtech, Nacka Strand, Schweden
Talecris, Deutschland

Biolegend, Koblenz

Biolegend, Koblenz

Trypanblau Sigma-Aldrich, Miinchen
Proteine Hersteller

1IbB3 Recombinant Human Integrin alpha 2b beta 3
¢ Protein; R&D Systems Minneapolis, USA

VB3 Recombinant Human Integrin alpha V beta 3
¢ Protein; R&D Systems Minneapolis, USA
CD177 Laborbestand
BSA Bovine Serum Albumin (BSA); PAN,

Aidenbach
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Zelllinien Hersteller

Gi5 Laborbestand

Gil6 Laborbestand

7D8 Laborbestand

AP3 ATCC® HB-242™; Manassas, USA
Antikorper Hersteller

FITC anti-human CD19 Biolegend, Koblenz

PE anti-human CD3 Biolegend, Koblenz

APC anti-human CD38 Biolegend, Koblenz

Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien.

2.2 Isolation von PBMCs randomisierter Blutspender

Randomisierten Blutspendern und ausgewihlten anonymisierten Patienten mit
gesicherter  Diagnose  wurden  Ethylendiamintetraessigsdure-(EDTA)Blutproben
entnommen. Dies geschah in Ubereinstimmung mit dem Ethikvotum beziiglich
Blutresten von Blutspendern (AZ 05/00 ,,Untersuchungen an Restblut, das zum Verwurf
vorgesehen ist*) und dem Ethikvotum fiir die Verwendung von Blutproben von Patienten
(AZ 78/14 ,Nachweis zirkulierender Antikorper-sezernierender B-Lymphozyten bei
Patienten mit Allo- und Autoimmunthrombozytopenien®). Die Fraktion der peripheren
mononukledren Zellen (PBMC) wurde mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert.
Die Proben wurden am selben Tag bearbeitet, um eine maximale Ausbeute an Zellen und
Vitalitit zu gewéhrleisten. In ein 15 ml Falcon-Tube (Falcon, Heidelberg) wurden 3 ml
Ficoll-Paque (GE Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Konigreich) pipettiert und
anschlieBend 5 ml Vollblut dariiber geschichtet. Anschliefend wurden die Tubes mit
450 g fiir 30 Minuten ohne Bremsung zentrifugiert. Der sich dadurch gebildete Buffy
Coat wurde mittels Pipetten abgenommen und in phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS)
(PAN, Aidenbach) aufgenommen. Um Reste an Thrombozyten auszuwaschen, wurden
anschliefend zwei weitere Waschschritte durchgefiihrt. Dabei wurden die Tubes mit
450 g fur finf Minuten mit voller Bremsung zentrifugiert. AnschlieBend wurden die
Zellen entweder kryokonserviert oder in Kultur genommen.

2.3 Zellkultur von Hybridomas und PBMCs

2.3.1 Hybridomzelllinien

Fiir diese Arbeit wurden die Hybridomzelllinen Gi5, Gil6, AP3 und 7D8 verwendet. Gi5
und Gil6 produzieren einen monoklonalen Antikorper gegen das Integrin allbB3. Die
Hybridomzelllinen wurden hergestellt und charakterisiert wie zuvor beschrieben
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(Santoso et al. 1984; Kiefel et al. 1987; Santoso et al. 1989). Das Epitop von Gil6 befindet
sich auf der allb-Untereinheit. Bei Gi5 handelt es sich um einen Verbund-abhéngigen
(compound-dependent) Antikdrper gegen allbB3. AP3 produziert einen Antikorper gegen
die B3-Untereinheit (Newman et al. 1985). Der von 7D8 produzierte Antikdrper richtet
sich gegen CD177, wobei es sich um ein granulozytires Oberflichenprotein handelt. Die
Hybridomzelllinie 7D8 wurde freundlicherweise von Dr. Stroncek (Transfusion
Medicine Department, NIH, Bethesda, USA) zur Verfligung gestellt (Stroncek et al.
1996).

2.3.2 Hybridomzellkultur

Die Zellen wurden schnellstmoglich in einem Wasserbad mit 37°C bis zum Eiskern
aufgetaut und anschlieBend unter sterilen Bedingungen in ein Falcon Tube gegeben.
Dieses wurde mit HT- oder HAT-Medium aufgefiillt. Als Medium wurde RPMI 1640
(GE Healthcare, Little Chalfont, Vereinigtes Konigreich) mit 10% fotalem Kélberserum
(FCS) (PAN, Aidenbach) und 1% Penicillin/Streptomycin (PAN, Aidenbach) versetzt.
Hierzu wurde je nach Bedarf entweder 2% HT- oder HAT-Supplement (Thermo Fisher
Scientific, Bonn) hinzugefiigt. In einem einmaligen Waschschritt wurde das
Dimethylsulfoxid (DMSO) des Einfriermediums entfernt. Die Zellen wurden erneut
aufgenommen und mit Hilfe von Trypanblau (Sigma-Aldrich, Miinchen) und einer
Neubauer-Zahlkammer gezahlt und in Aliquote von Zellen auf 16-Well-Zellkuturplatten
(Greiner, Frickenhausen) ausgesit. Die ersten Passagen der Zellkultur fanden in HAT-
Medium statt, um nicht fusionierte oder nicht produktive Klone auszuselektieren.
Anschliefende Passagen fanden in hypoxanthin- und thymidin-haltigem Medium (HT-
Medium) statt. Mit entsprechendem Wachstum der Kultur wurden die Zellen schrittweise
in 40 ml-(Nunc, Wiesbaden-Biebrich) und spiter in 250 ml-Suspensionskulturflaschen
(Sarstaedt, Niimbrecht) iiberfiihrt.

2.3.3 PBMC-Kultur

Die Zellen wurden nach der oben beschriebenen Methode isoliert, gezdhlt und
anschlieBend auf 96-Well-Zellkulturplatten (flat bottom) kultiviert (Greiner,
Frickenhausen). Pro Well wurden zwischen 2,5 und 5,0 x 103 ausgesét. Die Zellen wurden
in einem Medium bestehend aus RPMI 1640 mit 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin
sowie 0,1% HEPES-Puffer (Thermo Fisher Scientific, Bonn) kultiviert. Je nach
Experiment wurden dem Medium nach Jahnmatz et al. (2013) 10 ng/ml Interleukin-2
(Human IgG ELISpot BASIC [ALP]; Mabtech, Nacka Strand, Schweden) und 1 ug/ml
des Toll-Like-Rezeptor-Agonisten (TLR) R848 (Human IgG ELISpot BASIC (ALP);
Mabtech, Nacka Strand, Schweden) hinzugefiigt. Unabhidngig vom experimentellen
Ansatz wurden die Zellen fiir 72 Stunden in einem CO2—Inkubator (Hareues, Hanau) zur
Differenzierung der B-Zellen inkubiert und anschlieBend fiir Experimente verwendet.

2.4 Kryokonservierung Hybridomas/PBMCs

Die isolierten PBMCs oder kultivierten Hybridomas wurden gewaschen, gezéhlt und je
nach Experiment in entsprechende Aliquote eingeteilt. Diese wurden anschliefend in ein
Medium bestehend aus RPMI 1640 supplementiert mit 1% Penicillin/Streptomycin, 20%
FCS und 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Miinchen) in eine Einfrierampulle (Nunc,
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Wiesbaden-Biebrich) aufgenommen. Die Zellen wurden unmittelbar danach mit Hilfe
eines ethanolhaltigen Einfrierbehilters mit -1°C pro Minute auf -80°C gebracht und
anschlieBend zur langfristigen Lagerung in fliissigen Stickstoff {iberfiihrt.

2.5 Durchflusszytometrie

Die Experimente wurden an einem BD FACSCanto II durchgefiihrt. Die folgenden
Antikorper wurden fiir die Experimente verwendet: FITC anti-human CD19 Antibody,
PE anti-human CD3 Antibody, APC anti-human CD38 Antibody (Biolegend, Koblenz).
Die Vitalitdt der Zellen wurde mit AnnexinV- und 7AAD-Farbung iiberpriift (Biolegend,
Koblenz). Fiir alle Versuche wurden entsprechende Isotypen-Kontrollen durchgefiihrt
und die Anzahl der gewerteten Ereignisse lag stets bei > 500 000. Die Zellen wurden
gemill der oben beschriebenen Methode isoliert und in eine FACS-Tube (Falcon,
Heidelberg) gegeben. Zur Blockierung der Fc-Rezeptoren wurden die Zellen fiir zehn
Minuten bei Raumtemperatur mit 10 ul Gamunex (IVIG, Talecris, Deutschland)
inkubiert und tiberschiissiges IgG von den Zellen mit PBS abgewaschen. AnschlieBend
wurden je nach Experiment die Antikorper gegen Cluster-of-Differentiation-Molekiile
(CD-Molekiile) oder die Vitalitaitsmarker hinzugefiigt. Die Zellen wurden fiir 30 Minuten
im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nicht gebundene fluorochrommarkierte Antikoérper wurden
in einem Waschritt mit PBS entfernt. Dafiir wurden die Zellen mit 400 g fiir fiinf Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgeschiittet. Die Proben wurden unverziiglich am Cantoll
gemessen.

2.6 Proteine

Die Integrine alIbB3 und aVB3 wurden von R&D Systems (Minneapolis, USA) gekauft.
Die Proteine wurden in CHO-Zellen exprimiert und den Anweisungen entsprechend in
einer Konzentration von 200 pg/ml in PBS geldst und anschlieBend mit Biotin markiert.
Darauffolgend wurden sie aliquotiert und bei -20°C gelagert. Das Rekombinante allbp3
enthélt die allb-Untereinheit von Met1-Arg993. In der B3-Untereinheit befindet sich die
Sequenz von Gly27-Asp718 und damit die PSI-Doméne, auf der sich das HPA-1la
Antigen befindet. In aV ist die Sequenz Phe31-Val992 beinhaltet. In beiden Fallen wurde
dieselbe Sequenz fiir die B3-Untereinheit verwendet. Das verwendete CD177 wurde wie
bereits in Sachs, Ulrich J H et al. (2007) beschrieben hergestellt. Als Negativkontrolle fiir
die Proteinbindung der Antikorper wurde BSA (PAN, Aidenbach) verwendet.

2.6.1 Biotinmarkierung

Die verwendeten Proteine wurden entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit
10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin (Thermo Fisher Scientific, Bonn) markiert. Dafiir wurden
die Proteine in PBS geldst und eine den Aminogruppen des Proteins entsprechende
Menge der 10 mM-Biotinlosung hinzugefiigt und inkubiert. Nach einer Stunde
Inkubation im Rotator bei Raumtemperatur wurde das iiberschiissige nicht gebundene
Biotin mittels Slide-A-Lyzer™ MINI device (10-100 pl; Thermo Fisher Scientific,
Bonn) gegen PBS dialysiert. AnschlieBend wurden die Proteine entweder bei -20°C
eingefroren oder direkt im Experiment verwendet.
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2.7 ELISpot-Assay

2.7.1 ELISpot-Assay zur Detektion monoklonaler Antikorper

Der ELISpot-Assay wurde wie vom Hersteller (Mabtech, Nacka Strand, Schweden)
empfohlen mit dem ELIspotBasic Kit Mouse IgG durchgefiihrt. Sterile weille
MultiScreenHTS IP Filterplatten (Merck Millipore, Darmstadt) wurden mit 70% Ethanol
aktiviert, entsprechend den Herstellerangaben gewaschen und iiber Nacht mit Ziege-Anti-
Maus-IgG (Goat-Anti-Mouse, GAM) (15 pg/ml, PBS) bei 4°C beschichtet. In weiteren
Waschschritten wurden nicht an die Platte gebundene GAM-Antikdrper entfernt. Nach
dem Waschen mit PBS wurde die Platte mit RPMI-Medium plus 10% FCS blockiert.
Aliquote von Hybridomzellen (500-1000 Zellen) wurden in HT-oder HAT-Medium auf
die Platte gegeben und bei 37°C fiir 24 Stunden in einem Brutschrank zur Produktion von
IgG-Antikorpern inkubiert. Die Zellen und nicht an die Fanger-Antikorper gebundenes
Maus-IgG wurden im folgenden Waschschritt mit PBS entfernt. Danach wurden
gebundene Maus-IgG-Antikérper unter Verwendung biotinylierter rekombinanter
Proteine nachgewiesen. Deren Bindung wurde mittels mit alkalischer Phosphatase (ALP)
markiertem Streptavidin und Substrat (BCIP/NBT) sichtbar gemacht. In einem
alternativen Ansatz (Total-IgG) wird anstatt des biotinylierten Proteins ein biotinylierter
GAM-Antikorper hinzugegeben. Diese Bindung wird ebenfalls durch ALP-markiertes
Streptavidin und Substrat sichtbar gemacht.

2.7.2 ELISpot-Assay zur Detektion humaner Antikorper

Der ELISpot-Assay wurde ebenfalls wie vom Hersteller (Mabtech, Nacka Strand,
Schweden) empfohlen mit dem ELIspotBasic Kit Human IgG durchgefiihrt. Es wurden
ebenfalls sterile weile MultiScreenHTS IP Filterplatten (Merck Millipore, Darmstadt)
mit 70% Ethanol aktiviert und entsprechend den Herstellerangaben gewaschen. Hierbei
wurden die Platten mit Ziege-Anti-Human-IgG (Goat-Anti-Human, GAH) (15 pg/ml,
PBS) als Fianger-Antikorper bei 4°C beschichtet. Nach mit dem vorhergehenden Assay
identischen Wasch- und Blockierungsschritten wurden die PBMCs aus der
Stimulationskultur entnommen, im Medium befindliche Antikérper zuvor mittels eines
Waschschritts in PBS entfernt und in Aliquoten von 200 000 bis 500 000 auf die Platten
aufgebracht. Die Zellen wurden in frischem Medium mit oder ohne Immunstimulatoren
bei 37°C fiir 24 Stunden in einem Brutschrank zur Produktion von IgG-Antikorpern
inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden gebundene IgG-Antikorper unter
Verwendung biotinylierter rekombinanter Proteine nachgewiesen. Deren Bindung
wiederum mittels ALP-markiertem Streptavidin und Substrat (BCIP/NBT) gezeigt
werden konnte. Bis auf die Verwendung eines biotinylierten GAH-Antikorpers ist die
Bestimmung des Total-IgG ebenfalls identisch.

2.8 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden statistisch mit Graph Pad Prism Version 6 oder 7 ausgewertet.
Bei allen Daten wurde aufgrund einer nicht ausreichenden StichprobengroBe davon
ausgegangen, dass keine Normalverteilung vorliegt. Daher wurde grundsitzlich fiir den
Vergleich von zwei Gruppen auf einen statistisch signifikanten Unterschied der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test eingesetzt. Fiir den Vergleich von mehr als 2 Gruppen auf
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statistische Signifikanz gegen eine Negativ-Kontrolle wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit
Dunn’s Multiple Comparison-Test als Post-Hoc-Analyse verwendet. Beim Kruskal-
Wallis-Test handelt es sich um eine modifizierte Varianzanalyse fiir nicht normalverteilte
Daten. Sphérizitdt wurde grundsitzlich nicht angenommen. Der Post-Hoc-Test wurde
gewihlt, da er sdmtliche Gruppen gegen eine Kontrollgruppe auf signifikanten
Unterschied testet und auf nicht normalverteilte Daten anwendbar ist. Das
Signifikanzniveau wurde fiir alle Tests auf a < 5% festgelegt. Die jeweiligen P-Werte
werden symbolisch in den Abbildungen angegeben (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P <
0.001, **** P < (0.0001). In allen Abbildungen sind die jeweiligen Mittelwerte und
Standartabweichungen gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines B-Zell-ELISpot-Assays zur Detektion von
monoklonalen Antikorpern gegen p3-Integrine mit

Hybridomzellen

Zur Entwicklung eins B-Zell-ELISpot-Assays zur Detektion von Antikorpern gegen (33-
Integrine wurde zundchst aufgrund begrenzter Patientenverfiigbarkeit fiir die Studie ein
Hybridommodell entwickelt (Maenner et al. 2016). Es wurden zwei verschiedene
Aufbauformen des Assays zur Beantwortung unterschiedlicher Fragestellungen
konzipiert: Zum einen eine Variante, die die Detektion von antigenspezifischem IgG
erlaubt, zum anderen eine, die alle produzierten IgG-Molekiile detektiert, unabhéngig von
deren Antigen-Bindungseigenschaften (Total-IgG). Alle Reagenzien entstammten dem
ELISpot-Kit fiir Maus-IgG von Mabtech und das Design des Assays zur Detektion
monoklonaler Antikdrper gegen B3-Integrine basiert auf den Ergebnissen von Jahnmatz
et al. (2013). In beiden Varianten des Assays wurde eine PVDF-Membran mit Ethanol
aktiviert und mit GAM beschichtet, die als ,Fénger‘-Antikorper fiir den zu detektierenden
Analyt genutzt werden. Um Artefakte zu verhindern, wurden freie Stellen auf der PVDEF-
Membran mit verdiinntem FCS geblockt. Kultivierte Hybridomzellen wurden nach
Entnahme aus der Kultur gereinigt, gezihlt und je nach Experiment in unterschiedlicher
Anzahl fiir 24 Stunden auf der aktivierten und beschichteten Membran inkubiert. Durch
den Waschschritt wurde Kontamination durch bereits in der Kultur synthetisierte
Antikorper verhindert. Die innerhalb der 24 Stunden Inkubation von den Zellen
synthetisierten Antikorper wurden durch die GAM-,Finger‘-Antikorper fixiert. Nach
dem intensiven Waschen der Platte und damit der Entfernung von Hybridomzellen
wurden je nach Aufbauform des Assays unterschiedliche Detektionssysteme verwendet.
Im antigenspezifischen Ansatz wurde das zu detektierende Antigen als rekombinantes
Protein eingesetzt und mit Biotin markiert. Die Menge des verwendeten Biotins wurde
dem Molekulargewicht der Proteine angepasst und iiberschiissiges, nicht gebundenes
Biotin ausdialysiert. Die Proteine wurden je nach Experiment und Art in verschiedenen
Konzentrationen auf die Membran gegeben und banden dort spezifisch die
immobilisierten Antikrper. Fiir den Total-IgG-Ansatz wurde am Fc-Teil mit Biotin
markiertes GAM-IgG verwendet. Dieses bindet in einer klassischen Sandwich-
Konfiguration an das gesamte auf der Membran befindliche immobilisierte IgG. Sowohl
fiir die Bindung von biotin-markierten Proteinen zur Detektion von antigenspezifischem
IgG als auch fiir jene von biotin-markiertem GAM zur Detektion des Total-IgG wurde
ALP-markiertes Streptavidin eingesetzt. Dieses bindet spezifisch an das Biotin. Durch
die Zugabe eines Substrates, das durch die ALP umgesetzt wird, entsteht an der
jeweiligen Stelle der Membran eine punktformige farbliche Reaktion. Diese ,Spots®
wurden einheitlich fiir alle Experimente mit einer Konfiguration an einem Bioreader 4000
der 8. Generation ausgewertet. Die genauen Angaben iiber Konzentration und die
verwendeten Reagenzien konnen dem Abschnitt 2 (Material und Methoden) entnommen
werden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des B-Zell ELISpot Assays zur Detektion von
Antikorpern gegen B3-Integrinen mit Hybridomzellen. Eine PVDF-Membran wird mit
Féanger-Antikorpern (Abs) beschichtet. Nach Inkubation werden nicht gebundene
monoklonale Antikorper (Mab) abgewaschen. Gebundene Mabs werden mittels
biotinyliertem Antigen (Ag) detektiert. Diese Bindung wird mit Alkalischer Phosphatase
(AP) und Substrat auf der Membran als Spot sichtbar gemacht. Total IgG ermoglicht die
Detektion aller IgG Antikorper auf der Membran, unabhidngig vom Antigen.
Ubernommen aus Maenner et al. 2016.

3.2 Titrationsversuche zur Evaluation optimaler Bedingungen zur
Detektion von antigenspezifischem monoklonalem IgG gegen B3-

Integrine

Eine Schachbretttitration fiir die beiden in dieser Studie verwendeten Hybridomzelllinien
Gi5 und AP3 wird in Abb. 6A (linkes Panel) dargestellt (Maenner et al. 2016). Gi5
produziert einen Verbund-abhédngigen (compound-dependent) monoklonalen Antikorper
gegen das Integrin alIbB3 (Santoso et al. 1984; Santoso et al. 1989). Die Zelllinie AP3
produziert einen nicht Verbund-spezifischen monoklonalen Antikorper gegen die 3-
Untereinheit des Integrins allbB3 (Newman et al. 1985). Auf der X-Achse ist die
verwendete Anzahl an Hybridomzellen aufgetragen, die Y-Achse gibt die Konzentration
des verwendeten rekombinanten, biotinylierten Integrin allbp3 in pg/ml wieder. Es zeigte
fiir beide Zelllinien mit zunehmender Zellzahl ein Uberlappen der Spots bis zu einem
Punkt, an dem eine Auswertung nicht mehr moglich war. Bei zu geringer
Antigenkonzentration zeigte sich ein Verblassen der Spots, was eine Auswertung durch
den Reader nicht moglich machte.

Ab einer Konzentration von 0,25 pg/ml konnte eine Sittigung festgestellt werden. Ein
vermehrter Background durch erhéhte Konzentration war nicht zu erkennen. Fiir alle
weiteren Experimente wurde fiir die Zelllinie Gi5 eine Zahl von 10° Zellen pro Well und
eine Konzentration des rekombinanten Integrins von 0,25 pg/ml verwendet. Fiir die
Zelllinie AP3 stellte sich der Uberlappungseffekt bereits mit einer geringeren Menge dar,
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weshalb hier fiir alle Experimente 250 Zellen pro Well mit einer Antigenkonzentration
von 0,25 pg/ml verwendet wurde. Als Negativ-Kontrolle wurde das rekombinante
granulozytire Glykoprotein CD177 verwendet. Es wurde nach demselben Protokoll wie
das Integrin allbB3 biotinyliert. In Abb 6B (rechtes Panel) zeigt sich lediglich ein
minimales nicht signifikantes, unspezifisches Signal im Bereich zwischen null und drei
Spots nach Inkubation der Platten mit der Integrin-allbB3-spezifischen Zelllinie Gi5. Zur
internen Kontrolle des rekombinanten biotinylierten CD177 wurde das Protein mit der
Zelllinie 7D8 getestet. Sie produziert einen monoklonalen Antikérper gegen CD177
(Stroncek et al. 1996). Hierbei sahen wir nach Inkubation mit der gleichen Konzentration
CD177 eine deutliche positive Reaktion. Eine unspezifische Reaktion von Integrin allbB3
mit der Zelllinie 7D8 wurde getestet und konnte nicht festgestellt werden. Es wurde
ebenfalls eine Negativ-Kontrolle fiir die Hybridomzelllinie AP3 mit CD177
durchgefiihrt, die ohne Abweichung verlief.
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Abbildung 6: Titrationsversuche und Negativ-Kontrollen. A: Titrationsversuche zur
Evaluation optimaler Antigenkonzentration und Zellzahl zur Detektion von
antigenspezifischen IgG gegen P3-Integrine. n=1. B: Negativ-Kontrolle mit dem
granulozytiren Glykoprotein CD177 und interner Kontrolle mit dem Klon 7D8 (anti-
CD177). n=3. Ubernommen aus Maenner et al. 2016.
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3.3 Testung der Spezifitit und Sensitivitit des ELISpot-Assays zur
Detektion von monoklonalen Antikorpern gegen p3-Integrine

3.3.1 Untersuchung der Sensitivitit des ELISpot-Assays zur Detektion von
monoklonalen Antikérpern

Oben durchgefiihrte Versuche mit Gi5 und Integrin allbB3 sowie mit 7D8 und allbfB3
wurden wiederholt, um die Intra- und Inter-Assay-Variabilitit zu berechnen. Es zeigte
sich weiterhin keine unspezifische Detektion von monoklonalen Antikdrpern der Zelllinie
7D8 und dem biotinylierten, rekombinanten Integrin ollbBf3. Die Detektion von
monoklonalen Antikorpern der Zelllinie Gi5 mit biotinyliertem, rekombinantem Integrin
allbB3 war unverindert. Insgesamt konnte eine Intra- von 4,28% (n=9, Daten nicht
gezeigt) und eine Inter-Assay-Variabilitdt von 6,38% (n = 4, Daten nicht gezeigt) erreicht
werden (Maenner et al. 2016).

Um zu analysieren, ob der Assay sensitiv genug ist, um alle sezernierten monoklonalen
Antikorper mittels des neuartigen Detektionssystems mit biotinylierten Proteinen zu
erkennen, wurde die Anzahl der Spots des antigenspezifischen mit dem Total-IgG
derselben Zelllinie verglichen. Da es sich beim Detektionssystem des letztgenannten um
einen klassischen biotinylierten GAM-Antikorper handelt, eignete sich dies als addquate
Kontrolle fiir den hier neu etablierten Ansatz. In Abb. 7 wird dies fiir beide monoklonale
Antikorper sezernierenden Zelllinien gegen allbpB3 (AP3 und Gi5) gezeigt, im linken
Panel der Abbildung fiir die Verbund-spezifische Zelllinie Gi5 und im rechten fiir die
nicht Verbund-spezifische AP3. Es zeigte sich fiir beide kein signifikanter Unterschied
zwischen dem detektierten antigenspezifischen und Total-IgG (Maenner et al. 2016).
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Abbildung 7: Vergleich zwischen antigenspezifischem und Total-IgG fiir die beiden
Anti-alIbB3 sezernierenden Zelllinien Gi5 und AP3. Im linken Panel dargestellt fiir die
Zelllinie Gi5, im rechten fiir AP3. n=11-12. Ubernommen aus Maenner et al. 2016.

Zur weiteren Abklarung der Sensitivitit des Assays wurde ein Grenzverdiinnungsversuch
durchgefiihrt. Abb. 8 zeigt dessen Ergebnisse (Maenner et al. 2016). Fiir jeden Ansatz
des Experiments wurde eine Gesamtzahl von 10° Zellen pro Well gewihlt. In
absteigender Reihenfolge wurden zu den Hybridomzellen der Zelllinie Gi5 solche der
nicht antikdrpersezernierenden Myelomzelllinie Ag 8.653 hinzugefiigt, so dass die
Gesamtmenge in jedem Well stets bei 103 lag.

Im ersten Ansatz des Experiments befinden sich 10° Hybridomzellen. Diese Zahl wurde
mit jedem weiteren Durchgang um die Hélfte reduziert und konsekutiv mit Myelomzellen
bis zum Erreichen der Gesamtzahl aufgefiillt. Dies wurde in den weiteren Ansétzen
fortgefithrt. Somit steigt der Anteil an nicht antikOrpersezernierenden Ag 8.653-
Myelomzellen im Verhéltnis zu antikdrpersezernierenden Gi5-Hybridomzellen in jedem
Ansatz an. Jeder Punkt auf der X-Achse entspricht einem Ansatz. Im letzten Ansatz
befinden sich 15 Zellen Gi5 unter 985 Myelomzellen. Jeder Ansatz wurde doppelt
durchgefiihrt. Bis zu einer Untergrenze von 15 Zellen in einer groferen Population nicht
antikOpersezernierender Zellen war eine Detektion mdglich (Maenner et al. 2016).
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Abbildung 8: Grenzverdiinnungsversuch mit Gi5 und Ag 8.65 zur Bestimmung der
Untergrenze der noch detektierbaren Hybridom- in 10° Myelomzellen. n=2.
Ubernommen aus Maenner et al. 2016.
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3.3.2 Untersuchung der Spezifitit des ELISpot-Assays zur Detektion von
monoklonalen Antikéorpern

Um die Spezifitit des Assays zu untersuchen, wurde ein Experiment durchgefiihrt, dessen
Ergebnisse in Abb. 9 dargestellt sind (Maenner et al. 2016). Die beiden bereits in
vorherigen Versuchen genutzten Hybridomzelllinien wurden neben ihrer Reaktivitét
gegeniiber dem Integrin allbB3 auch beziiglich jener auf Integrin aVB3 in einem
ELISpot-Assay getestet. Das rekombinante Integrin aVB3 wurde nach der gleichen in
Kap. 2 beschriebenen Methode biotinyliert und im Assay verwendet. Die Zelllinie Gi5
produziert einen monoklonalen Antikorper, der Verbund-spezifisch das Integrin allbp3
bindet. Bei AP3 handelt es sich um eine Zelllinie, die einen monoklonalen Antikdrper
gegen die f3-Untereinheit aller Integrine sezerniert, der nicht Verbund-spezifisch ist. Im
linken Panel von Abb. 9 sind die Ergebnisse flir Gi5 abgebildet. Dieser Verbund-
spezifische monoklonaler Antikorper reagierte deutlich mit rekombinantem,
biotinyliertem Integrin allbp3, jedoch nicht mit aVB3. CD177 wurde wie in vorherigen
Experimenten als Negativ-Kontrolle fiir unspezifische Reaktionen genutzt. Es zeigte sich
keine Reaktion. AP3 reagierte deutlich mit allbB3 und aVP3, nicht mit CD177. Es
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Reaktion von allbp3 und aVB3
(Maenner et al. 2016).
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Abbildung 9: Spezifititstestung zur Unterscheidung zwischen Verbund-spezifischen
und nicht Verbund-spezifischen monoklonalen Antikérpern gegen P3-Integrine. Im
linken Panel Testung der Verbund-spezifischen Zelllinie Gi5. n=36 fiir Anti-ollbB3 und
Anti-aVPB3. Im rechten Panel Testung der nicht Verbund-spezifischen Zelllinie AP3.
n=20-27 fiir Anti-alIbp3 und Anti- aVB3. Als Negativ-Kontrolle wurde in beiden
Ansiitzen CD177 verwendet. n=9-12. Ubernommen aus Maenner et al. 2016.

3.4 Testung der Klonalitit und Produktivitiit einer Hybridomzelllinie
mittels ELISpot-Assay
In Folge wurde eine weitere Hybridomzelllinie (Gil6) mit dem hier etablierten Assay
untersucht. Die Zellen produzieren nicht Verbund-spezifische monoklonale Antikdrper
gegen die allb-Untereinheit des Integrins allbp3. Bei einer Zellzahl von 10* war eine
Reaktion mit dem biotinylierten rekombinanten Integrin allbf3 zu erkennen. Die Menge
der Spots betrug zwischen zehn und 23, was sich im linken Panel der Abb. 10 erkennen
lasst. Das korrespondierende Total-IgG lag ebenfalls in diesem Intervall. Zwischen den
Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Maenner et al. 2016).

Es wurde eine erneute Klonierung der Zelllinie mittels Grenzverdiinnung durchgefiihrt.
Anschliefend wurden die Zellen erneut im ELISpot getestet. Das Ergebnis ist im rechten
Panel der Abb. 10 dargestellt. Mit derselben Zellzahl wie im Versuch zuvor ergaben sich
diesmal iiberlappende Spots, womit eine Auswertung nicht mdglich war. Eine
Verdiinnung der neu klonierten Zellen um den Faktor tausend fithrte zu einer
Verdopplung der Spotzahl. In diesem Experiment war ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen antigenspezifischem und Total-IgG feststellbar (Maenner et al.
2016). Es wurde keine unspezifische Reaktion gegen CD177 gesehen (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 10: Testung der Klonalitidt und Produktivitit der Hybridomzelllinie Gil6 im
ELISpot-Assay. Im linken Panel ist der Versuch vor Klonierung der Zelllinie dargestellt.
n=6-9. Im rechten danach in unterschiedlichen Zellzahlen. n=2-6. In allen Experimenten
wurden antigenspezifisches und Total-IgG bestimmt. Ubernommen aus Maenner et al.
2016.

3.5 Etablierung eines B-Zell-ELISpot-Assays zur Detektion von

Alloantikorpern gegen B3-Integrine mit humanen B-Zellen
Die Architektur des Assays wurde wie in Abb. 5 dargestellt beibehalten. Es wurden
PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation, wie in Kap. 2 beschrieben, isoliert und
in fliissigem Stickstoff konserviert. Die Zellen wurden anschliefend ebenfalls wie oben
gezeigt aufgetaut und fiir 72 Stunden in Kultur genommen. Das Medium enthielt IL-2
und den TLR-Agonisten R848 zur in vitro-Differenzierung der B-Zellen in einen
antikorperproduzierenden plasmazell-dhnlichen Zustand. Der Assay wurde identisch mit
dem zur Detektion von monoklonalen Antikorpern verwendeten aufgebaut, jedoch wurde
anstatt des GAM- lediglich ein GAH-Antikdrper zur Detektion des Total-IgG in
biotinylierter Form verwendet. Als Analyt wurden die stimulierten humanen Zellen fiir
24 Stunden auf der Platte kultiviert. Fiir die Versuche wurden nach Auswaschen des in
der Kultur gebildeten IgG 200-500x10° kultivierte PBMCs pro Well eingesetzt. Zur
Detektion wurden dieselben Proteine mit identischer Biotinylierung wie fiir die
monoklonalen Antikdrper verwendet. Die Versuche wurden im selben ELI-SpotReader
ausgewertet.
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3.6 Untersuchung der priaanalytischen Parameter fiir die Entwicklung
eines ELISpot-Assays zur Detektion humaner Antikorper gegen
p3-Integrine

3.6.1 Anteil der B-Zellen an isolierten PBMCs aus EDTA-Blutproben

Es wurden jeweils von vier randomisierten Blutspendern EDTA-Blutproben untersucht.
In Abstinden von 24 Stunden wurden aus diesen PBMCs isoliert. Sie wurden
anschliefend wie oben beschrieben mittels Durchflusszytometrie untersucht, wozu ein
FITC-markierter CD19-Antikorper zur Anwendung kam. Die Ergebnisse sind in Abb. 11
dargestellt, auf der X-Achse ist die Zeit nach Abnahme bis zur Isolation der Zellen aus
der EDTA-Monovette angegeben. Auf der Y-Achse ist der prozentuale Anteil an CD-19
positiven Zellen der Probe aufgetragen. Es zeigte sich, dass bereits nach 48 Stunden der
Anteil der B-Zellen an der PBMC-Fraktion signifikant absinkt.
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Abbildung 11: Anteil von B-Zellen, entnommen aus EDTA-Blutproben von rand.
Spendern, die im Abstand von 24 Stunden isoliert und mittels FACS auf CD19-positive
Zellen (B-Zellen) untersucht wurden. Die Zeit ist auf der X-Achse aufgetragen, Der
prozentuale Anteil an B-Zellen unter den PBMC auf der Y-Achse. n=4.

3.6.2 Vitalitiit der isolierten PBMCs in der Stimulationskultur

Neben der Anzahl der isolierten Zellen war die Vitalitit der Zellen in der
Stimulationskultur ein weiterer zentraler prdanalytischer Parameter. Um diese zu
iiberpriifen, wurden erneut PBMCs von randomisierten Blutspendern isoliert und
kryokonserviert, anschlieend aufgetaut und fiir 72 Stunden in die Stimulationskultur mit
IL-2 und R848 iibernommen. Diese wurde téglich mikroskopisch beobachtet. Abb. 12
und 13 stellen Aufnahmen von jedem Tag dar. In Abb. 13 sind die Zellen nach 72 Stunden
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in Giemsa-Farbung dargestellt. Es zeigten sich mehrere Mitosefiguren, darunter auch
Zellen, die sich in der Anaphase befanden.
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Abbildung 12: Isolierte PBMCs in Stimulationskultur mit IL-2 und R848. Uber den
Bildern ist der Zeitpunkt der lichtmikroskopischen Aufnahme angegeben.
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Abbildung 13: Isolierte PBMCs in Stimulationskultur mit IL-2 und R848 in Giemsa-
Farbung. Die Zellen wurden nach 72 Stunden geerntet, eine Giemsa-Farbung
durchgefiihrt und lichtmikroskopisch ausgewertet.
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3.6.3 Differenzierung der isolierten B-Zellen in der Stimulationskultur

Als Surrogat-Marker fiir eine Differenzierung der B-Zellen in Richtung Plasmazelle
wurde CD38 verwendet. Es wurden in zwei Experimenten sowohl CD3- als auch CD19-
positive Zellen auf die CD38-Expression im Vergleich zum Ausgangswert nach Isolation
(d0) untersucht. Sie wurden wie zuvor mit derselben Konzentration IL-2 und R848 im
Medium  kultiviert und geerntet. Das  Kontrollexperiment wurde ohne
immunstimulatorische Faktoren durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen beider
Versuche gleich gefarbt, im Durchflusszytometer analysiert und mit den schon bei
Isolation im gleichen Verfahren gemessenen d0-Werten verglichen. Die Ergebnisse sind
in Abb. 14 dargestellt. Es zeigte sich an Tag 3 ein signifikanter Anstieg der Expression
von CD38 nach Kultur der Zellen mit IL-2 und R848, die ohne diese Komponenten nicht
messbar war. Bei Zellen, die mit Immunstimulatoren kultiviert wurden, zeigte sich dieser
Anstieg ausschlieBlich fiir CD19-positive Zellen verglichen mit CD3-positiven. Deren
Vitalitdt wurde mit 7-AAD und Annexin V getestet. Die Ergebnisse sind identisch mit
den Beobachtungen hoher Vitalitét in der Lichtmikroskopie (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 14: Vergleich des Anstiegs der CD38-Expression auf B- und T-Zellen unter
72 Stunden Kultur mit und ohne IL-2 und R848 im Vergleich zu den Ausgangswerten
nach Isolation. Die Werte danach entsprechen dO (linkes Panel), jene jeweils mit oder
ohne Immunstimulatoren nach 72 Stunden d3 (mittleres und rechtes Panel). Welche
Stimulatoren in welchem Ansatz verwendet wurden, kann der Tabelle entnommen
werden. n=4.
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3.7 Untersuchung von Blutproben eines Patienten mit GT (Typ 1)
mittels B-Zell-ELISpot-Assay auf Alloantikorper gegen [3-
Integrine

Die Patientenproben wurden auf zwei Experimente verteilt. Ein Ansatz wurde fiir
72 Stunden mit den Immunstimulatoren IL-2 und R848 kultiviert, das
Kontrollexperiment ohne diese. In der Abb. 15A sind die Ergebnisse dargestellt. Im
oberen Panel zeigte sich ein deutlicher Nachweis von Antikdrpern gegen das Integrin
allbf3. Im unteren ohne Immunstimulatoren fand kein Nachweis von
antigenspezifischem IgG statt. Aufgrund der geringen Menge der EDTA-Blutproben
waren in diesem Experiment Kontrollen und die Testung auf Antikorper gegen aV[3
nicht moglich.

Bei einem weiteren Ambulanztermin konnte eine grofere Menge EDTA-Blut
abgenommen werden. Abb. 15B zeigt die Wiederholung des Versuchs. In diesem
Experiment wurde auf einen unstimulierten Ansatz verzichtet, um auch auf Antikorper
gegen aVB3 testen und eine Gegenprobe durchfiihren zu kdnnen. Als Negativ-Kontrolle
wurde wie bereits in vorigen Versuchen etabliert das biotinylierte granulozytire
Glykoprotein CD177 verwendet. AuBlerdem wurden Zellen eines randomisierten
Spenders als Wildtyp mitgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 15B im rechten Panel
dargestellt. Es konnte im linken Panel fiir den GT-Patienten antigenspezifisches IgG
gegen allbB3 und aVP3 nachgewiesen werden. Jedoch kam es in diesem Versuch zu
deutlichen Signalen gegen CD177 des GT-Patienten sowie zu einem Nachweis von
Antikorpern gegen ollbB3 und aVP3 bei einem klinisch gesunden randomisierten
Blutspender.
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Abbildung 15: Untersuchung der PBMCs eines Patienten mit GT Typ I auf Antikorper
gegen ollbB3 und aVB3. A: Vergleich zwischen immunstimulierten und nicht
immunstimulierten PBMCs. n=6. B: Wiederholungen des vorherigen Versuchs, in
diesem Ansatz zusitzliche Testung auf anti-a V3. Alle Ansédtze wurden 72 Stunden mit
Immunstimulatoren kultiviert. Als Negativ-Kontrollen wurden CD177 sowie ein
randomisierter Blutspender mitgefiihrt. n=5-6.
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3.8 Untersuchung von Blutproben einer NAIT-Patientin mittels B-

Zell-ELISpot-Assay auf Alloantikorper gegen p3-Integrine

Nach Isolation der PBMCs wurden diese nach dem etablierten Standardprotokoll fiir
72 Stunden mit Immunstimulatoren kultiviert und im ELISpot analysiert. Die Ergebnisse
sind Abb. 16 zu entnehmen. Wie in den vorherigen Experimenten mit den Zellen eines
GT-Patienten konnten Signale fiir die Integrine allbp3 und V3 detektiert werden. Auch
in diesem Versuch zeigte sich eine Reaktion fiir die Negativ-Kontrolle CD177. Es wurde
ebenfalls der Effekt einer erhdhten Zellzahl untersucht. Eine korrelierende Messung des
Total-IgG wurde durchgefiihrt. Als Blanks® wurden Wells auf der ELISpot-Platte
bezeichnet, die fiir 24 Stunden nur mit Medium ohne Zellen inkubiert wurden.
Anschliefend wurden sie entweder mit biotinyliertem CD177 oder allbB3 dem Protokoll
entsprechend entwickelt. Hierbei konnten keine Spots detektiert werden.

Total Blank

Zellzahl-
2+10°

Zellzahl-
5% 10°

overlapping
spots

Abbildung 16: Untersuchung der PBMCs einer Patientin mit NAIT auf Antikorper gegen
allbB3 und aVP3. Das Experiment wurde in zwei Ansédtzen durchgefiihrt. Es wurden
jeweils 200 000 oder 500 000 PBMCs nach 72 Stunden Kultur mit Immunstimulatoren
pro Well eingesetzt. CD177 diente als Negativ-Kontrolle, Total-IgG wurde als Positiv-
Kontrolle mitgefiihrt. Als Blanks wurden Wells bezeichnet, die nicht mit Zellen inkubiert,
jedoch entsprechend dem Protokoll mit biotinyliertem Protein und Substrat entwickelt
wurden. n=2-3.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung eines ELISpot-Assays zur Detektion von

monoklonalen Antikorpern gegen p3-Integrine

Antikorper gegen 3-Integrine sind sowohl fiir die Diagnostik als auch fiir die Therapie
mehrerer immunhdmatologischer Krankheitsbilder entscheidend. Deren Detektion
gestaltet sich kompliziert. Der bisherige Goldstandard dafiir ist der MAIPA-Assay
(Santoso et al. 1989; Kiefel 1992). Von zentraler Bedeutung ist dieser in der Diagnostik
von Allo- und Autoimmunthrombozytopenien. In der serologischen Diagnostik der NAIT
zeigt er eine Sensitivitit gegen Anti-HPA 1la-Antikdrper im Nanogrammbereich
(Campbell et al. 2007). In einer prospektiven Studie konnte mittels MAIPA eine
Korrelation zwischen dem Titer der Anti-HPA 1la-Antikérper und erniedrigten
Thrombozytenzahlen in Neugeborenen festgestellt werden (Killie et al. 2008). Nicht alle
pathogenen Subspezies der Anti-HPA-Antikorper konnen mit der gleichen Sensitivitét
und Spezifitit festgestellt werden. Bedingt durch die Heterogenitidt der Anti-HPA-
Antikorper in Seren von -Schwangeren war eine Detektion der Anti-HPA 3a-Antikorper
nicht in allen Féllen moglich (Socher et al. 2008). AuBBerdem legen Untersuchungen nahe,
dass niedrig affine Antikorper bedingt durch zahlreiche Waschschritte des Assays nicht
detektiert werden, jedoch trotz niedriger Affinitit schwere NAIT-Verlaufsformen
verursachen konnten (Socher et al. 2009). In der Diagnostik der
Autoimmunthrombozytopenie (ITP) zeigte sich ein dhnliches Bild. In einer prospektiven
Studie mit 158 Patienten wurde eine sehr gute Spezifitdt von 80%, allerdings nur eine
Sensitivitit von 51% nachgewiesen (Brighton et al. 1996).

In einer 2016 verdffentlichten Studie kam unsere Arbeitsgruppe zu dem Schluss, dass
schwere Verldufe der NAIT vorwiegend durch Verbund-abhingige (compound-
dependent) Anti-HPA 1la-Antikdrper mit Verbund-Spezifitit gegen das vaskuldre
Integrin aVB3 verursacht werden (Santoso et al. 2016). Auch eine andere Arbeitsgruppe
konnte 2018 zeigen, dass polyklonale Antikorper gegen HPA 1a ein komplexes Spektrum
von Antikdrpern reprdsentieren, die Spezifitit fiir Verbund-abhingige (compound-
dependent, B3-Integrin im Verbund mit einer a-Kette) und -unabhingige Epitope
(monomere P3-Integrin-Kette) aufweisen. Ferner spielt die Konformation der B3-
Integrin-Kette (bent versus extended conformation) eine Rolle fiir die Spezifitit eines
Anti-HPA la-Antikorpers (Thinn et al. 2018).

Da die Differenzierung der Sub-Spezifitit von Antikdrpern gegen HPA-la bei der
Vorhersage des Risikos einer intrakraniellen Blutung bei den Feten und Neugeborenen
von zentraler Bedeutung ist, besteht ein Interesse an der Generierung humaner
monoklonaler Antikorper gegen HPA 1a, die in der Pathogeneseforschung unverzichtbar
sind. Ferner besteht die Moglichkeit, ,funktionslose‘, blockierende Antikérper zu
entwickeln, die in der Prophylaxe fetaler Blutungen eingesetzt werden konnten.

Aus diesen Uberlegungen entstand die in Kap. 1 formulierte Arbeitshypothese. In einer
bereits durchgefiihrten Studie wurde gezeigt, dass sich der ELISpot-Assay zur schnellen
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Evaluation von Hybridomzellen eignet (Haaheim and Jonsson 1992). In dieser
Untersuchung wurden lediglich Peptide als Antigene im ELISpot verwendet. Ziel der
ersten Experimente war es zu zeigen, dass sich der ELISpot-Assay auch zur Entwicklung
von Hybridomzellen gegen strukturell komplexere Antigene wie Integrine eignet. Der
Aufbau des Assays basierte darauf, das Antigen auf die ELISpot-Platte zu coaten
(Maenner et al. 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Struktur des Assays zur Detektion
monoklonaler Antikérper entworfen, die sich an dem von Jahnmatz et al. (2013) und
Mabtech entwickelten Aufbau orientierte (Maenner et al. 2016). Dabei wurde das Antigen
nicht auf die Platte geschichtet, sondern in biontinylierter Form nach Bindung der
monoklonalen Antikorper an GAH-Fangerantikorper zur Signaldetektion eingesetzt. Die
Biotinylierung des Antigens flihrt zu einer flinfundzwanzigfachen Verstirkung des
Signals im Vergleich zum Standardprotokoll (Nordstrom and Ferrua 1992). Zusitzlich
wurde mit dieser Methode verhindert, dass die Struktur des rekombinanten Proteins durch
den Coating-Prozess verdndert wird (Cox et al. 2012). Im Fall von Peptiden spielt dies
keine Rolle, Integrine sind jedoch Heterodimere, deren Antigenstrukturen direkt von der
Konformation des Proteins abhédngig ist (Santoso et al. 2016; Maenner et al. 2016).

Nach Planung des Assaydesigns wurde eine Schachbretttitration durchgefiihrt, um die
ideale Konzentration von Hybridomzellen und biotinyliertem Antigen zu finden. Das
optimale Verhéltnis der Reaktanten wurde bestimmt und fiir alle weiteren Experimente
eingesetzt. Um die Kosten des Assays so niedrig wie moglich zu halten, wurde die
geringste Konzentration bei deutlich auswertbaren Spots ausgewéhlt. Diese zeigten sich
fiir alle eingesetzten Zelllinien in Form und GroBe identisch zu vorbeschriebenen B-Zell-
ELISpot-Studien. Ebenfalls war in diesem Assay-Ansatz kein signifikanter Background
oder eine signifikante Anzahl unspezifischer Spots in den Negativkontrollen
nachweisbar. Die Ergebnisse lagen qualitativ deutlich iiber den in den Studien
beschriebenen konventionellen Ansidtzen, bei denen das Antigen auf die Platte
geschichtet wurde (Dosenovic et al. 2009; Walsh et al. 2013). Die Detektion der Gi5-
Antikorper innerhalb des Assays bestitigte die Hypothese, dass sich durch deren
Biotinylierung die komplexe rdumliche Struktur des Integrins erhalten lie$3, da es sich bei
Gi5 um eine Zelllinie handelt, deren monoklonale Antikdrper ein Verbund-spezifisches
Epitop aufweisen (Santoso et al. 1984; Kiefel et al. 1987; Santoso et al. 1989; Maenner
et al. 2016). Eine Erhéhung der eingesetzten Zellzahl fiihrte zu {iberlappenden Spots und
das Experiment konnte damit nicht mehr ausgewertet werden. Da die Anzahl der Spots
aber unter jener der eingesetzten Zellen lag, muss davon ausgegangen werden, dass nicht
jeder Spot einer antikorpersezernierenden Zelle entspricht, sondern einem kleinen
Verband aus einer bis drei.

4.2 Untersuchung der Sensitivitit und Spezifitit zur Detektion von

monoklonalen Antikorpern
Zur weiteren Untersuchung der Spezifitidt und Sensitivitit des vorangehend etablierten
Assays wurden zunichst dhnliche Methoden wie von Walsh et al. (2013), Dosenovic et
al. (2009) , Jahnmatz et al. (2013) genutzt und ebenfalls Total-IgG als Positiv-Kontrolle
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verwendet. In diesem Ansatz wird im Detektionsschritt das biotinylierte Antigen gegen
einen biotinylierten GAM-Antikdrper ausgetauscht, um das gesamte auf der Platte
gebundene IgG zu detektieren. In den oben zitierten Studien wurde der Nachweis von
Total-IgG dafiir verwendet, die Effektivitit der B-Zellstimulation zu evaluieren. Es
handelte sich dabei um eine polyklonale Stimulation, womit kein direkter Vergleich
zwischen dem gesamten sezernierten und dem antigenspezifischen IgG moglich war. Es
konnte lediglich die Frage beantwortet werden, ob die Zellen erfolgreich IgG
produzieren. Da der fiir diese Arbeit verwendete Ansatz jedoch mit monoklonalen
Antikorpern durchgefiihrt wurde, sollte die Gesamtmenge des sezernierten IgG mit jener
des antigenspezifischen IgG représentiert durch die Spotanzahl iibereinstimmen. Daher
wurde ein Vergleich zwischen antigenspezifischem und Total-IgG fiir die beiden in der
Studie verwendeten Zelllinien Gi5 und AP3 durchgefiihrt. Es zeigte sich fiir beide kein
signifikanter Unterschied zwischen antigenspezifischem und Total-IgG. Dies bewies,
dass der Assay jeden sezernierenden Klon detektieren kann und damit fiir dessen sehr
gute Sensitivitdt spricht (Maenner et al. 2016). Da der monoklonale Assay primér als
Hilfsmittel zur vereinfachten Herstellung von Hybridomzelllinien entwickelt wurde,
wurde die Sensitivitit in einem experimentellen Ansatz getestet, der ndher an den
Entwicklungsabléufen einer Hybridomzelllinie liegt. Nach Fusion und Verwurf der nicht
fusionierten Zellen wurde im Standardenwicklungsprotokoll anschlieend ein (Primér-)
Screening  mittels ELISA  durchgefithrt, um  unspezifische und nicht
antikorpersezernierende Hybridomzellen von den Fusionsplatten zu eliminieren. Da
dieser Versuch lediglich eine Gruppe bereits selektierter Zellen testete, um die
Sensitivitdt abzuleiten, wére dies ein unpassender Vergleich (Nelson et al. 2000; Zhang
2012). Daher wurde ein Grenzverdiinnungsversuch durchgefiihrt, der mit 103
Hybridomzellen begann und der Anteil an nicht antikérpersezernierenden Myelomzellen
an der Gesamtzellzahl exponentiell erhht wurde. Damit konnte die Detektion von 15
Hybridomzellen in 975 nicht antikdrpersezernierenden Myelomzellen als Untergrenze fiir
die Empfindlichkeit des Assays bestimmt werden, was fiir eine sehr hohe Sensitivitit
spricht (Maenner et al. 2016). Ein direkter Interassay-Vergleich zwischen der Sensitivitit
des hier etablierten und einem konventionellen ELISA konnte nicht durchgefiihrt werden.
Es besteht die Moglichkeit, dass der hier etablierte Assay sensitiver in der Detektion von
monoklonalen Antikorpern ist, da die Zellen die Antikdrper in ein kleineres Volumen an
Medium sezernieren und der Verdiinnungseffekt dadurch kleiner als beim
konventionellen ELISA ist, bei dem der Uberstand der Zellkultur verwendet wird. Diese
Hypothese konnte in einer Folgearbeit gepriift werden.

4.3 Untersuchung zur Detektion Verbund-abhiangiger (compound-
dependent) Antikorper
Die Ergebnisse von Santoso et al. (2016) zeigten, dass klinisch die Unterscheidung
zwischen Verbund-abhéingigen (compound-dependent) und nicht Verbund-abhéngigen
Antikorpern gegen B3-Integrine Relevanz hat. Dies gilt diagnostisch in besonderem Mal3e
fiir Patienten mit NAIT, jedoch auch fiir die Untersuchung von Fragestellungen aus dem
Feld der Zellfunktionen, an denen Integrine beteiligt sind. Interessant fiir den
therapeutischen Einsatz sind hidufig monoklonale Antikorper, deren Epitope Verbund-
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spezifisch bzw. konformationsabhénig sind, wenn es sich nicht um Integrine handelt. Im
Gegensatz zu monoklonalen Antikdrpern, deren Epitope linear sind, haben diese die
Fahigkeit, z. B. die Ligandenbindungsstelle zu  versperren oder die
Konformationsdnderung in eine aktive Form zu verhindern. Aus diesen Griinden wurde
untersucht, ob der hier verwendete ELISpot-Assay iiber eine ausreichende Spezifitit
verfligt, um  zwischen Verbund-abhingigen (compound-dependent) bzw.
konformationsabhéngigen monoklonalen Antikdrpern unterscheiden zu koénnen. Dafiir
wurden die bereits etablierten Hybridomzelllinien AP3 und GI5 getestet. Bei letzerem
handelt es sich um eine Verbund-spezifische Hybridomzelllinie gegen das Integrin allbp3
(Santoso et al. 1984; Kiefel et al. 1987; Santoso et al. 1989), die erstgenannte bindet die
Integrin-p3-Untereinheit unabhéngig vom Verbund mit einer a-Integrinkette (Newman et
al. 1985). Beide wurden auf eine Reaktion der monoklonalen Antikdrper mit den
Integrinen ollbB3 und aVB3 im ELISpot getestet. Das Ergebnis zeigte, dass der hier
etablierte ELISpot Assay eine sehr hohe Spezifitit aufweist, indem Gi5 ausschlielich
einer Reaktion mit allbB3, jedoch nicht mit aVPB3 aufweist. Die nicht Verbund-
spezifische Zelllinie AP3 reagierte hingegen sowohl mit dem Integrin allbB3 als auch
aVP3. Diese Eigenschaft, die auf den Einsatz von biotinylierten Proteinen mit intakter
Tertidr- und Quartérstruktur zurlickzufiihren ist, ermdglicht es frithzeitig, in der
Erstellung einer Hybridomzelllinie Verbund-spezifische Klone zu isolieren und
weiterzuentwickeln (Maenner et al. 2016). Zur Vervollstindigung des
Untersuchungspanels stand jedoch eine Verbund-spezifische Hybridomzelllinie gegen
das Integrin aVB3 nicht zur Verfiigung. Der Nachweis der Spezifitét lie3 sich allerdings
auch mit den untersuchten Hybridomzelllinien erbringen. Es konnten keine unspezifische
Reaktion mit CD177 beobachtet werden (Maenner et al. 2016).

4.4 Untersuchung der Klonalitit und Produktivitat

In weiteren Experimenten wurde die Hybridomzelllinie Gil6 ebenfalls in dem hier
etablierten Assay getestet. Diese sezerniert nicht Verbund-spezifische monoklonale
Antikorper gegen die allb-Untereinheit des Integrins allbp3. In Vorversuchen (Daten
nicht gezeigt) mit einer dhnlichen Zellzahl wie in den Experimenten mit den Zelllinien
Gi5 und AP3 zeigte sich keine Reaktion mit dem biotinylierten rekombinanten Integrin
allbB3. Darauthin wurde die Menge erhoht und der Versuch erneut durchgefiihrt. Durch
eine Steigerung um den Faktor tausend wurde ein schwaches Signal erzielt. Dabei war zu
beachten, dass sich das Total-IgG korrespondierend verhielt. Daraus konnte geschlossen
werden, dass das Problem nicht in der Detektion der ollb-Antikorper durch das
rekombinante biotinylierte Integrin allbB3 lag, da sich dies in einer Differenz von
detektiertem Total- zu antigenspezifischem IgG gezeigt hédtte. Dies fiihrte zur
Schlussfolgerung, dass die Hybridomzelllinie die problembehaftete Komponente
darstellte. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, dass das im Vergleich mit den
Zelllinien Gi5 und AP3 schwichere Signal durch einen erhdhten Anteil an nicht
produzierenden Hybridomzellen oder solchen, die sich zu Myelomzellen zuriick
entwickelt hatten, entstand. Diese Hypothese wurde durch nochmalige Klonierung der
Zelllinie mittels Grenzverdiinnung getestet. In Folge zeigte sich ein so starkes Signal,
dass das Experiment aufgrund von iiberlappenden Spots nicht auswertbar war. Nach
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Verdiinnung und damit einer gleichen Anzahl an eingesetzten Zellen wie zuvor in den
Experimenten mit GI5 konnte eine Verdopplung der Spotzahl im Vergleich zum
Ausgangswert mit einer um den Faktor tausend niedrigeren Zellzahl festgestellt werden.
In beiden Féllen war kein signifikanter Unterschied zwischen dem antigenspezifischen
und dem Total-IgG zu finden. Dieses Ergebnis zeigt, dass der hier etablierte ELISpot-
Assay nicht nur zur Evaluation der Spezifitét eines sich in der Entwicklung befindenden
monoklonalen Antikdrpers dienen kann, sondern gleichzeitig auch Riickschliisse iiber die
Monoklonalitdt und Produktivitit der Zelllinie zuldsst. Zusammen mit der hohen
Sensitivitdt zur Detektion von einzelnen Hybridoma-Zellen in einem frithen Stadium
nach Fusion entstand eine einfache, zuverldssige und schnelle Methode zur
Charakterisierung von Hybridomzelllinien am Beispiel von f3-Integrinen (Maenner et al.
2016).

4.5 Etablierung eines ELISpot-Assays zur Detektion von

Alloantikorpern gegen B3-Integrine mit humanen B-Zellen

Um einzelne antikorperproduzierende, zirkulierende Zellen im peripheren Blut von
Patienten nachzuweisen, wurde der zuvor etablierte Assay zur Detektion monoklonaler
Antikorper gegen 3-Ingrine nach dem Ansatz von Jahnmatz et al. (2013) zur Feststellung
humaner Alloantikdrper weiterentwickelt. Dazu wurde eine Methode mit
praexperimenteller Wachstums- und Reifungsstimulation gewihlt. Die Zellen sollten
dabei nach Isolation fiir 72 Stunden mit Interleukin-2 und dem Toll-Like-Rezeptor-7 und
-8-Agonisten R848 in Kultur genommen werden. Dieses Vorgehen basierte auf den
Ergebnissen von Pinna et al. (2009) beziiglich der in vitro-Stimulation von B-Zellen.
Einige Studien setzten auf praexperimentelle Stimulation der humanen B-Zellen (Walsh
et al. 2013; Dosenovic et al. 2009), andere nutzten einen Einsatz ohne vorherige
Verwendung vom Immunstimulatoren im ELISpot-Assay (Kuwana et al. 2002; Kuwana
et al. 2003; Kuwana et al. 2014). Es gab in vorangehenden Untersuchungen
unterschiedliche Ansétze beziiglich des Einsatzes der Stimulatoren und der Dauer der
Kultur. In der Arbeit von Walsh et al. (2013) wurde Lipopolysaccarid (LPS) als
Immunstimulator fiir sechs Tage angewendet. Die Arbeit von Jahnmatz et al. (2013)
verglich  zahlreiche beschriebene Cocktails von Immunstimulatoren sowie
unterschiedliche Zeitintervalle, darunter auch der Stimulationsansatz von Pinna et al.
(2009). Dieser Ansatz zeigte sich am effektivsten; grundsétzlich gilt fiir alle oben
aufgefiihrten Studien, in denen zwischen einem stimulierten und einem nicht stimulierten
Ansatz verglichen wurde, dass Antikorpersekretion in vitro nur nach Aktivierung der
peripheren Blutzellen beobachtet werden kann. Aus diesem Grund wurde der Ansatz von
Jahnmatz et al. (2013) iibernommen. Der iibrige Aufbau des Assays wurde mit
Anpassung der speziesspezifischen Antikorper (Verwendung von GAM-Antikorpern)
wie im etablierten Assay fiir monoklonale Antikorper belassen.

4.6 Untersuchung priaanalytischer Parameter

Zur Isolation der Zellen wurde in den ersten Vorversuchen ein auf Erythrozyten-
Rosettierung basierendes Verfahren mit der klassischen Dichtegradientenzentrifugation
verglichen (Daten nicht gezeigt). Aus klinischer Konvention wurde die Entscheidung
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getroffen, die Zellen aus EDTA-Blutproben zu isolieren, da diese in der hdimatologischen
Routine-Diagnostik am haufigsten verwendet wurden. Mit beiden Verfahren konnte eine
ausreichende Menge an PBMCs isoliert und durch Erythrozyten-Rosettierung eine hohere
Reinheit beziiglich der Lymphozytenfraktion erreicht werden. Fiir alle folgenden
Versuche wurden die PBMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert, da in einer
vergleichbaren Arbeit zur Etablierung eines ELISpots zur Detektion von Autoantikdrpern
bei Pemphigus Vulgaris gezeigt werden konnte, dass CD4-positive T-Zellen einen
kostimulatorischen Effekt auf die B-Zellen im ELISpot ausiiben. In dieser Arbeit wurde
ebenfalls festgestellt, dass eine reine B-Zellkultur zu einer signifikant reduzierten
Spotzahl fiihrt (Nishifuji et al. 2000). Entscheidend fiir die Durchfiihrung des Assays war
es, genligend B-Zellen aus einer EDTA-Blutprobe zu isolieren. Nach ersten Versuchen
mit frisch nach Blutentnahme isolierten Proben wurde getestet, wie sich eine Lagerung
des Bluts auf die Anzahl an B-Zellen in der Blutprobe auswirkte. Diese Frage war ein
entscheidender prdanalytischer Parameter, da vom Ergebnis abhingig war, ob eine
Zusendung von Proben an Referenzlabore mdglich sein oder der Test vor Ort am
Patienten stattfinden miissen wiirde. Es zeigte sich, dass bereits nach 48 Stunden der
Anteil der B-Zellen an der PBMC-Fraktion signifikant absinkt. Daraus wurde fiir alle
weiteren Experimente gefolgert, dass sie unmittelbar (< 5h) nach der Blutentnahme
isoliert und im Anschluss bis zur Analyse im ELISpot kryokonserviert werden mussten.
Eine Zusendung von Patientenproben wire daher allenfalls bereits im isolierten
kryokonservierten Stadium moglich. Da dies allerdings in den Rahmenbedingungen des
klinischen Alltags nicht durchfiihrbar wére, wurden alle Patientenproben durch unsere
Ambulanz zur Verfiigung gestellt.

Zur Uberpriifung der Vitalitit der kryokonservierten PBMCs wurden Proben aufgetaut
und nach oben beschriebenem Procedere kultiviert. Die Zellen wurden in einem 24
stiindigem Intervall lichtmikroskopisch ausgewertet. Dabei wurde eine Kontrollgruppe
ohne Immunstimulatoren im Medium mitgefiihrt (Daten nicht gezeigt). Auffillig war,
dass sich im Verlauf der Kultur Zellcluster bildeten, an deren Rand sich der Phénotyp
einzelner PBMCs verinderte. Es konnte eine deutliche Groflenzunahme beobachtet
werden. Diese Abweichungen waren in allen Ansétzen dieses Versuchs zu erkennen. In
Zellkulturen, die als Kontrolle ohne IL-2 und R848 angesetzt wurden, kamen diese
Phédnomene ebenfalls vor. Jedoch bestanden die Cluster in diesen Fillen nur aus einer
deutlich geringeren Anzahl an Zellen. Verdnderungen des Phénotyps traten deutlich
seltener auf. Des Weiteren wurde eine Giemsa-Farbung nach 72 Stunden durchgefiihrt.
Hier hoben sich die im Phinotyp verdnderten Zellen durch den GroBenunterschied
hervor. Diese Subpopulation zeigte Mitosefiguren, darunter auch mehrere Anaphasen.
Aus Vorversuchen war bekannt, dass in den isolierten Proben ein Lymphozytenanteil von
>90% bestand (Daten nicht gezeigt). Somit wurde angenommen, dass es sich bei den
Zellen mit dem morphologisch kleineren Phénotyp, die zahlenmiBig das Bild
dominierten, um die Lymphozytenfraktion handelte. Mit einem chromatindichten Kern
und einem schmalen Zytoplasmasaum wiesen sie die dafiir typische Morphologie auf
(Lillmann-Rauch 2006). Die morphologisch grof3eren Zellen zeigten Charakteristika von
B-Zell-Blasten und Plasmazellen. Neben der GroBenzunahme zeigten sich an
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blastenspezifischen Verdnderungen Vakuolen sowie in den Kernen mehrere Nukleoli
(Swerdlow 2017). Gegen das typische Bild von Blasten sprach der breitere
Zytoplasmasaum, der allerdings mit der Morphologie von Plasmazellen vereinbar ist. Aus
diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die Stimulation mit R848 und IL-2 eine
Differenzierung der B-Lymphozyten zu Plasmazellen/-blasten bewirkte. Zur weiteren
Abklarung dieser Hypothese des Wirkungsmechanismus der Stimulation wurden die
Zellen durchflusszytometrisch untersucht, um zu iiberpriifen, ob die Kultur mit 16slichen
Immunstimulatoren im Medium und die morphologischen Veridnderungen im Vorversuch
mit einer Differenzierung der B-Zellen einhergehen. Als Marker fiir die Differenzierung
der B-Zellen zu einem Antikorper sezernierenden Plasmablasten wurde CD38 verwendet.
Aus dem Ergebnis in Zusammenschau mit dem Vorversuch konnte geschlossen werden,
dass die morphologische Verdnderung, die lichtmikroskopisch beobachtet wurde, mit
einem Anstieg der CD38-Expression einhergeht. Die Hypothese, dass es sich bei den
morphologisch vergroBerten mitotisch aktiven Zellen um antikdrpersezernierende
handelt, die sich aus der isolierten B-Zell-Fraktion differenzieren, wurde damit verifiziert.
Dies bestitigte die Wirkung und Funktion der Stimulationskultur. Retrospektiv betrachtet
wire die Untersuchung auf einen Anstieg der Expression auf mehr als einen Parameter
sinnvoll gewesen z. B. ein erweitertes Plasmazellpanel zusdtzlich zu CD38 bestehend aus
CD138, CD79a, MUM1 (REKHTMAN 2018).

4.7 Untersuchung von Patientenproben (GT & NAIT) im ELISpot-
Assay
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Patient mit GT und Antikorpern gegen [33-Integrine
untersucht, dessen Krankheitsbild zuvor beschrieben war (Wihadmadyatami et al. 2016).
Zusammenfassend gesagt handelte es sich um eine Person, die sich klinisch mit
wiederholt auftretenden Blutungsstigmata und transfusionspflichtigen Blutungen nach
Routineeingriffen in der hidmostaseologischen Ambulanz vorstellte. Zuletzt war es
wihrend einer Diskus-vertebralis-OP sowie einer partiellen Gastrektomie zu
hdmodynamisch kritischen Blutungen mit Massentransfusionen gekommen. Durch eine
Untersuchung mittels Durchflusszytometrie sowie Immunoblot konnte nachgewiesen
werden, dass die Integrine allbp3 und aVB3 nicht exprimiert waren, was zur Diagnose
einer GT Typ 1 fiihrte. In der Sequenzierung der Gene fiir die Integrin-Untereinheiten
allb und B3 zeigte sich eine homozygote G>A-Transition an der Position 1697 des fiir
die P3-Untereinheit codierenden Gens. Dies fiihrte zu einer missense-Substitution
Gly540Asp (GGC>GAC) in der I-EGF3 Doméne der B3-Untereinheit, wodurch eine
Verkniipfung intrazelluldr mit der allb oder aV Untereinheit nicht erfolgen kann und
dadurch keine Expression auf der Thrombozytenmembran stattfindet (Wihadmadyatami
et al. 2016). Durch die mehrfachen Thrombozyten-Transfusionen kam es zu einer
Isoimmunisierung des Patienten. In seinem Serum konnten Isoantikorper gegen allbp3
und aVP3 mittels MAIPA nachgewiesen werden (Wihadmadyatami et al. 2016). Es
wurde erwartet, dass diese, wie in diesem Fall bei der GT, eine hohere Affinitét als
Alloantikdrper aufweisen wiirden. Aus EDTA-Blutproben des Patienten wurden
entsprechend den Vorversuchen PBMCs isoliert, kultiviert und im ELISpot-Assay
getestet. Um einen Vergleich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zu
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ermoglichen, bei denen ein ELISpot-Assay ohne vorangehenden Einsatz von
Immunstimulatoren genutzt wurde, fiihrten wir zwei unterschiedliche Ansdtze des
Experiments durch (Kuwana et al. 2002; Kuwana et al. 2003; Kuwana et al. 2014). In den
nicht stimulierten Ansidtzen zeigte sich kein Nachweis fiir sezerniertes IgG. Dies galt
sowohl fiir diesen Versuch zur Detektion von Antikdrpern gegen B3-Integrine als auch
fir den Nachweis von Anti-Tetanus-Toxin-Antikdrpern, die in einem anderen
Experiment untersucht wurden (Daten nicht gezeigt). In den Ansdtzen mit
Immunstimulation zeigte sich der erwartete Nachweis von Antikdrpern gegen das
Integrin ollbB3. Aufgrund der geringeren Mengen an Patientenproben war ein
gleichzeitiger Ansatz mit Negativ-Kontrollen nicht moglich, was eine Einschrinkung der
Aussagekraft dieses Experiments darstellt. Daraus wurde gefolgert, dass der Nachweis
antikorper-sezernierender Zellen ohne Immunstimulation in vitro nicht mdglich war. Es
konnte keine abschlieBende Erkldrung dafiir gefunden werden, weshalb eine andere
Arbeitsgruppe dies unter dhnlichen Beingungen nachweisen konnte (Kuwana et al. 2002;
Kuwana et al. 2003; Kuwana et al. 2014), insbesondere, da die in diesen Studien
untersuchten Autoantikdrper gegen das Integrin allbB3 bei ITP wahrscheinlich eine
deutlich niedrigere Affinitdt aufweisen als die Isoantikdrper eines Patienten mit GT nach
frischer Immunisierung durch Transfusion. Eine mogliche Hypothese ist, dass ELISpot-
Ansitze ohne Immunstimulation von einer kiirzeren Inkubationszeit der Zellen
profitieren. In den zitierten Arbeiten betrdgt diese vier Stunden ohne ldngere Kultur der
Zellen. Ohne Immunstimulation wére es moglich, dass die B-Zellen in der PBMC-Kultur
frithzeitig abstarben, da keine externe Aktivierung promitotischer bzw.
differenzierungsfordernder Signaltransduktionswege erfolgte. In diesem Fall wéren eine
Verlingerung der Inkubationszeit sowie eine Kultur vor Ubertragung der Zellen auf die
ELISpotplatte kontraproduktiv — ein Effekt &hnlich der Beobachtung, dass ein
signifikanter Anteil der CD19-positiven Zellen in einer EDTA-Blutprobe bereits nach 24
Stunden abstirbt. Riickblickend wire ein sinnvollerer Vergleich zwischen den
Protokollen gewesen, die Zellen in der Gruppe ohne Immunstimulation direkt auf die
ELISpotplatte zu libertragen und nach 72 oder 24 Stunden auszuwerten. Dieses Vorgehen
hétte einen weniger verfalschten Vergleich der Protokolle ermdglicht.

Nach erneuter Vorstellung des Patienten und weiterer Probengewinnung wurde in einem
zweizeitigen Vorgehen auf die Detektion von aVB3-Antikorpern getestet. Da aV3 auch
in geringeren Mengen auf Thrombozyten exprimiert wird (Wagner et al. 1996; Coller et
al. 1991) und die Thrombozyten der Versuchsperson durch die Mutation in den Genen
der gemeinsamen B3-Untereinheit nicht selbst zur Exprimierung des Integrins im Stande
waren, sollte nach erfolgter Transfusion eine Immunisierung stattfinden. Dies wurde
mittels MAIPA-Assay gezeigt (Wihadmadyatami et al. 2016). Im zweiten Ansatz mit
Blutproben des Patienten konnte das vorherige Ergebnis repliziert und Antikdrper gegen
aVB3 nachgewiesen werden. Dabei wurden das granulozytire Glykoprotein CD177
sowie Proben von gesunden Blutspendern als Negativ-Kontrolle mitgefiihrt. Es zeigten
sich sowohl unspezifische Signale gegen CD177 bei dem untersuchten Patienten als auch
Antikorper gegen allbB3 und aVB3 bei den Kontrollen. Der Nachweis von Antikdrpern
entspricht den  Ergebnissen der MAIPA-Untersuchungen des  Patienten
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(Wihadmadyatami et al. 2016), jedoch sind diese Ergebnisse in ihrer Aussagekraft
eingeschrinkt, da klinisch ein gleichzeitiger Nachweis von Anti-CD177-Antikdrpern
unwahrscheinlich ist. Noch unwahrscheinlicher ist der Nachweis von Antikdrpern gegen
allbB3 und aVB3 ohne klinische Korrelation bei gesunden Blutspendern, so dass diese
Ergebnisse als falsch positiv gewertet wurden. Der Mittelwert der Spotzahl fiir allbp3
und aVP3 liegt bei dem GT-Patienten hoher als der Mittelwert der Kontrollen. Daher
wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich unter den Spots neben falsch positiven auch
echte Signale verbergen konnten. Ein Nachweis dafiir konnte nicht erbracht werden.
Auch die Tatsache, dass der Mittelwert der Spotzahl fiir Anti-CD177 hoher liegt als fiir
allbp3 und aVP3, spricht fiir das Uberwiegen der falsch positiven Signale.

Eine weitere Untersuchung erfolgte bei einer Patientin mit frischer Anti-HPA 1la-
Immunisierung und hohem Antikorpertiter. Sie befand sich aufgrund eines aufgetretenen
NAIT-Falles im Rahmen der ersten zur ambulanten Uberwachung ihrer zweiten
Schwangerschaft in Behandlung der Institutsambulanz. Hier konnte ebenfalls ein falsch
positives Signal gegen CD177 detektiert werden. Somit war geklért, dass es sich um ein
systematisches Problem handelte, das sich unabhingig von der Zellzahl zeigte. Zur
Eingrenzung wurden weitere ELISpots durchgefiihrt. In Leerversuchen wurden alle
Schritte des Assays durchlaufen, im Medium befanden sich allerdings keine PBMCs. In
den Ansitzen konnte kein falsch positives Signal detektiert werden. In der Arbeit von
Jahnmatz et al. (2013) wurde der Assay primér dazu entwickelt, die B-Zellantwort nach
einer Impfung zu messen. Als negative Kontrolle fiir unspezifische Reaktionen wurden
lediglich Ansitze ohne Zielprotein verwendet, jedoch keine Verwendung strukturell
dhnlicher Proteine zu Diphterie- und Tetanustoxin. Daher lésst sich nicht ausschlieBen,
dass sich in dieser Arbeit ebenfalls falsch positive Signale unter den detektierten Spots
befinden. In den Arbeiten von Kuwana et al. (2002), Kuwana et al. (2003), Kuwana et al.
(2014) wurde BSA als Negativ-Kontrolle fiir unspezifische Spots verwendet. In diesen
Versuchen zeigten sich keine unspezifischen Spots. In einem weiteren Experiment
wurden Spots gegen biotinyliertes BSA nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Die Ursache
dieser unspezifischen Signale konnte letztlich nicht geklart werden. Aufgrund der
Tatsache, dass sich in den Ansédtzen ohne Zellen keine unspezifischen Spots formten,
wurde gefolgert, dass die problematische Komponente des Assays die Primérzellen
waren. Des Weiteren sprach fiir diese Hypothese, dass dieselben Proteine auch in den
Experimenten mit Hybridomzellen verwendet wurden und es dort in keinem Experiment
zu falsch positiven Signalen kam. Eine der Annahmen sieht die in vorherigen
Experimenten beobachtete Clusterbildung innerhalb der Primérzellkultur als Ursache fiir
die unspezifischen Spots. Die Stimulierung mit R848 und II-2 fiihrt mdglicherweise
neben der Stimulation promitotischer Signalwege zur einer Expressionssteigerung
anderer Zellkontaktmolekiile, was zu einer stirkeren Haftung der Zellen an der Membran
fiihrt, die sich nicht mehr abwaschen lassen und biotinylierte Proteine unspezifisch
binden. Moglichkeiten, solche Effekte zu umgehen, wiren es, die stimulierten PBMCs
nicht in Platten mit festen Oberflichen zu kultivieren und stattdessen eine Kultur zu
wihlen, bei der das Medium regelméfig umgesetzt wird. Dies konnte eine Clusterbildung
unterbinden, allerdings ist fraglich, ob damit nicht ebenfalls der Cross-Talk der Zellen
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zur Stimulierung und Differenzierung gehemmt wiirde. Eine weitere mogliche Ursache
fiir das Auftreten der unspezifischen Spots konnte in der mangelnden Vitalitdt der
Primérzellkulturen liegen. Die eingesetzten Zellen wurden jeweils nach Isolation und bei
der Uberfiihrung auf die ELISpotplatte im Héimatologie-Analyzer gezihlt. Auffillig war
die deutliche Verminderung der Zellzahl im zeitlichen Verlauf des jeweiligen
Experiments. Neben der Clusterbildung kdnnten auch Zellfragmente, besonders DNA-
und RNA-Fragmente abgestorbener PBMCs zur unspezifischen Bindung von
biotinylierten Proteinen und damit zu Spots fiihren. Da der Hdmatologie-Analyzer zur
Evaluation der Zellzahl lediglich Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC)
verwendet, wéren die verdnderten Werte allerdings auch durch eine verdnderte
Zellmorphologie erklirbar. Zur Uberpriifung, ob Zellfragmente fiir die unspezifischen
Spots verantwortlich waren, wurden die Zellen vor Einsatz auf der ELISpotplatte mit
einer Endonuclease inkubiert, um DNA- und RNA-Fragmente aufzulosen und die
Waschschritte im Protokoll erh6ht. Dazu wurde Benzonase verwendet, eine in E.coli
hergestellte Endonuclease, die sowohl DNA- als auch RNA-Fragmente hydrolysiert. Es
wurden die vom Hersteller empfohlenen Angaben verwendet, der Ablauf erfolgte in
Anlehnung an die Arbeit von Walsh et al. (2013). Zusétzlich wurden die Waschritte im
gesamten Protokoll von fiinf auf sieben erhoht. Diese Verdnderungen fiihrten allerdings
nicht zu einem Verschwinden der unspezifischen Spots (Daten nicht gezeigt). Aufgrund
des gesetzten Zeitrahmens des Projekts sowie begrenzter Probenverfiigbarkeit war eine
experimentelle Testung aller Hypothesen nicht moglich.
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S Zusammenfassung

5.1 Hintergrund

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung eines B-Zell-ELISpot-Assays (Enzyme
Linked Immuno Spot Assay) zur Detektion von Antikdrpern gegen [3-Integrine.
Miitterliche Antikorper gegen das humane Pléttchenantigen la (HPA-la) sind die
hiufigste Ursache der Fetalen und Neonatalen Alloimmunthrombozytopenie (FNAIT).
Das Antigen HPA-la ist durch einen Aminosdureaustausch in der P3-Integrinkette
charakterisiert. Kiirzlich konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass bestimmte miitterliche
anti-HPA-la Antikorper mit fetaler Hirnblutung assoziiert sind. Diese Antikorper
reagieren mit dem Vitronektin-Rezeptor (aVPB3-Integrin) und induzieren eine
funktionelle Storung des Endothels. Dieser Subtyp von anti-HPA-1a Antikdrpern wurde
bei Miittern von Neugeborenen ohne Hirnblutung nicht gefunden. Bei Miittern von
Neugeborenen ohne Hirnblutung wurden Antikdrper nachgewiesen, die gegen den
Fibrinogen-Rezeptor (allbf3) gerichtet sind. Die beiden Antikdrper-Subtypen erkennen
somit die B3-Integrin-Kette im Verbund mit einer jeweils anderen a-Kette (Verbund-
abhingiger (compound-dependent) Antikdrper). Ein weiterer Antikdrper-Subtyp erkennt
das HPA-1a Antigen auf der 33-Integrin-Kette unabhidngig von dem Verbund mit einer
a-Kette. Da Antiseren von Miittern mit FNAIT immer ein polyklonales Gemisch
zahlreicher Antikdrpermolekiile reprasentieren, ist die Gewinnung und Charakterisierung
von murinen und humanen monoklonalen Antikdrpern fiir die Pathogeneseforschung, fiir
die Entwicklung von Nachweisverfahren zur Risikostratifizierung sowie zur Entwicklung
neuer Medikamente zur Prophylaxe fetaler Blutungen unverzichtbar.

Mittels B-Zell-ELISpot-Assay konnen einzelne, Antikorper-sezernierende Zellen in einer
Mikrotiterplatte in situ nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Hypothese untersucht, dass der B-Zell-ELISpot-Assay ein geeignetes Verfahren zur
Charakterisierung von Hybridomzellen und damit zur Entwicklung neuer monoklonaler
Antikorper gegen 33-Integrine darstellt. In einer zweiten Phase sollte untersucht werden,
ob das gleiche Nachweisverfahren auch zum quantitativen Nachweis von Antikorper-
sezernierenden Zellen aus Blutproben von Patienten, und damit zur Bestimmung des
Risikos einer fetalen Hirnblutung bei Schwangeren mit FNAIT, geeignet ist.

5.2 Methoden

In dieser Studie wurde ein neuer B-Zell-ELISpot-Assay zur Detektion von Antikdrpern
gegen [3-Integrine etabliert. Dies geschah in zwei Phasen. In Erster wurde ein ELISpot-
Assay zur Testung monoklonaler Antikorper etabliert um die Sensitivitdt, Spezifitit und
Verbund-Abhingigkeit gegen P3-Integrine zu charakterisieren. Hierfiir wurden von
Hybridom-Zellen  sezernierte  monoklonale  Antikdrper mittels auf einer
Polyvinylidenfluorid -Membran (PVDF) fixierten Ziege-Anti-Maus-Antikdrpern (GAM)
gefangen. AnschlieBend wurden, die so immobilisierten Antikorper, mit den
biotinylierten rekombinanten Integrinen ollbB3 und aVP3 inkubiert. Zum Nachweis
einer Antigenbindung wurde ein enzymmarkiertes Streptavidin-Substrat-System genutzt,
dass eine Bindung in Form von Spots auf der Membran visualisierte. Drei
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Hybridomzelllinien: Gi5, Gil6 und AP3, die vorangehenden Untersuchungen als Anti-
allbB3, Anti-allb und Anti-B3 charakterisiert worden sind, wurden im ELISpot getestet.
Als Negativkontrolle wurde eine Hybridomzelllinie (7D8) verwendet, die einen
monoklonalen Antinkdrper gegen CD177 produziert. In der zweiten Phase wurde dieser
Assay fiir die Testung humaner B-Zellen weiterentwickelt. Der Aufbau des Assays blieb
gleich, es wurden zur Immobilisierung sezernierter Antikdrper Ziege-Anti-Human-
Antikorper (GAH) verwendet. Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) von
NAIT und GT-Patienten wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Diese
wurden fiir 72 Stunden in eine Stimulationskultur mit Interleukin-2 (IL-2) und dem Toll-
Like-Rezeptor-Agonisten (TLR) R848 iibernommen. Nach Durchfithrung der in vitro
Stimulation wurden die Zellen mit denselben rekombinanten Proteinen wie zuvor
inkubiert. Der Nachweis der Antigenbindung erfolgte mit demselben Detektionssystem.

5.3 Ergebnisse

Nach Etablierung des Assays fiir monoklonale Antikorper konnte eine Intra- von 4,28%
und eine Inter-Assay-Variabilitit von 6,38% gemessen werden. AnschlieBend wurden
Untersuchungen zur Sensitivitdt und Spezifitdt durchgefiihrt. Im Vergleich mit der
Positiv-Kontrolle (Total-IgG) konnte kein signifikanter Unterschied fiir die Detektion
monoklonaler Antikorper gegen allbB3 und aVB3 (Antigenspezifisches-IgG) festgestellt
werden, somit konnte jeder sezernierte Antikorper nachgewiesen werden. Weiterhin
konnten in einem Grenzverdiinnungsversuch bis zu 15 antikdrpersezernierde Zellen
(ASC) unter 985 Myelomzellen detektiert werden. Die Hybridomzelllinie AP3, die einen
nicht Verbund-abhédngigen Antikorper gegen die (3-Kette produziert, reagierte mit
allbB3 und aVB3, wohingegen es bei Gi5, einem Verbund-abhidngigen (compound-
dependent) Antikorper, ausschlieflich zur Spotbildung mit allbpB3 kam. Die Analyse
einer dritten Hybridomzelllinie, Gil6 (anti-allb), zeigte nur wenige Spots mit allbp3,
was darauf hinwies, dass sich verschiedene Klone in der Kultur befanden (produzierende
und nicht-produzierende). Nach erneuter Klonierung der Zelllinie durch die
Grenzverdiinnungsmethode konnte eine signifikant erhohte Anzahl von Spots
identifiziert werden. Fiir den Nachweis Antikdrper-sezernierender Zellen aus Blutproben
von Patienten war der Assay nicht geeignet. Wir vermuten, dass unspezifische Spots
durch Zell-Aggregate zwischen Antigen-prisentierenden Zellen und exogen stimulierten
B-Zellen hervorgerufen wurden.

5.4 Schlussfolgerung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt, werden, dass der hier entwickelte B-
Zell-ELISpot-Assay zum  Nachweis einzelner Antikorper-sezernierender
Hybridomzellen in situ geeignet ist. Der Nachweis der Antikorper-Sekretion einzelner
Hybridomzellen erlaubte Riickschliisse auf die Klonalitit und Produktivitit der
untersuchten Zelllinien. Ferner konnte in dem etablierten B-Zell-ELISpot-Assay in situ
differenziert werden, ob monoklonale Antikorper die B3-Integrin-Kette im Verbund mit
einer jeweils spezifischen o-Kette oder Verbund-unabhdngig erkennen.
Zusammenfassend gesagt, ist der B-Zell-ELISpot ein geeignetes Verfahren, monoklonale
Antikorper gegen 3-Integrine in einem frithen Stadium nach Fusion zu charakterisieren.
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Damit wurde eine Grundlage fiir die Charakterisierung humaner monoklonaler
Antikorper gelegt, mit denen die Pathogenese der Hirnblutung weiter aufgeklart werden
kann und neue Medikamente zur Prophylaxe von Blutungen entwickelt werden kénnen.
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6 Summary

6.1 Background

The aim of this study is the establishment of a B cell ELISpot assay (Enzyme Linked
Immuno Spot Assay) for the detection of antibodies against B3-integrins. Maternal
antibodies against human platelet antigen la (HPA-1a) are the most common cause of
fetal and neonatal alloimmune thrombocytopenia (FNAIT). The antigen HPA-la is
characterized by an amino acid exchange in the 33-integrin chain. Recently, our group
has demonstrated that certain maternal anti-HPA-1a antibodies are associated with fetal
brain hemorrhage. These antibodies react with the vitronectin receptor (VB3 integrin)
and induce endothelial dysfunction. This subtype of anti-HPA-1a antibody was not found
in mothers of newborns without cerebral hemorrhage. Antibodies to the fibrinogen
receptor (allbB3 integrin) were detected in mothers of newborns without cerebral
hemorrhage. The two antibody subtypes thus recognize the 3-integrin chain in complex
with a different a-chain (compound-dependent antibodies). Another antibody subtype
recognizes the HPA-1a antigen on the 3-integrin chain independently of the complex
with a a-chain. Since maternal bloodsera in cases of FNAIT always represent a
polyclonal mixture of numerous antibody molecules, the extraction and characterization
of murine and human monoclonal antibodies is indispensable for pathogenesis research,
the development of detection methods for risk stratification, and the development of new
drugs for the prevention of fetal bleeding.

By means of the B cell ELISpot assay, individual antibody-secreting cells can be detected
in situ in a microtiter plate. In the present work it was hypothesized that the B cell ELISpot
assay represents a suitable method for the characterization of hybridoma cells and thus
for the development of new monoclonal antibodies against 33-integrins. In a second
phase, it should be investigated whether the same detection method is also suitable for
the quantitative detection of antibody-secreting cells isolated from blood samples of
patients, and thus for the determination of the risk of fetal brain hemorrhage in pregnant
women with FNAIT.

6.2 Materials and Methods

In this study, a new B cell ELISpot assay for the detection of antibodies against 33-
integrins was established. This happened in two phases. In the first, an ELISpot assay for
monoclonal antibodies was established to characterize the sensitivity, specificity and
compound dependence against 3-integrins. For this purpose, monoclonal antibodies
secreted by hybridoma cells were captured by goat-anti-mouse-antibodies (GAM) coated
on a polyvinylidene fluoride membrane (PVDF). Subsequently, the immobilized
monoclonal antibodies were incubated with biotinylated recombinant integrins ollbf33
and aVP3. To detect antigen binding, an enzyme-labeled streptavidin-substrate system
was used that visualized binding in form of spots on the membrane. Three hybridoma cell
lines: Gi5, Gil6 and AP3, which were previously characterized as anti-allbB3, anti-allb
and anti-B3, were tested in this assay. The negative control used was a hybridoma cell
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line (7D8) producing monoclonal antibodies against CD177. In the second phase, this
assay was further developed for the testing of human B cells. The structure of the assay
remained the same, however in this assay goat-anti-human-antibodies (GAH) were used
to immobilize secreted antibodies. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
patients with cases of NAIT and Glanzmann’s thrombasthenia (GT) were isolated by
density gradient centrifugation. These were transferred to cell culture plates with
interleukin-2 (IL-2) and the toll-like receptor agonist (TLR) R848 for stimulation and
differentiation. After in vitro stimulation, the cells were incubated with the same
recombinant proteins used before with monoclonal antibodies. For detection of antigen
binding the same detection system was used.

6.3 Results

After establishing the ELISpot for monoclonal antibodies, an intra-assay variation of
4.28% and an inter-assay variation of 6.38% were measured. Subsequently, studies on
sensitivity and specificity were performed. In comparison with the positive control (Total
IgQG), no significant difference was found for the detection of monoclonal antibodies
against alIbp3 and aVP3 (antigen-specific IgG), which shows that any secreted Antibody
was detected. In addition, up to 15 antibody secreting cells (ASC) could be detected
among 985 non antibody producing myeloma cells. The hybridoma cell line AP3, which
produces a non-compound-dependent antibody against the B3 chain, reacted with allbp3
and aVP3, whereas Gi5, a compound-dependent antibody, only reacted with allbp3.
Analysis of a third hybridoma cell line, Gil6 (anti-allb), showed only a few spots with
allbPB3. We hypothesized that there were different clones in cell culture (producing and
non-producing). After renewed cloning of the cell line by the limiting dilution method a
significantly increased number of spots could be identified. The assay was not suitable
for detection of antibody-secreting cells from patient blood samples. We suspect that
nonspecific spots were caused by cell aggregates between antigen presenting cells and
exogenously stimulated B cells.

6.4 Conclusion

In the present work it could be shown that the B-cell ELISpot assay developed here is
suitable for the detection of single antibody-secreting hybridoma cells in situ. The
detection of antibody secretion of individual hybridoma cells allowed conclusions about
the clonality and productivity of the investigated cell lines. Furthermore, it was possible
to differentiate in situ in the established B-cell ELISpot assay whether monoclonal
antibodies recognize the 33-integrin chain compound dependent with a specific a-chain
or independently. In summary, the B cell ELISpot is a convenient method to characterize
monoclonal antibodies to P3-integrins at an early stage after fusion. This laid the
groundwork for the characterization of human monoclonal antibodies, which further
elucidate the pathogenesis of cerebral hemorrhage and develop new drugs for the
prevention of hemorrhage.
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7 AbKkiirzungsverzeichnis

AADS e et ettt e et e e bt e et e eteeeateeneeenne Antikdrper
A g ettt et et e b et e e bt e st e e bt e abeenbeeenaeeseenareenne Antigen
ALP oot Alkalische Phosphatase
AP ettt Alkalische Phosphatase
ASC et antikorpersezernierende Zellen
CD-Molekille.......ccerviniiiiiiiniieieiierieeeeeeeeene Cluster-of-Differentiation-Molekiile
DIMSO et e et e beerae s Dimethylsulfoxid
ECM et et Extrazelluldre Matrix
EDTA oo Ethylendiamintetraessigsdure
EGF-DOMANe ......c.coovvveiieiiieiieiieeieeiieeeeeiee e Epidermale-Wachstumsfaktor-Doméne
ELISA .o Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay
ELISPOL .ttt Enzyme Linked Immuno Spot-Assays
Fab-Fragment ..........ccccooceviiiiininiiniiccceccceeee Fragmented-Antigen-Fragment
FAK et et Fokale Adhésionskinase
S e Fotales Kédlberserum
FDA e e Food and Drug Administration
S et Forward Scatter
GAH ..ottt et ettt nbeenee Ziege-Anti-Human
GAM ..ttt ettt e abeebeeenes Ziege-Anti-Maus
G e Glanzmann-Thrombasthenie
HAMA ..ottt Humane-Anti-Maus-Antikorper
HAT-Medium........................ hypoxanthin-, aminopterin- und thymidinhaltiges Medium
HGPRT ..o Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
HPA ettt Human-Platelet-Antigen
HT-Medium.........cccoeeuveniieiieiieieeieeeeee, hypoxanthin und thymidin-haltiges Medium
ICAM-KIASSE ..o Interzelluldren-Zelladhdsionsmolekiil-Klasse
TCH oot e intrakraniellen Blutungen
PSPPSR Immunglobulin
LEG e e et enteas Immunglobulin-G
IIMIC ettt inner membrane clasp
IIMID et Integrin Mediated Death
ITP ettt e Autoimmunthrombozytopenie
IVIG e e intravendses Immunglobulin
P S e ettt et nte b e Lipopolysaccarid
IMAD ...t ettt ens Monoklonaler Antikorper
IMIMP ..ottt ettt et et en Matrixmetalloproteinasen
NAIT oo Neonatale Alloimmunthrombozytopenie
OMUC ..t et ettt e ettt e eneas outer membrane clasp
OTT et entte ettt et e et e et e e et e e bt estte et e esaeeesbeenseeenbeeseeeaseenseeenseenseeenbeenseeenseenseas origin of replication
PAMP ...ttt Pathogen Assoziierte Molekulare Muster
PAR-REZEPLOTEN. ....cuviiiieiiieiiecieceeee e Protease-aktivierte-Rezeptoren
PBMC ..t Periphere Mononukledre Zellen
PB S e phosphat-gepufferte Salzlosung
PClLeee e perkutaner koronarer Intervention
PCR e e Polymerase-Kettenreaktion
PML. ..o Progressive Multifokaler Leukenzephalopathie
PSI-DOMENE ....covvieieiiiiiiiieiccieceeeeeeee e Plexin-Semaphorin-Integrin-Doméne
PTBoeeee e Phosphotyrosinbindungsdoméine
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RGD-Sequenz.........ccccevveviieniienciieiieees Arginin, Glycin und Asparaginsiure-Sequenz

RTK ettt et et Rezeptortyrosinkinase
SEFK .ottt Zytoplasmatische Tyrosinkinasen der Src-Familie
S S ettt et e et eetae e teeeabeenneeenes Side Scatter
TLR et ettt et et eneas Toll-Like-Rezeptor
VCAM-KIASSe....covveiieiiecieeiieeeeee e Vaskuliren-Zell-Adhésionsmolekiil-Klasse

VH-Gene Gene die fiir die variable Region der schweren Immunglobulin-Kette codieren
VL-Gene...Gene die fiir die variable Region der leichten Immunglobulin-Kette codieren
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