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Organisation der Zellmembran im Nanobereich

Wie das Membranprotein CD20
humane B-Lymphozyten ruhig halt
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The membrane protein CD20 of B lymphocytes is the target of Rituxi-
mab (RTX), the first successful therapeutic antibody. The biological
function of CD20 was a mystery so far. We found that loss of CD20
leads to the reorganization of a protein/lipid nanodomain on the plas-
ma membrane, the activation of human B cells, and their differentia-
tion into antibody-producing plasma cells. These finding shed new light
on the functional membrane organization and the therapeutic mecha-

nism of anti-CD20 antibodies.
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B 1974 packte ein frisch gebackener Frei-
burger Doktorand seine junge Familie in
einen VW-Bus und fuhr nach Cambridge, UK,
um dort im Laboratory of Molecular Biology
seine Arbeit als Post-Doktorand aufzuneh-
men. Zwei Jahre spater kehrte er nach
Deutschland zuriick mit einer Erfindung, die
die biologische Forschung und die medizini-
sche Praxis revolutionieren sollte und fiir die
ihm im Jahre 1984, zusammen mit César
Milstein, der Nobelpreis verliehen wurde.
Dem jungen Biologen Georges Kohler war
gelungen aktivierte B-Lymphozyten mit einer

IgM-Protein Insel

Myeloma-Tumorzelle zu fusionieren und
dadurch Hybridom-Klone zu gewinnen, die
einen monoklonale Antikorper (mAk) mit
gewiinschter Spezifitit produzieren; heute in
der medizinischen Diagnostik und Therapie
nicht mehr wegzudenken [1]. Der erste zuge-
lassene und bisher erfolgreichste therapeu-
tische mAKk ist der anti-CD20-Antikorper
Rituximab (RTX), welcher bei mehr als einer
Million Patienten zur Behandlung von B-Zell-
Tumoren oder einer B-Zell getriebenen
Autoimmunitdten eingesetzt wurde. Das
Membranprotein CD20 ist eine ideale Ziel-

IgD-Protein Insel

CcD81 CD40

CD19

A Abb. 1: Schematische Darstellung der vorgeschlagenen Lokalisierung von Korezeptoren und
Oberfladchenmarkern innerhalb von Proteinclustern der IgM- und IgD-B-Zellrezeptorklasse auf der

Oberflache humaner, ruhender B-Zellen.

struktur einer anti-B-Zell-Therapie, da es in
groBen Mengen nur auf reifen B-Lympho-
zyten vorkommt. Die biologische Funktion
des CD20-Membranproteins war allerdings
bis vor kurzem vollkommen unbekannt und
ein groBes Ritsel der B-Zell-Forschung [2].
Die Verwirrung um das CD20-Protein wurde
noch dadurch verstarkt, dass eine CD20-
Knockout-Maus kaum einen B-Zell-Defekt
aufwies [3]. Warum ist das CD20 dann evo-
lutiondr so hoch konserviert und auf allen
reifen B-Zellen exprimiert? Die Losung dieses
Ratsel liegt im schwer zuganglichen Nanobe-
reich der Plasmamembran von B-Lympho-
zyten.

Die Oberflachenproteine der
B-Lymphozyten

Um ihre vielfdltigen Aufgaben im Immunsys-
tem wahrzunehmen, wie die Erkennung und
Bekdmpfung von eingedrungenen Bakterien
und Viren, tragen Lymphozyten eine Vielzahl
von Proteinen auf ihrer Zelloberfldche. Bei
den B-Lymphozyten sind dies die B-Zell-Anti-
genrezeptoren (BCR), welche in verschiede-
nen Klassen, dem IgM-, IgD-, IgG- IgA-, und
IgE-BCR, vorkommen. Naive, reife B-Lympho-
zyten tragen zunachst einen IgD-BCR und
IgM-BCR mit einer identischen Antigenbin-
dungsstelle in vielen Kopien auf ihrer Ober-
fliche. Die Bindung dieser Rezeptoren an ein
bestimmtes Antigen fiihrt zur Aktivierung
der naiven B-Zellen, die sich daraufhin ein-
mal zu den antikérperproduzierenden Plas-
mazellen oder zu Geddchtnis-B-Zellen entwi-
ckeln konnen. Gedédchtnis B-Zellen konnen
durch Klassenwechsel einen BCR der Klasse
1gG, IgA oder IgE auf ihrer Oberfliche aus-
prdgen. Neben den Antigen-erkennenden
BCRs tragen Lymphozyten viele weitere
Membranproteine, die Cluster of Differentia-
tion (CD) benannt und mit einer Nummer
(CD1-CD320) versehen werden. Jeder Lym-
phozytentypus exprimiert charakteristische
CD-Markerproteine. B-Lymphozyten konnen
iber die Ausprdagung des CD19- oder CD20-
Markers erkannt werden. Das CD19-Mem-
branprotein spielt dabei eine wichtige Rolle
als Transmembran-Adapterprotein und Ko-
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rezeptor der BCR-Klassen. Bei einer
B-Zellaktivierung werden die neun Tyro-
sine des zytoplasmatischen Sequenzan-
teils phosphoryliert und von Proteinen
mit einer SH2-Domé&ne gebunden.
Dadurch kann CD19 den BCR mit ver-
schiedenen Signalwegen verbinden und
die BCR-Signalleitung sowohl regulieren
als auch verstiarken. Das CD20-Protein
tragt keine zytoplasmatischen Tyrosine
und besteht, als Tetraspanin, hauptsach-
lich aus Transmembrandoménen. Auch
daher war seine Funktion lange ein Rét-
sel.

Das molekulare Leben im
Nanobereich

Die groBte Tragik im Forscherleben einer
Molekularbiologin und eines Molekular-
biologen ist es, dass die Molekiile ihrer
Neugier nie direkt bei ihrer vielfaltigen
Arbeit in lebenden Zellen beobachten wer-
den konnen. Dafiir sind sie mit 2-20 nm
GroBe viel zu klein. Informationen tiber
den Aufbau eines Proteinkomplexes kon-
nen nur im eingefrorenen Zustand, entwe-
der mittels einer Kristallstruktur oder
mittels der Elektronenmikroskopie (kryo-
EM) gewonnen werden. Das dynamische
Verhalten der Proteine in lebenden Zellen
kann allerdings nur indirekt mittels der
Fluoreszenzmikroskopie verfolgt werden.
Das groBe Problem der letzteren Methode
ist die Auflosungsgrenze der Lichtmikro-
skopie bei 200 nm. Die genaue Lokalisati-
on und Zusammensetzung eines Protein-
komplexes kann daher mit dieser Metho-
de nicht bestimmt werden, was besonders
bei der Untersuchung von Membranpro-
teinen ein groBes Problem ist. Die Ent-
wicklung der hochauflosenden (super-
resolution) Mikroskopie ab den 2000er-
Jahren ermoglichte erstmals die Untersu-
chung der Organisation auch von Memb-
ranproteinen im Nanobereich auf isolierte
Membranen oder fixierte Zellen.

Auf Grund vieler Lichtmikroskopiestu-
dien war man lange davon ausgegangen,
dass die meisten Membranproteine auf
der Oberflache ruhender Lymphozyten
zuféllig verteilt sind und erst nach einer
Zellaktivierung Cluster bilden konnen.
Wir wissen heute, dass die gleichmaBige
Verteilung der Membranproteine eine
[llusion der auflosungsbegrenzten Licht-
mikroskopie ist. Mit der Superresolutions-
mikroskopie konnten wir erstmalig zei-
gen, dass die IgD- und IgM-BCR-Rezeptor-
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komplexe auf naiven B-Zellen in verschie-
denen Membranbereichen getrennten
voneinander vorkommen [4] und dies
mittels der Elektronenmikroskopie an iso-
lierten Membranen unter Einsatz von
Goldpartikel gekoppelten Antikorpern
bestdtigen [5]. IgM- und IgD-BCR befinden
sich in 150-220 nm groBen Nanodoma-
nen mit unterschiedlicher Protein- und
Lipidzusammensetzung. Die IgD-Nanodo-
méane gehort zu den lipid rafts, Membran-
doméanen mit groBem Anteil von Choles-
terol und Sphingolipiden in denen das
GM1-Gangliosid verortet ist. Mit hochauf-
losenden Proximity-Ligation Assays (Fab-
PLA) konnten wir dann bestimmte Mem-
branproteine den verschiedenen Nano-
clustern zuordnen. Tests mit DNA-gekop-
pelten FAB-Fragmenten bestimmen, ob
zwei Proteine im 5-10 nm-Bereich zusam-
men organisiert sind und wie sich deren
Ko-Lokalisation nach einer Zellaktivie-
rung verandert [6].

Wir fanden im IgD-Nanocluster eine
Vielzahl von weiteren Membranprotei-
nen, wie das CD19, CD20, CD40 und den
Chemokinrezeptor CXCR4 (Abb.1). Der
IgM-BCR hingegen ist mit der membran-
standigen Tyrosinphosphatase CD45
liiert, welche eine spontane Aktivierung
verhindert. Die klassenspezifische Orga-
nisation der Membranproteine in Nanobe-
reichen ist zudem funktionell relevant.
Der Chemokinrezeptor CXCR4 ist nicht
nur im IgD-Nanoclustern verortet, son-
dern bendétigt den IgD-BCR fiir seine Sig-
nalleitung [7]. Es kommt daher in den
Nanodomdnen der B-Zellmembran zu
einer Kooperation ganz unterschiedlicher
Rezeptorklassen. Diese geordnete und
getrennte Membranorganisation dndert
sich erst nach einer B-Zellaktivierung
wobei das CD19 zusammen mit dem CD20
zum IgM-BCR wandert und dort die Signa-
le des Antigenrezeptors verstarkt.

Das CD20 als Wachterprotein

Zur Aufdeckung der Funktion des Tetras-
panins CD20 im IgD-Nanocluster waren
dann Untersuchungen mit der Burkitt-
Lymphomlinie Ramos von groBer Bedeu-
tung. Die Forschung an humanen Zelllini-
en hat sich in den letzten Jahren durch die
Entwicklung neuer Techniken wie dem
CRISPR-Cas9-Gene Editing sowie den
Moglichkeiten der Genom- und Proteom-
bestimmung im Hochdurchsatz komplett
verdandert. Zelllinien, die fiir lange Zeit

Hier steht
eine Anzeige.
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Ramos WT gegen CD20KO-N

Ramos WT gegen CD20KO-L

L (WA COT) A —“ﬁrf“

> T, A
4 COM R oA ST e e wew ﬁ-— -— S -
Farbton nach funktioneller Klassifizierung auf der Grundlage der Klassifizierung des humanen Membranproteoms kalierter Log2 FC ?
¥ unklassifiziet M Sonstige M Transporter M Rezeptoren M Enzyme S 09

0 05 1

A Abb. 2: Voronoi-Karte der Oberflaichenmolekiile von Ramos-Wildtyp (WT) verglichen mit neuen CD20KO-Ramos-B-Zellen (CD20-N links) oder gegen
bereits differenzierten Plasmazellen (CD20KO-L rechts). Alle quantifizierten Proteine wurden kartiert und entsprechend ihrer funktionellen Klassifizie-
rung hierarchisch gruppiert. Zur Darstellung wurde die skalierte Log2-Veranderung (FC) der Werte fiir jedes Protein von 0-1 skaliert und durch Farb-
intensitat zwischen den verglichenen Bedingungen dargestellt.
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A Abb. 3: Die PLASMA UP GENES Heatmap zeigt die Expression von Genen, die bei der Plasmazelldifferenzierung hochreguliert sind. Der Farbcode
zeigt die zeilenweise-skalierte Intensitét in den Proben (WT, KO-I, KO-L) an. A, Die Gene sind nach ihrer Log2-Verénderung (FC) in Ramos-Wildtyp

(WT links) gegen CD20KO-Plasmazellen (intermediér KO-, oder differenziert KO-L, rechts) geordnet. B, Beispiel fiir ein Anreicherungsdiagramm (Kurve)
der hochregulierten Gene (Striche) der Plasmazelldifferenzierung eines Rituximab (RTX) -behandelten Leuk@mie-Patienten (Nr. 93). C, Anreicherungs-
Barcode, der die Verteilung der hochregulierten Gene der Plasmazelldifferenzierung (farbige Segmente) bei jedem einzelnen Patienten veranschaulicht,
GSE37168. Die behandelten Patienten wurden von links nach rechts nach ihrem Anreicherungswert geordnet, von hoch zu niedrig. Signifikante Anrei-

cherungswerte sind durch ,,*“ gekennzeichnet.

den Ruf hatten artifiziell zu sein und deswe-
gen zugunsten von in vivo-Tierexperimenten
in den Hintergrund traten, werden wieder in
den Fokus der modernen Zellforschung
gerlickt. Mittels der CRISPR-Technik konnen
Gene in Zelllinien ausschalten oder veran-
dern werden. Wir haben diese neuen Mog-
lichkeiten ausgenutzt, um in Ramos-B-Zellen
das fiir CD20 codierende Gen auszuschalten
und dann ein zellulares Wunder erlebt. Der
Verlust von CD20 fiihrte zur sofortigen Auf-
losung des IgD-Nanoclusters und ermoglich-
te die Interaktion von CD19 mit dem IgM-
BCR und das Anschalten der Signalwege.
Ramos-B-Zellen werden dadurch nicht nur
aktiviert, sondern verandern auch ihre Iden-
titdt indem sie sich zu Plasmazellen entwi-
ckeln (Abb. 2, [8]). Die Entwicklung einer
menschlichen B-Zelle zur antikorperprodu-

zierenden Plasmazelle welche normalerwei-
se in den Keimzentren der lymphatischen
Organe stattfindet, konnten wir in einer Zell-
kulturschale nachvollziehen und die Verén-
derungen des Genoms, Proteoms und Meta-
boloms im Detail dokumentieren. Ein zellu-
lares Wunder ist dies, weil bisher angenom-
men wurde, dass transformierte Tumorzellli-
nien in ihrem Differenzierungsstadium ein-
gefroren sind.

Unsere Untersuchung der CD20K0-Ramos-
B-Zellen, belegten eindeutig, dass CD20 eine
Wichterfunktion hat, die den CD19-Ko-
Rezeptor im IgD-Nanoclusters festhadlt und
dadurch spontane Aktivierung und Differen-
zierung der B-Zellen verhindert.

Die therapeutische Rolle der anti-
CD20-Antikérper

Bisher war angenommen worden, dass B-Zel-
len, die von einem anti-CD20-Antikorper
gebunden wurden, entweder durch das Kom-
plement-System, durch Natiirliche Killerzel-
len oder durch Phagozyten eliminiert wer-
den. Wir fanden allerdings, dass die Behand-
lung von Ramos-B-Zellen mit RTX ebenfalls
die Organisation der Nanocluster auf der
ruhenden B-Zelle stort und es dabei zu einer
partiellen B-Zell-Aktivierung kommt worauf
RTX in kiirzester Zeit internalisiert und auf
der Zelloberflache nicht mehr nachweisbar
ist. Wir haben deshalb gepriift wie sich die
B-Zelloberflaiche unter therapeutischer
Anwendung von RTX bei Patienten mit rheu-
matoider Arthritis verdndert. Wir konnten
feststellen, dass sich die Oberfliche der
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B-Zellen dieser Patienten ebenfalls verandert
und es wichtige B-Zell-Markerproteine wie
CD19 und der IgM-BCR herunterreguliert
werden. Es sind daher neue klinische Strate-
gien zur Bestimmung der residualen B-Zell-
population notig.

Wenn der Verlust von CD20 nach RTX-
Therapie mit einer verstarkten Plasmazell-
differenzierung bei Leukdamien einhergeht,
sollten wir auch plasmazellspezifische Gene
nach RTX-Therapie von B-Zell-Malignomen
in vivo identifizieren konnen. Zu diesem
Zweck haben wir das Transkriptom-Profil der
B-Zellen von Leukdmie-Patienten, die nach
einer kombinierten RTX-Behandlung einen
Riickfall erlitten haben, auf die Expression
plasmazellspezifischer Gene in einer Gen-
satzanreicherungsanalyse untersucht und
diesen Gensatz mit unseren Ramos-WT- und
CD20KO-Zelllinien verglichen (Abb. 3). Die
Proben von 11 der 13 CLL-Patienten zeigten
eine signifikant erhohte Expression plasma-
zellspezifischer Gene nach einer RTX-
Behandlung, was unsere Vermutung besta-
tigt, dass eine anti-CD20 Behandlung die
Differenzierung von B- zu Plasmazellen for-
dert.

Unsere neuen Erkenntnisse tiber die Funk-
tion des CD20 und den Nachweis der partiel-
len Aktivierung der Zellen, weisen auf einen
teilweise anderen Wirkungsmechanismus
der RTX-Behandlung hin, der auch von ande-
ren Forschergruppen beobachtet wurde.
Auch wurden weitere Oberflichenproteine
auf Abwehrzellen identifiziert, die maBgeb-
lich am Interaktom des CD20-Signalwegs
beteiligt sind [9]. Heute sind neue modifizier-
te, therapeutische anti-CD20-Antikorper der
2., 3. und 4. Generation entwickelt worden,
die langer auf der B-Zelloberflache persistie-
ren, den Verlust von CD20 verhindern und
schneller von korpereigenen Abwehrzellen
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erkannt werden sollen. Ebenfalls werden
vielversprechende kombinationstherapeuti-
sche Ansitze in den Kliniken angewendet,
die Aktivierung der B-Zellen verhindern sol-
len und Resistenzen vermeiden helfen. Uber
das bessere Verstandnis der CD20-Funktion
konnten diese therapeutischen Ansatze eine
wesentliche Weiterentwicklung erfahren.
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