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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

Kolorektale Karzinome sind maligne Tumoren des Darmepithels, die mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitét assoziiert sind (Truninger et al., 2000).

Mit einer jahrlichen Zahl neuer Erkrankungsfélle von 30 bis 40 pro 100000 Einwohner
gehoren sie in Deutschland zu den héaufigsten malignen Neoplasien (Bokemeyer et al.,
1997). In den Vereinigten Staaten stellten kolorektale Karzinome 1996 trotz sinkender In-
zidenzraten seit Mitte der achtziger Jahre (Troisi et al., 1999) mit einer Inzidenz von 42,7
und einer Mortalitdt von 16,8 pro 100000 Einwohner (Garfinkel et al., 1999) die
zweithdufigste Krebstodesursache dar (Markowitz et al., 1999).

Der Altersgipfel der Erkrankung liegt zwischen dem 6. und 7. Lebensjahrzehnt, so daR
Personen unter 40 Jahren oder Kinder nur sehr selten betroffen sind (Fante et al., 1997).
Inzidenz und Mortalitat zeigen keine wesentlichen geschlechtsspezifischen Unterschiede
(Parkin et al., 1999).

Obwonhl die Atiologie kolorektaler Karzinome noch weitgehend ungeklart ist, geht man
davon aus, dafl multiple Ursachen zur Karzinogenese beitragen. Auller einer genetischen
Préadisposition (familidre adenomattse Polypose, FAP; hereditéres nichtpolypdses kolo-
rektales Karzinom, HNPCC; s.u.) und der Assoziation mit kolorektalen Adenomen
(Emmrich et al., 1999) zahlen hohes Alter sowie eine an Fett und tierischen Produkten
reiche Ernéhrung zu den wichtigsten Risikofaktoren (Held-Warmkessel, 1998; Wilmink,
1997).

Die sog. Adenom-Karzinom-Sequenz gilt als die wahrscheinlichste Pathogenese kolorek-
taler Karzinome (Kronborg, 2000). Sie postuliert, dalR sich bdsartige Tumoren aus
Adenomen, primdr gutartigen epithelialen VVeranderungen entwickeln, die jedoch aufgrund
ihres malignen Entartungspotentials als prakanzerdse Lasionen eingestuft werden missen
(Cummings, 2000; Scheiden et al., 2000; Wehrmann et al., 2000).
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Fakten, welche die Hypothese der Adenom-Karzinom-Sequenz stutzen, sind unter ande-
rem das hdufig gemeinsame Auftreten von Adenomen und Karzinomen in gleichen
Darmabschnitten (Scheiden et al., 2000) sowie der Nachweis benigner Adenomreste in
invasiven Karzinomen (Bedenne et al., 1992).

Auch auf molekulargenetischer Ebene lait sich der Weg vom Adenom zum Karzinom
nachvollziehen. Es handelt sich um einen Vielstufenprozel3, der bei den hereditaren und
sporadischen Karzinomformen in &hnlicher Weise ablauft. Hierbei ist weniger die genaue
Reihenfolge der Verluste oder Mutationen von Genen, welche Zellteilung, Apoptose und
DNA-Reparatur kontrollieren (Rafter et al., 1998), entscheidend, vielmehr fuhren ku-
mulative Alterationen zur Entstehung eines malignen Tumors (Cho et al., 1992; Stern et
al., 1998; Vogelstein et al., 1988).

Etwa 7 % aller kolorektalen Karzinome sind auf hereditdre Syndrome zurlckzufihren
(Pistorius et al., 2000). Die autosomal-dominant vererbte familidre adenomattse Poly-
pose (FAP), der eine Mutation des APC (adenomatous polyposis coli) - Gens zugrunde
liegt (van der Luijt et al., 2000; Stern et al., 1998), gilt als obligate Prakanzerose. Bei
dieser seltenen Erkrankung entwickeln Anlagetrdger multiple kolorektale Adenome
(Bodmer et al., 1987), die, sofern nicht rechtzeitig eine prophylaktische Proktokolektomie
erfolgt (Pistorius et al., 2000), nach dem zwanzigsten Lebensjahr zu invasiv wachsenden
Karzinomen entarten (Stern et al., 1998). Personen mit aufféalliger Familienanamnese
sollten daher endoskopisch Uberwacht werden (Stern et al., 1998), damit bei der Diagnose
polypdser Verdnderungen der Darmschleimhaut frihestmdglich operativ interveniert
werden kann.

Den ebenfalls autosomal-dominant vererbten hereditaren nichtpolypésen kolorektalen
Karzinomen (HNPCC) liegt der Ausfall wichtiger DNA-mismatch-repair-Enzyme zu-
grunde (Stern et al., 1998). Da die HNPCC im Gegensatz zur FAP nicht durch eine
ausgepragte Kolonadenomatose gekennzeichnet ist, hat die Koloskopie nur eine ver-
gleichsweise geringe Bedeutung bei der Krebsvorsorge (Stern et al., 1998). Stattdessen
sind eine sorgféltige Familienanamnese und gegebenenfalls molekulargenetische Analy-

sen geeignet, um Anlagetrager zu identifizieren (Pistorius et al., 2000; Stern et al., 1998).
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Auch Patienten, die unter einer idiopathischen chronisch-entziindlichen Darmerkrankung
wie Morbus Crohn oder Colitis ulcerosa leiden, entwickeln haufiger als die Normalbevol-
kerung kolorektale Karzinome (Gillen et al., 1994; Mellemkjaer et al., 1995). Hierbei
bestimmen neben dem Manifestationsalter sowohl die Dauer als auch die flachenmaRige
Ausdehnung der Erkrankung das Risiko (von Herbay et al., 1999; Herfarth et al., 1998).
Durch regelméBige Koloskopien mit Biopsieentnahmen kdnnen dysplastische

Epithelverdnderungen rechtzeitig erkannt werden (von Herbay et al., 1999).

Etwa 60 % aller kolorektalen Karzinome befinden sich im Rektum, 20 % im Colon
sigmoideum, 10 % im Caecum und Colon ascendens und 10 % im ubrigen Kolon. Insge-
samt wird seit einigen Jahren jedoch eine zunehmende Rechtsverschiebung der Tumorlo-
kalisation beobachtet, d.h. Karzinome des rechten Kolons treten haufiger, die des linken
seltener auf (Obrand et al., 1998).

Makroskopisch lassen sich plaqueartige, polypdse (Levine et al., 2000), schisselférmig
ulzerierende und diffus infiltrierende Lasionen unterscheiden.

Die WHO-KIlassifikation unterscheidet histologisch acht verschiedene Typen kolorektaler
Karzinome: vom Adenokarzinom, dem die Mehrzahl der Tumoren zuzuordnen sind
(Held-Warmkessel, 1998), werden muzintse Adenokarzinome, Siegelringzellkarzinome,
kleinzellige, squamdse, adenosquamdse, medulldre sowie undifferenzierte Karzinome
abgegrenzt.

Das Staging der Tumoren erfolgt meist mit Hilfe der TNM-Klassifikation oder der modi-
fizierten Klassifikation nach Dukes von 1932. Beide Einteilungen beschreiben die Aus-
dehnung des Primdrtumors auf die Darmwand sowie den Lymphknotenstatus und das
Ausmal} der Fernmetastasierung.

Von besonderer prognostischer Bedeutung sind neben der TNM-Einstufung (Borner et
al., 1998) zuséatzlich der Differenzierungsgrad (Grading) der Neoplasie (Hermanek,
1998) und der Nachweis mikro- oder makroskopisch residuellen Tumorgewebes nach Re-
sektion (R-Klassifikation) (Meyer, 1997).

Das Ausmald der Metastasierung kolorektaler Karzinome steigt mit dem T- und N-Stadium
des Tumors sowie dem Grad der Entdifferenzierung im histologischen Praparat (Okabe
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et al.,, 1998). Ab dem Durchbruch der Lamina muscularis mucosae und Infiltration der
Submukosa ist mit ersten Lymphknotenmetastasen zu rechnen (Mitooka, 2000).

Die hdmatogene Streuung erfolgt aufgrund des sog. first-pass-Effekts bevorzugt tber die
Pfortader in die Leber (Mizuno et al., 1998). Danach werden Lunge, Skelett, Gehirn und
weitere Organe des groRen Kreislaufs befallen (Horton et al., 2000; Mezger et al., 1997).

Kolorektale Karzinome kénnen lange Zeit klinisch stumm bleiben oder uncharakteristi-
sche Symptome verursachen. Die Befunde reichen von einer Verschlechterung des Allge-
meinzustandes Uber Veranderungen der Stuhlgewohnheiten bis hin zu Bauchschmerzen,
Erbrechen und rektalen Blutabgangen (Colecchia et al., 1999; Mezger et al., 1997,
Sanner et al., 1997). Einige Tumoren fallen erst durch eine Eisenmangelandmie aufgrund
okkulter Blutverluste auf (Colecchia et al., 1999; Ho et al., 1998). Als schwere
Tumorkomplikationen treten chronische Blutungen (Ho et al., 1998), lleus (Maurer et al.,
1998) oder Perforationen mit nachfolgender Peritonitis auf (Chen et al., 2000; larumov et
al., 1999).

Da sich kolorektale Karzinome in der Mehrzahl der Falle aus pramalignen adenomatdsen
Vorlauferlasionen entwickeln, kann die friihe Diagnose und systematische Entfernung die-
ser Polypen entscheidend zur Verringerung von Inzidenz und Mortalitat sowie zur Verbes-
serung der Prognose der Tumorerkrankung beitragen (Declan Fleming, 1998; Held-
Warmkessel, 1998; Mueller et al., 1999; Truninger et al., 2000). Als Screeningoptionen
stehen die digital-rektale Untersuchung, der Test auf okkultes Blut im Stuhl (Held-
Warmkessel, 1998) sowie endoskopische (Declan Fleming, 1998; Truninger et al.,
2000) und rontgenologische Verfahren (Levine et al., 2000) zur Auswahl.

Die endoskopische Polypektomie ist die Methode der Wahl zur Entfernung adenomatdser
Lasionen der Darmmukosa und damit ein effektives Mittel zur Pravention kolorektaler
Karzinome (Markowitz et al., 1999; Porschen et al., 1998; Wehrmann et al., 2000).

Die chirurgische Standardtherapie manifester Karzinome umfalit die radikale Resektion
des Primértumors und des entsprechenden Lymphabflul3gebietes verbunden mit der radi-
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kuldren Ligatur der Gefdlle (Meyer, 1997). Ein Grofteil der Patienten kann in kurativer
Absicht (RO-Resektion) behandelt werden (Weitz et al., 1998).

Palliative Vorgehensweisen, die zum Einsatz kommen, wenn eine kurative Resektion
nicht mehr mdglich ist (bei ausgedehnter Fernmetastasierung, schlechtem Allgemeinzu-
stand oder lokaler Inoperabilitat), dienen der Beseitigung von Symptomen und der Ver-
hinderung von Komplikationen. Durch Laserevaporisation (De Palma et al., 1996),
Kryochirurgie (Meijer et al., 1999) oder endoskopische Stentimplantation (Desroches et
al.,, 1999; Law et al., 2000) kann die Tumormasse reduziert bzw. eine behinderte
Darmpassage wiederhergestellt werden.

Wahrend beim Kolonkarzinom die Strahlentherapie abgesehen von der palliativen Be-
handlung metastasierter Tumoren praktisch keine Bedeutung hat (Macdonald, 1999),
kann zusétzlich zur Resektion der mit einem relativ hohen Rezidivrisiko behafteten rekta-
len Karzinome pré- oder postoperativ eine Radio- bzw. Radiochemotherapie durchgefiihrt
werden, wodurch die rezidivfreie Zeitspanne verlangert wird (Borner et al., 1998).

Unter den adjuvanten Therapieansatzen, die das Ziel haben, postoperativ das Auftreten
von Metastasen zu verhindern, spielt insbesondere die Chemotherapie mit 5-Fluorouracil
(5-FU) in Kombination mit Leucovorin® (Folinsaure), Levamisol oder Methotrexat
(Bokemeyer et al., 1997; Macdonald, 1999) eine wichtige Rolle in der Behandlung lokal
fortgeschrittener Tumoren.

Daneben riicken auch immer mehr immuntherapeutische Strategien in den Mittelpunkt des
Interesses. So konnten Riethmuiller et al. 1998 nachweisen, dal3 nach der Behandlung mit
dem murinen monoklonalen Antikérper 17-1A (Edrecolomab, Panorex®), der gegen das
sowohl auf normalen als auch auf entarteten Zellen exprimierte epitheliale Glykoprotein
40 (Ep-CAM) gerichtet ist (Litvinov et al., 1994), bei Patienten mit reseziertem
kolorektalem Karzinom (Dukes C) eine Abnahme der Mortalitdit um 32 % und der
Rezidivrate um 23 % zu verzeichnen war. Der Vertrieb dieses seit 1994 in Deutschland
zur postoperativen adjuvanten Therapie des kolorektalen Karzinoms im Stadium Dukes C
zugelassenen Antikorpers mufite jedoch im August 2000 eingestellt werden, da sich die
Monotherapie mit Panorex® in einer internationalen Phase-111-Studie an mehreren tausend
Patienten der Standardchemotherapie mit 5-FU/Folinséure klinisch unterlegen gezeigt

hatte (Pressemitteilung Glaxo Wellcome/Centocor, 2000).



Einleitung 6

1.2 Monoklonale Antikorper

Da der Kampf gegen bdsartige Tumoren mit chemo- oder radiotherapeutischen Ansétzen
nur um den Preis toxischer Schadigungen des Patienten erkauft werden kann (Maloney et
al., 1997), werden heute grof’e Hoffnungen in die nebenwirkungsérmeren immunthera-
peutischen Strategien gesetzt. Neben der aktiven Immuntherapie, deren Ziel es ist, die
Immunantwort des Patienten spezifisch mit Vakzinen (Velders et al., 1998) oder un-
spezifisch - z.B. mit Zytokinen (Lode et al., 2000) - zu stimulieren, konnten passive im-
muntherapeutische Verfahren, insbesondere der Einsatz monoklonaler Antikorper, wich-
tige Erfolge in der Krebstherapie erzielen.

Bereits 1900 formulierte Paul Ehrlich die Idee, das Immunsystem des Menschen zur spezi-
fischen antineoplastischen Therapie einzusetzen, jedoch erst die Entwicklung der Hybri-
domatechnologie durch Kohler und Milstein 1975, die ein Verfahren beschreibt, wie
durch Fusion von B-Zellen mit Myelomzellinien immortalisierte, Antikdrper produzie-
rende Zellklone geschaffen werden kénnen, ermdglichte die relativ einfache Herstellung
monoklonaler Antikdrper und legte damit den Grundstein fur die weitere Forschung.

Die ersten in der Therapie solider und nicht solider Tumoren erfolgreich eingesetzten
monoklonalen Antikérper (Cheung et al., 1987; Frodin et al., 1986; Press et al., 1987)
wurden durch Immunisierung von Mausen mit humanen Antigenen gewonnen. Diese
murinen Antikorper (z.B. Edrecolomab, Panorex®) sind jedoch nur begrenzt therapeutisch
einsetzbar, da der immunkompetente Organismus Antikdrper gegen diese Fremdproteine
generiert, was bei wiederholter Applikation zur Neutralisation und Elimination der
Antikorper fuhrt und gravierende anaphylaktische Reaktionen zur Folge haben kann
(Borchmann et al., 2001).

Daher war das néachste Ziel die Entwicklung von Strategien zur Chimarisierung bzw. Hu-
manisierung muriner Antikdrper. Mit Hilfe gentechnischer Methoden kénnen grol3e Teile
des Antikorpermolekiils gegen humane Aminoséuresequenzen ausgetauscht werden, so
daB lediglich die Antigenbindungsstellen (CDR; complementarity-determining regions)
murinen Ursprungs bleiben (Dickman, 1998; Glennie et. al.,, 2000). Der Klinisch-
therapeutische  Vorteil dieser Mensch-Maus-Hybrid-Molekile (z.B. Rituximab,

Mabthera®; Trastuzumab, Herceptin®) besteht in ihrer im Vergleich zu den reinen
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Mausantikorpern geringeren Immunogenitat (von Mehren et al., 1996; Winter et al.,
1993) und langeren Halbwertszeit (Lo Buglio et al., 1989).

Das Ideal der beschriebenen Entwicklung stellt die Verwendung vollstandig humaner An-
tikdrper dar, welche heute mit Hilfe verschiedener experimenteller Verfahren generiert
werden konnen. So besteht z.B. die Mdglichkeit, humane monoklonale Antikdrper durch
Immunisierung transgener bzw. trans-chromosomaler Mause (sog. ,,humAb-mouse*) zu
produzieren, deren Immunglobulin kodierende DNA-Abschnitte inaktiviert und durch ent-
sprechende humane Sequenzen ersetzt wurden (Tomizuka et al., 2000; Vaughan et al.,
1998).

Weiterhin konnen Antikdérperfragmente unter Umgehung der Hybridoma- und Immunisie-
rungstechnologien in Bakterien exprimiert werden (sog. ,,phage display”) (Marks et al.,
1991; McCafferty et al., 1990). GrolRe Phagenbanken ermdglichen hierbei die Selektion
von humanen Antikdrpern gegen eine Vielzahl verschiedener Zielantigene (Griffiths et al.,
1998).

Schliel3lich ist es moglich, durch somatische Hybridisierung von B-Lymphozyten eines
Krebspatienten mit einer immortalisierten Heteromyelomzelle Zellklone zu schaffen, wel-
che tumorspezifische monoklonale Antikorper produzieren. 1989 gelang es Vollmers et
al., mit Hilfe dieser Methode einen apoptoseinduzierenden humanen monoklonalen An-
tikdrper (SC-1) aus einem Magenkarzinompatienten zu isolieren, dessen Eignung als ad-
juvantes Immuntherapeutikum bei dieser Krebsart in klinischen Studien belegt werden
konnte (Vollmers et al., 2000).

Damit monoklonale Antikdrper erfolgreich therapeutisch eingesetzt werden kénnen, mis-
sen ihre Zielantigene bestimmte Kriterien erfullen. Sie sollten spezifisch fur die Zielzelle
sein, in ausreichender Zahl exprimiert werden und nicht von ihrer Oberflache abgegeben
werden konnen (sog. Antigen-Shedding) (Borchmann et al., 2001).

Ein Verfahren zur serologischen Identifizierung tumorspezifischer Antigene stellt die
1995 von Sahin et al. beschriebene SEREX-Methode (serological identification of
antigens by recombinant expression cloning) dar. Sie beruht auf der Analyse von in E.coli
exprimierten Tumor-cDNA-Banken mit Hilfe von Serumantikérpern und hat zur
Entdeckung einer Vielzahl neuer Tumorantigene (z.B. sog. cancer/testis antigens) gefiihrt
(Chen et. al., 1997).
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Gegenwartig befinden sich mehr als 70 monoklonale Antikorper in der klinischen Test-
phase (Glennie et al., 2000), und neun Antikorper wurden bereits von der FDA (US Food
and Drug Administration) als Therapeutikum zugelassen (Borchmann et al., 2001). Es
handelt sich hierbei um Praparate gegen die TransplantatabstoBung (z.B. Basiliximab,
Simulect®), gegen die rheumatoide Arthritis und Morbus Crohn (Infliximab, Remicade®),
zur koronaren Revaskularisation (Abciximab, ReoPro®) und zur antiviralen Prophylaxe
(Pavilizumab, Synagis®). Weitere drei Antikorper wurden fiir die Krebstherapie
zugelassen. Neben dem bei der rezidivierten akuten myeloischen Leuk&mie indizierten
Anti-CD33-Antikdrper Gemtuzumab-Zogamicin (Mylotarg®) (Bernstein, 2000) handelt
es sich einerseits um den in der Therapie des Non-Hodgkin-Lymphoms eigesetzten
Antikérper Rituximab (Mabthera®) gegen das B-Zell-spezifische Antigen CD20
(Maloney et al., 1997; Schnell et al., 2001), sowie andererseits um den Antikorper
Trastuzumab (Herceptin®) gegen das Onkogenprodukt HER2/neu, der bei der Behandlung
von Mammakarzinomen eine Rolle spielt (Beuzeboc et al., 1999; Dillman, 1999). Der
Antikérper 17-1A (Edrecolomab, Panorex®) gegen kolorektale Karzinome (Riethmiiller

et al., 1998) wurde hingegen wie bereits beschrieben wieder vom Markt genommen.

Monoklonale Antikdrper wirken tber verschiedene Mechanismen auf ihre Zielzellen ein.
So unterbricht beispielsweise der chimare Antikérper Infliximab (Remicade®) den ent-
zundlichen Prozel3 bei der rheumatoiden Arthritis, indem er sein Zielantigen (humanes
TNF-a) blockiert (Markham et al., 2000).

Daneben kénnen monoklonale Antikdrper sowohl Uber die Fc-Teil-vermittelte Aktivie-
rung des Komplementsystems als auch durch die Auslésung einer sekundaren zellularen
Immunreaktion (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; ADCC) indirekt zytoto-
xisch auf die antigentragende Zelle einwirken (Goodman, 1990; Valerius et al., 1997).
Weiterhin ist ein Mechanismus beschrieben worden, bei dem Antikdrper durch direkte
Bindung an membranstdndige Rezeptoren wie z.B. APO-1/Fas (Trauth et al., 1989;
Yonehara et al., 1989) eine intrazelluldre Signalkaskade induzieren, die schlieRlich zum

apoptotischen Zelltod fiihrt (Hensel et al., 1999). Die Antikdrper Rituximab
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(Mabthera®) und Trastuzumab (Herceptin®) scheinen iiber einen &hnlichen Mechanismus
in die Regulation des Zellzyklus einzugreifen (Borchmann et al., 2001).

Eine andere Strategie der Antikdrpertherapie besteht in der Konjugation monoklonaler
Antikorper mit Radioisotopen (Griesinger et al., 2001), Immunotoxinen (Hertler et al.,
1989) oder Zytostatika, wodurch ein zielgenauer Angriff des Tumorgewebes bei
gleichzeitig geringer systemischer Toxizitat moglich wird (Trail et al., 1999). So wurden
beispielsweise erste vielversprechende Ergebnisse in der radioimmuntherapeutischen Be-
handlung von Non-Hodgkin-Lymphomen (Kaminski et al., 2000), Nierenzell- (Steffens
et al., 1997) und Kolonkarzinomen (Welt et al., 1996) beschrieben, und mit dem
Antikérper Gemtuzumab-Zogamicin  (Mylotarg®) steht bereits ein  Zytostati-
kaimmunkonjugat fir die Therapie der akuten myeloischen Leukamie zur Verfligung
(Bernstein, 2000).

Ein weiteres Therapieprinzip stellen sog. bispezifische Antikorper dar. Es handelt sich
hierbei um Konstrukte, die zwei unterschiedliche Antigenbindungsstellen besitzen, von
denen eine gegen ein tumorassoziiertes Antigen gerichtet ist, wahrend die andere ein
Triggermolekil einer zytotoxischen Immuneffektorzelle (z.B. T-Zellen, NK-Zellen)
bindet, wodurch ein zur Tumorzellyse fiihrender Mechanismus ausgeldst wird (Repp et
al., 2001). Dieser therapeutische Ansatz wird in klinischen Studien unter anderem beim

Hodgkin-Lymphom untersucht (Hartmann et al., 1997).

Ein Problem bei der Therapie solider Tumoren mit monoklonalen Antikérpern ist die er-
schwerte Zuganglichkeit intratumoral gelegener Zellen. Dies beruht darauf, dal vollstan-
dige Antikorper aufgrund ihrer GroRe (150 kD) die Blutbahn nur sehr langsam verlassen
konnen (Borchmann et al., 2001), und daruber hinaus behindert der hohe intratumorale
hydrostatische Druck eine Diffusion des Antikdrpers in das Zentrum des Tumors (Jain et
al., 1988). Zudem sind solide Tumorherde zumeist sehr schlecht vaskularisiert, so dal die
Antikorper haufig nur die Randbereiche oder die gefdnahen Tumorbezirke erreichen
(Muller et al., 2001). Einzelne Tumorzellen sind hingegen fiir die Antikorper relativ gut
zuganglich, so daR es sich anbietet, die antikorperbasierte Krebstherapie auf ein Stadium

zu beschrénken, in dem die Haupttumormasse eliminiert ist und nur wenige
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disseminierte neoplastische Zellen vorhanden sind (minimal residual disease)
(Riethmdaller et al., 1993).

SchlieBlich kann das Problem auch durch die Generierung kleinerer antigenbindender
Molekiile - sog. single-chain Antikdrperfragmente - geldst werden, die aufgrund ihrer ge-
ringen Grolke (27 kD) schneller und tiefer in das Tumorgewebe penetrieren kdnnen
(Thirion et al., 1996).

Nicht nur im therapeutischen, sondern auch im diagnostischen Bereich kommen Antikor-
per zum Einsatz. Beispielsweise ermdglichen immunhistochemische Methoden den
Nachweis gewebsspezifischer Antigene auf Gewebeschnitten und damit die exakte Klassi-
fikation von Tumoren.

Ferner kann mit Hilfe radioaktiv markierter monoklonaler Antikérper gegen tumorassozi-
ierte Antigene und szintigraphischer Verfahren ein Tumor erkannt und seine Ausdehnung
sowie das Metastasierungsausmal’ bestimmt werden (Mangili et al., 1996).

Ein weiterer Bereich des Einsatzes monoklonaler Antikérper umfa3t das sog. Purging
(Buske et al., 1998), d.h. das Auffinden und Eliminieren von Tumorzellen in Blut- und

Knochenmarkstammzellpréparaten.

Aufgrund ihrer Spezifitat und multiplen Effektorfunktionen stellen monoklonale Antikor-
per potentielle Krebstherapeutika dar (Motmans et al., 1996). Die Hybridomatechnologie,
der gentechnologische Fortschritt (Motmans et al., 1996) sowie die immer bessere
Definition einer wachsenden Anzahl tumorassoziierter Antigene (llliger, 1997; Stockert
et al., 1998) ermdglichen es heute, monoklonale Antikorper zu produzieren, die spezifisch,
zellphasenunabhédngig, nebenwirkungsarmer und deshalb effektiver ihre Anti-Tumor-
Aktivitét entfalten (llliger, 1997).

Die bisherigen Erfolge in der Behandlung neoplastischer Erkrankungen lassen erwarten,
daB insbesondere humane monoklonale Antikdrper aufgrund ihrer hohen Antigenspezifi-
tat, ihrer geringen Immunogenitat und guten Vertraglichkeit ein potentes adjuvantes Tu-

mortherapeutikum darstellen.



Einleitung 11

1.3 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit werden drei humane monoklonale Antikorper, die in der Ar-
beitsgruppe um Prof. Dr. H.P. VVollmers am Pathologischen Institut der Universitat Wirz-
burg mit Hilfe der Hybridomatechnologie (beschrieben in: Vollmers et al., 1989) aus
einem Rektumkarzinompatienten isoliert wurden, hinsichtlich der Kreuzreaktivitat mit ge-
sundem und maligne entartetem Gewebe untersucht. Dazu wurden Immunperoxidasefar-
bungen auf Gefrierschnitten verschiedener normaler und fetaler Gewebe sowie auf zahl-
reichen Tumorarten durchgefihrt.

Weiterhin wird mit Hilfe zweier funktioneller zellbiologischer Tests (MTT-Assay, Cell
Death ELISAP-Y®) der EinfluR der Antikorper auf das Wachstumsverhalten verschiedener
Kolonkarzinomzellinien in vitro charakterisiert.

Die durch die vorliegende Arbeit erhaltenen Daten sollen erste Aufschliisse tber die Eig-
nung der Antikorper als Therapeutikum maligner Dickdarmtumoren geben und damit evtl.

die Grundlage fur weitergehende Forschungsansétze bilden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffer, Losungen und Medien

PBS:

Tris/NaCl:

BSA/PBS:

DAB-Reagenz:

MTT-Reagenz:

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,15 g Na;HPO4 x 2 H,0
0,2 g KH,PO,

11 A. bidest.

Losung 1: 4,5 | A. bidest.
40,5 g NaCl

Losung 2: 1 1 A. bidest.
6 g Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
auf pH 7,6 mit rauchender HCI einstellen

Losung 1 und 500 ml von Ldsung 2 auf pH 7,4 einstellen

5 mg BSA (Albumin bovine, fraction V; Roth, Karlsruhe) / ml PBS
5 ml Leitungswasser

1 DAB-Tablette, 1 Wasserstoffperoxid-Tablette (5 ml Sigma Fast

3,3'-Diaminobenzidine Tablet; Sigma, Steinheim)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (Sigma,
Steinheim) 5 mg/ ml PBS

Magermilchpulver: aus dem Reformhaus, 3 bzw. 5 % in PBS
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Trypanblau: 0,5 % Trypanblau (Sigma, Steinheim)
0,9 % NaCl

Kaninchenserum: Linaris, Wertheim-Bettingen
Humanserum: aus der Abteilung fur Transfusionsmedizin der Universitat Wirzburg
RPMI 1640 : Basismedium (500 ml) (PAA Laboratories, Linz / Osterreich)

1 % Glutamin (5 ml)

1 % Penicillin / Streptomycin (5 ml)

10 % FCS (Fetal Calf Serum) (50 ml)

vor Gebrauch auf 37°C vorwarmen

Trypsin/EDTA:  PAA Laboratories, Linz / Osterreich

2.1.2 Chemikalien und Antikorper

Die Chemikalien und Antikérper wurden von folgenden Firmen bezogen:

Aceton Mallinckrodt Baker, Deventer / Nieder-
lande

Cell Death Detection ELISA™S Roche, Mannheim

DMSO (Dimethylsulfoxid) Merck, Darmstadt

Fico Lite H Trennmedium Linaris, Wertheim-Bettingen

Glyceringelatine Merck, Darmstadt

Hé&malaun Merck, Minchen

Tissue-Tek Sakura Finetek, Zoeterwoude / Nieder-
lande

Anti-Cytokeratin (CAM 5.2) Reagent Becton Dickinson, Belgien
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Anti-Cytokeratin No. 7 Boehringer, Mannheim
Anti-Cytokeratin No. 8 Boehringer, Mannheim

Chrom Pure Human IgM Dianova, Hamburg

Monoclonal Antibody CD95 Fas Immunotech, Marseille / Frankreich
Rabbit Anti-Human IgM Dako, Dénemark

Rabbit Anti-Human IgM F (ab’), Dako, Danemark

Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins Dako, Danemark

Alle weiteren Chemikalien wurden von den Firmen Noras (Wurzburg), Merck (Darm-
stadt), Ferak (Berlin) oder Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.3 Humane monoklonale Antikérper

In den nachfolgend beschriebenen Férbungen und in vitro Experimenten wurden Zellkul-
turiiberstande der humanen monoklonalen Antikérper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-
149 und HH 101/99-14 eingesetzt, welche alle der Immunglobulinklasse M angehdren. Sie
werden von Zellklonen produziert, die durch somatische Hybridisierung von B-Zellen aus
der Milz eines Rektumkarzinompatienten mit dem Heteromyelom HAB-1 entstanden sind.
Bei dem Tumor handelte es sich um ein méafRig differenziertes Adenokarzinom des
Stadiums pT2 pNO pMx.

Zu Beginn der Arbeit war lediglich bekannt, da sowohl HH 98/81-33-154 als auch HH
101/99-14 auf Zytospins der Kolonkarzinom-Zellinien HT-29, CACO-2, COLO 206F und
COLO 320 eine positive Farbung zeigen, wohingegen mit HH 99/71-81-149 auf keiner
der Zellinien eine Reaktion feststellbar ist.

Sowohl bei den Féarbungen als auch bei einigen Assays wurde zum Aufdecken unspezi-
fisch positiver Reaktionen durch humane IgM-Molekiile Hybridomiberstand des mono-
klonalen Antikorpers L11/64-28 (IgM) mitgefiihrt, der aus einem Patienten mit einem

Adenokarzinom der Lunge isoliert worden war.
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2.1.4 Zellinien
Die Experimente wurden an den etablierten Linien HT-29, CACO-2, COLO 206F und
COLO 320 durchgefihrt. AuRer COLO 320 zeigen alle ein adhdrentes Wachstum in der

Kulturflasche. Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640-Medium / 1 % Glutamin / 1 % Pe-
nicillin / Streptomycin / 10 % FCS bei 37°C und 7 % CO..

2.1.5 Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

Die Verbrauchsmaterialien lieferten folgende Firmen:

Combitips-Pipetten Eppendorf, Hamburg

Deckglaser Interessengemeinschaft der Laborfach-
héndler

Neubauer-Z&hlkammer Hartenstein, Wirzburg

Objekttrager Menzel; Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen; Hartenstein,
Wirzburg

ReaktionsgefalRe und Plastikbehalter Greiner, Frickenhausen; Hartenstein,
Wirzburg

S-Monovetten und Kantlen Sarstedt, Numbrecht

Zellkulturplatten und -flaschen Greiner, Frickenhausen

Zytofilterkarten Hartenstein, Wirzburg

Die fur die Arbeit verwendeten Gerate stammen von folgenden Firmen:

Agquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF Millipore, Molsheim
Brutschranke Heraeus, Hanau
ELISA-Reader Bio-Rad, Miinchen
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Gefriertruhe (-70° C)

Kryostat 2800 Frigocut N
Kihl- und Gefrierschrank
Magnetrihrer IKAMAG RTC
Mikroskop DMLB
Phasenkontrastmikroskop DMIL
ph-Meter pH 525

Pipetten

Pipettierhelfer accu-jet
Sterilbank Lamin Air
Vortex-Genie

Waage

Wasserbad Minitherm 2
Zentrifuge Minifuge T
Zytospinzentrifuge Cytospin 2

2.1.6 Soft- und Hardware

Heraeus, Hanau

Reichert-Jung, Nussloch

Quelle, Firth

Janke & Kunkel, Staufen

Leica, Wetzlar

Leica, Wetzlar

WTW, Weilheim i. OB

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim / Main

Heraeus, Hanau

Bender & Hobein, Zirich / Schweiz
Sartorius, Gottingen
Dinkelberg-Labortechnik, Neu-Ulm
Heraeus, Hanau

Shandon, GroRbritannien

Fur die graphische Darstellung von Ergebnissen wurden die Programme EXCEL und

POWERPOINT (Microsoft, USA) verwendet.

Die fotografischen Aufnahmen der Gewebeschnitte wurden mit Hilfe der Digitalkamera
Nikon Coolpix 990 (Nikon, Japan) und des Mikroskops DMLB (Leica, Wetzlar) in 100-,
200- und 400facher VergroRerung angefertigt, und der Ausdruck auf Fotopapier (Hewlett

Packard, USA) erfolgte durch einen Farbdrucker derselben Marke.
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2.2 Methoden der Immunhistochemie

2.2.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Nach der Entnahme wurde das Gewebe portioniert, mit Tissue-Tek-Gel eingedeckt, in
flissigem Stickstoff fiir 15 min schockgefrostet und bei -70°C gelagert. Mit dem Kryostat
wurden bei -20° bis -23°C 4 um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Die Objekttrager wur-
den nach Moglichkeit Gber Nacht, mindestens aber fur 2 Stunden an der Luft getrocknet,
bevor sie weiterverarbeitet oder bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt wurden.

2.2.2 Ficoll-Gradient und Praparation von Zytospins

Blut- und Knochenmarklymphozyten wurden in Form von Zytospins gefarbt. Nach der
Entnahme wurde das mit gerinnungshemmenden Substanzen versetzte Patientenmaterial
zweimal mit je 20 ml RPMI 1640-Medium ohne Zusatze gewaschen (Zentrifugieren flr 5
min bei 1500 rpm), das Zellpellet in 20 ml Medium aufgenommen und langsam auf 20 ml
Trennmedium Fico Lite H in einem 50 ml Roéhrchen aufgetropft. Nach 20 min Zentrifu-
gieren bei 1500 rpm ohne Bremse konnten dann die entsprechend dem Dichtegradienten
(Ficoll-Gradient) aufgetrennten Zellarten in Form verschieden breiter Banden im Trenn-
medium differenziert werden. Die Lymphozyten wurden abgenommen, erneut zweimal
mit je 20 ml Medium gewaschen und das Pellet je nach GréRe in 2 bis 10 ml Medium ge-
IOst.

Zur Herstellung der Zytospins wurden Objekttrager und Zytofilterkarten in das Zentrifu-
gengehénge der Zytospinzentrifuge eingespannt und zwischen 80 und 150 ul der Zellsus-
pension 2 min bei 500 rpm aufzentrifugiert. Unter dem Mikroskop wurde die Zelldichte
uberprift. Die fertigen Zytospins wurden wiederum Gber Nacht bei Raumtemperatur ge-

trocknet und dann weiterverarbeitet oder bei -20°C tiefgefroren.
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2.2.3 Immunperoxidasefarbung von Kryoschnitten und Zytospins

Immunperoxidasefarbungen ermdéglichen die farbliche Kennzeichnung zelluldrer Struktu-
ren, deren antigene Epitope spezifisch von Primérantikorpern erkannt werden. Mit Hilfe
Peroxidase konjugierter Sekundarantikorper, die gegen den Fc-Teil von Immunglobulinen
gerichtet sind, stellen sich nach enzymatischer Substratumsetzung die von den Primé&ranti-
korpern gebundenen Gewebeareale braun dar.

Die immunhistochemische Féarbung der Gefrierschnitte und Zytospinpraparate erfolgte
nach demselben Farbeprotokoll:

Nachdem die berlhrtrockenen Objekttrager 10 min in Aceton fixiert und anschlieBend 30
min an der Luft getrocknet worden waren, folgte dreimaliges Waschen mit Tris/NaCl (pH
7,4). Nach 5minutiger Inkubation in diesem Puffer wurden die Schnitte mit 100 ul einer
dreiprozentigen Milchpulverlésung (in PBS) zur Abséattigung unspezifischer Proteinbin-
dungen fir 30 min in der Feuchtkammer inkubiert. Vor jedem der nun folgenden Inkuba-

tionsschritte wiederholte sich der Waschvorgang mit Tris/NaCl.

Zuerst wurden 100 pl des Primérantikorpers aufpipettiert. Hierfur wurden die gekauften
Antikorperstammlosungen fiir die Positivkontrollen - Anti-Cytokeratin Nr. 7, 8 sowie
CAM 5.2 - im Verhdltnis 1:50, 1:50 bzw. 1:10 mit BSA/PBS-L6sung (5 mg/ ml BSA in
PBS; ebenfalls zur Absattigung unspezifischer Proteinbindungen) angesetzt. Die Antikor-
per zur Kontrolle unspezifischer Bindungen humaner IgM (Chrom Pure, L11/64-28) sowie
die Hybridomuberstande der Antikérper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149 und HH
101/99-14 wurden mit BSA/PBS so verdunnt, daB sie in einer Konzentration von 10 ug/
ml vorlagen. Als Negativkontrolle wurde ein Schnitt mit 100 ul RPMI 1640 mitgefthrt.

Die Antikorperkonzentrationen der flr die einzelnen Farbungen verwendeten Batches ge-

hen aus Tab. 1 hervor.
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Tab. 1: Ubersicht tiber die fir die Farbung der einzelnen Gewebearten verwendeten

Batches. Bis auf Chrom Pure (Dianova, Hamburg) handelt es sich um Hybridomuber-

stande, deren Konzentration nephelometrisch bestimmt worden war.

Gewebeart Konz. Konz. Konz. HH Konz. HH Konz. HH
Chrom Pure |L11/64-28 98/81-33-154 |99/71-81-149 |101/99-14
kolorektale 4,6 mg/ ml 23,0 g/ ml 59,0 ug/ ml 21,4 ug/ ml 55,1; 43,9;
Karzinome 70,3 ug/ ml 79,7 ug/ ml
Normalgewebe _ 70,3 ug/ ml 59,0 ug/ ml 21,4 pg/ ml 79,7 png/ mi
44,8 ng/ ml
fetales Gewebe _ 70,3 pg/ ml 44,8 ng/ mi 21,4 pg/ ml 79,7 ng/ ml
Tumoren _ 70,3 pg/ ml 44,8 pg/ mi 21,4 pg/ ml 79,7 pug/ mi

Nach 30 min Inkubation wurden 100 ul der gegen humane bzw. murine Antikorper ge-
richteten Peroxidase konjugierten Sekundérantikérper (Rabbit Anti-Human, Rabbit Anti-
Mouse) aufgebracht. Hierfur waren die Antikorperstammldsungen zuvor im Verhaltnis
1:50 mit 70 % PBS und 30 % Kaninchen- bzw. Humanserum angesetzt worden.

Nach weiteren 30 min wurden die Schnitte fur 10 min in PBS-Puffer gestellt, woraufhin
sie 10 min lang unter Lichtabschlu® mit 100 ul der chromogenen Substratldsung DAB (1
Tablette 3,3' Diaminobenzidintetrahydrochloridséure, 1 Tablette H,O, in 5 ml Leitungs-
wasser) inkubiert wurden. Nach Spulen mit A. bidest. und Gegenfarbung mit Hamalaun (5
min) wurden die Proben 15 min lang flieBend gewéssert (kaltes Leitungswasser) und

schlieRlich zur Konservierung mit auf 60°C erwarmter Glyceringelatine eingedeckt.

Um besonders starke Hintergrundfarbungen aufgrund unspezifischer Bindungen humaner
IgM zu dampfen, wurden Abséttigungen einiger Gewebe durchgefuhrt. Hierbei wurden
die Schnitte nach der ersten Waschprozedur eine Stunde lang mit 100 ul Rabbit Anti-Hu-
man IgM F(ab"),-Fragmenten (1:5 in BSA/PBS) inkubiert. Nach erneutem dreimaligem
Waschen mit Tris/NaCl wurden dann 100 ul einer finfprozentigen Milchpulverlésung fir

30 min aufgebracht. Alle weiteren Schritte entsprachen dem zuvor beschriebenen Ablauf.
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2.3 Methoden der Zellbiologie

2.3.1 Zellkultur

Die Kultivierung der verwendeten Kolonkarzinomzellinien HT-29, CACO-2, COLO 206F
und COLO 320 erfolgte in RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS, 1 % Glutamin sowie den
Antibiotika Penicillin und Streptomycin (1 %). Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen
bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 7 % im Brutschrank herangezogen.

Adhérente Zellen (HT-29, CACO-2 und COLO 206F) wurden bei 70-80 % konfluentem
Wachstum mit ca. 5 ml einer Trypsin/EDTA-L6sung von der Unterlage abgeldst (37° C, 5
min), mit frischem Medium versetzt und bei 1500 rpm abzentrifugiert. Die groBtenteils in
Suspension wachsenden COLO 320-Zellen konnten dagegen bei einer ahnlichen Zell-
dichte ohne Inkubation mit Trypsin/EDTA durch bloRes Abschitteln gelost und dann
ebenfalls bei 1500 rpm zentrifugiert werden. Das in frischem Medium aufgenommene
Zellpellet wurde schlieflich im Verhaltnis 1:10 auf neue AnzuchtgefaRe aufgeteilt oder

der Durchfuihrung bestimmter Assays zugefiihrt.

2.3.2 Proliferationstest (MTT-Assay)

Der EinfluR der Antikdrper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149 und HH 101/99-14 auf
die Proliferation von Zellen der Zellinien HT-29, CACO-2, COLO 206F sowie COLO
320 wurde mit Hilfe eines quantitativen kolorimetrischen Tests untersucht. Es handelt sich
um den 1983 von Mosmann und 1987 von Carmichael et al. beschriebenen MTT-Test,
der in leicht veranderter Form durchgefuhrt wurde. Das Prinzip dieses Assays beruht auf
dem Umsatz des farblosen Tetrazoliumsalzes 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid durch mitochondriale Dehydrogenasen, wodurch eine spektro-
photometrisch auswertbare Farbreaktion entsteht. Da diese enzymatische Substratumset-
zung nur in stoffwechselaktiven Mitochondrien erfolgen kann, weist dieser Test aus-

schlieRlich lebende Zellen nach.
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50 pl einer auf 1 x 10° Zellen pro ml eingestellten Zellsuspension wurden in die Vertie-
fungen einer 96-Well-Platte pipettiert, so da pro Well eine Zellzahl von 5 x 10* Zellen
vorlag. Die Vertiefungen einer Spalte wurden nur mit 100 ul RPMI 1640-Medium (mit
Zusétzen) gefillt (Blank). Als Negativkontrolle wurden Zellen mit 50 pl frischem bzw. in
Zellkultur verbrauchtem Medium, das sowohl unverdinnt als auch im Verhéltnis 1:1 mit
frischem Medium eingesetzt wurde, inkubiert. Zu den Ubrigen Zellen wurden 50 pl der
Antikorperiberstande - ebenfalls unverdinnt bzw. im Verhaltnis 1:1 mit frischem Medium
- pipettiert. Insgesamt lag jeder Ansatz in achtfacher Ausfiihrung vor. Es wurden Batches

mit den folgenden nephelometrisch bestimmten Antikdrperkonzentrationen verwendet:

HH 98/81-33-154: 44,8 g/ ml
HH 99/71-81-149: 18,1 pg/ ml
HH 101/99-14: 79,7 pg/ ml

Nach 24- bzw. 48stiindiger Inkubation der Platten bei 37°C und 7 % CO, wurden 50 pl
MTT-L6sung (5 mg/ ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid in
PBS) pro Well zugegeben, die Zellen erneut fur 20 min im Brutschrank inkubiert und an-
schlieBend 10 min lang bei 2800 rpm abzentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes
wurde das Zellpellet in 150 ul DMSO, in welchem sich der kristallin ausgefallene Farb-
stoff 16ste, aufgenommen und resuspendiert. Die Farbintensitat wurde im ELISA-Reader
bei einer Wellenlange von A = 540 und A = 690 nm bestimmt und aus der Differenz der

Absorption bei 540 und 690 nm eine Aussage Uber die Proliferation der Zellen getroffen.

2.3.3 Cell Death Detection ELISA™-"® (Roche, Mannheim)

Das Ausmall der Apoptoseinduktion durch die Antikérper HH 98/81-33-154 und HH
101/99-14 auf Kolonkarzinomzellen der Zellinie CACO-2 wurde mit Hilfe des Cell Death
Detection ELISAP-YS analysiert. Dieser Test basiert auf dem Prinzip eines quantitativen
Sandwich-Enzym-Immunoassays, bei dem Peroxidase konjugierte murine monoklonale

Antikorper eingesetzt werden, die gegen die Histon- bzw. DNA-Komponente der beim
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Vorgang der Apoptose entstehenden Mono- und Oligonukleosomen gerichtet sind. Nach
enzymatischer Umsetzung eines farblosen Substrates kann dann anhand der Farbintensitét
des Reaktionsproduktes die Menge der vorhandenen Nukleosomen und damit die relative
Anzahl apoptotischer Zellen photometrisch bestimmt werden.

Hierzu wurden 100 pl einer Zellsuspension (1 x 10° Zellen / ml) der Zellinie CACO-2 mit
100 pl der unverdinnten Antikorperiberstdande von HH 98/81-33-154 (Konzentration:
41,7 ug/ ml) und HH 101 /99-14 (Konzentration: 89,1 ug/ ml) in einer 96-Well-Platte 24
Stunden lang bei 37°C und 7 % CO, inkubiert. Als Negativkontrolle wurden Zellen einer-
seits mit der gleichen Menge RPMI 1640-Medium (mit Zusétzen) und andererseits mit
Uberstand von L11/64-28 (Konzentration: 61,3 ug/ ml) versetzt. Fiir die Positivkontrolle
wurden 100 ul der Verdinnung des Antikorpers CD95 Fas (1:250 in RPMI 1640; 2 pg/
ml) verwendet. Jeder Ansatz lag in doppelter Ausfiihrung vor.

Die weitere Durchfiihrung des Versuchs erfolgte mit gerinfiigigen Verénderungen nach
den Angaben des Herstellers (Handbuch: Cell Death Detection ELISA”-"®, Roche, Mann-
heim) unter Verwendung der mitgelieferten Reagenzien und Pufferlésungen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen 10 min lang bei 200 x g zentrifugiert,
der Uberstand abgesaugt und 200 pl des Lysispuffers hinzugegeben, wodurch in den fol-
genden 30 min bei Raumtemperatur die Lyse der Zellen erfolgte. Nach erneutem Zentrifu-
gieren wurden jeweils 20 pl des Uberstands in Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatten
ubertragen, bevor 80 ul des Immunoreagent (1/20 Anti-DNA-POD, 1/20 Anti-histon-
biotin, 18/20 Inkubationspuffer) hinzupipettiert wurden. Zusatzlich wurden eine im Testkit
enthaltene Positivkontrolle und ein Blank-Ansatz mitgefiihrt. Nachdem die Platten 2 Stun-
den lang bei ca. 250 rpm durchmischt worden waren, wurden nach dreimaligem Waschen
mit Inkubationspuffer (250 ul) 100 pl der ABTS-Losung (1 ABTS-Tablette in 5 ml
Substratpuffer) in jedes Well pipettiert. Nach erneutem Durchmischen spiegelte sich dann
die Intensitat der antikOrperinduzierten Apoptose in einem intensiven griinen Farbnieder-
schlag wider, der mit Hilfe eines ELISA-Reader bei A = 415 nm gegen die Referenzwel-

lenldnge von 490 nm vermessen wurde.
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3 Ergebnisse

3.1 Immunperoxidasefarbung

Bei den Immunperoxidasefarbungen von Kryoschnitten bzw. Zytospinpraparaten wurden
neben den humanen monoklonalen Antikérpern HH 98/81-33-154, HH 99/71-81 und HH
101/99-14 jeweils eine Negativkontrolle (RPMI 1640-Medium), ein oder mehrere Positiv-
kontrollen (Anti-Cytokeratin 7, 8 oder CAM 5.2) sowie Chrom Pure bzw. L11/64-28 zur
Kontrolle des durch humane IgM-Antikorper verursachten Hintergrundes mitgefihrt. Da-
bei wurden aus Griinden der besseren Vergleichbarkeit die zu untersuchenden Antikorper
und die humanen IgM-Kontrollantikérper in gleichen Konzentrationen, namlich 10 ug/
ml, eingesetzt. Um die Gewebemorphologie besser beurteilen zu kénnen, wurde zusétzlich

von jedem Schnitt eine HE-Farbung angefertigt.

Die Auswertung der Praparate erfolgte mit Hilfe des Mikroskopes DMLB. Positive Areale
im Gewebe stellen sich aufgrund der Peroxidase katalysierten Substratumsetzung als
braun und negative wegen der Gegenfarbung mit Hamalaun als blau dar, wobei tatsachlich
positive Ergebnisse jedoch von den durch zelluldre endogene Peroxidasen hervorgerufe-
nen Braunfarbungsartefakten abgegrenzt werden missen.

Ein Ergebnis wurde als positiv gewertet, wenn die Braunfarbung entweder umschrieben,
d.h. auf eine Zelle (Membran-, Zytoplasma-, Kernfarbung) oder Zellformation begrenzt
war oder aber sich das angefarbte Areal in seiner Intensitat deutlich vom Hintergrund ab-
hob.

Als negativ galten dagegen Areale, die keine Braunfarbung aufwiesen oder aber eine fla-
chige homogene, jedoch nicht abgrenzbare Anfarbung zeigten. Auch Gewebe, bei denen
Chrom Pure bzw. L11/64-28 positive Reaktionen aufwiesen, wurden als negativ gewertet.
Gewebeschnitte, bei denen aufgrund einer starken Hintergrundférbung keine eindeutige
Aussage moglich war, wurden mit Rabbit Anti-Human IgM F(ab"),-Fragmenten (1:5 in
BSA/PBS) und einer fiinf- statt dreiprozentigen Milchpulverlésung zur Absattigung un-
spezifischer Bindungen inkubiert. Tatsachlich positive Reaktionen persistierten nach die-

ser Abséattigung, wéhrend Hintergrundfarbungen gedampft wurden.
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3.1.1 Kolorektale Karzinome

Kolorektales Tumorgewebe wurde gefarbt, um beurteilen zu kénnen, auf wie vielen Kar-
zinomen und in welcher Intensitéat die zu untersuchenden Antikorper eine Reaktion zeigen.
Insgesamt standen hierftr 21 Tumoren zur Verfligung, von denen 10 (47,6 %) von weibli-
chen und 11 (52,4 %) von ménnlichen Patienten stammten. Unter den 21 Préparaten waren
20 Adenokarzinome, wovon 2 zusétzlich Siegelringzellen enthielten, und bei einem Tu-
mor handelte es sich histologisch um ein Plattenepithelkarzinom. 3 Karzinome waren im
Caecum, 2 im Colon sigmoideum, 5 im Rektum und 11 im Bereich des restlichen Kolons
lokalisiert. Es zeigte sich aber, dal? die Tumorlokalisation keinen Einfluf} auf das Farbe-
verhalten der Antikorper hatte.
Die Ergebnisse der Farbungen wurden folgendermafen differenziert:

— negatives Ergebnis

+ . leichte bis maRig positive Farbung

++ : stark positive Farbung

Die Anzahl gefarbter Tumoren sowie positiver bzw. negativer Ergebnisse verteilen sich

auf die einzelnen Antikorper wie folgt:

Tab. 2: Farbungsergebnisse auf kolorektalen Karzinomen

Antikorper gefarbt + ++ - rel. Anz. pos. Tumore
HH 98/81-33-154 18 6 1 11 38,9 %
HH 99/71-81-149 18 6 1 11 38,9 %
HH 101/ 99-14 21 11 8 2 90,5 %

Auffallig war, dall nur Adenokarzinome von den drei Antikdrpern angefarbt wurden.
Selbst HH 101/99-14 zeigte auf dem plattenepithelialen Kolonkarzinom keine positive
Reaktion.

Eine deutliche perimembrandse Farbung zeigte sich bei HH 101/ 99-14 in zweli, bei den
anderen beiden Antikorpern hingegen in keinem Fall. Scharf begrenzte Kernfarbungen
wurden durch keinen der drei Antikorper hervorgerufen.
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Die Ergebnisse der Farbungen mit HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 waren jeweils
identisch, und wenn diese beiden Antikdrper eine positive Reaktion zeigten, war auch die

Farbung mit HH 101/ 99-14 positiv. Dies war insgesamt bei 7 Karzinomen der Fall.

Abb. 1 bis 4 zeigen je ein Beispiel fur eine positive Farbung mit HH 98/81-33-154 und HH
99/71-81-149 sowie eine schwachere und eine stérkere Reaktion von HH 101/99-14 auf
kolorektalem Tumorgewebe. Zum Vergleich werden in Abb. 5 negative Reaktionen aller
drei Antikdrper mit nicht neoplastischem Kolongewebe dargestellt.

Abb. 1: Adenokarzinom Kolon

VergrofRerung: 100fach

a: Positivkontrolle (CAM 5.2)

b: Negativkontrolle (L11/64-28)

C: positive Reaktion mit dem
Antikorper HH 98/81-33-154
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Abb. 2: Adenokarzinom Kolon

VergrofRerung: 10fach

a: Positivkontrolle (CAM 5.2)

b: Negativkontrolle (RPMI 1640)

c: positive Reaktion mit dem
Antikorper HH 99/71-81-149

Abb. 3: Adenokarzinom Kolon

VergrofRerung: 10fach

a: Positivkontrolle (CAM 5.2)

b: Negativkontrolle (L11/64-28))

c: schwach positive Reaktion mit
dem Antikérper HH 101/99-14
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Abb. 4: Siegelringzellhaltiges Adenokarzinom des Caecum

VergréRerung: 200fach a: HE-Farbung
b: Positivkontrolle(CAM 5.2) c: Negativkontrolle (RPMI 1640)
d: stark positive Reaktion mit dem Antikérper HH 101/99-14
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Abb. 5: Normalgewebe Kolon

VergrélRerung: 200fach a: Negativkontrolle (L11/64-28)

b, ¢, d: negative Reaktionen der Antikérper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149
und HH 101/99-14 mit nicht neoplastischen Kolondriisen

3.1.2 Normalgewebe

Da es sich bei den von den Antikdrpern erkannten tumorassoziierten Antigenen um Mole-
kile handeln konnte, welche auch von gesunden Zellen exprimiert werden, ist es notwen-
dig, durch die Farbung normalen Gewebes maogliche Kreuzreaktionen der Antikdrper mit
wichtigen Organen aufzudecken, um daraus erste Rickschliisse hinsichtlich der Vertrag-

lichkeit der Antikdrper bei einem spéteren therapeutischen Einsatz ziehen zu kénnen.
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Insgesamt wurden 38 verschiedene Organe bzw. Gewebe fiir die Untersuchung herange-
zogen, wobei nach Moglichkeit jeweils Material von drei Patienten unterschiedlichen Ge-
schlechts getestet wurde. Blut- und Knochenmarkpraparate lagen in Form von Zytospins
vor.

Zwei Gewebearten, Milz und Leber, konnten nicht ausgewertet werden, da bei allen Anti-
korpern trotz Abséttigung eine inhomogene unspezifische Farbung des Parenchyms mit
starker Hintergrundreaktion vorlag, die keine eindeutige Aussage zulief3.

Bei allen Antikdrpern, besonders aber bei HH 101/99-14 traten auRerdem Kreuzreaktionen
mit Bindegewebe (z.B. in Schilddrise, Lunge oder Aorta), glatter Muskulatur (z.B. Bla-
senwand), Sekreten exokriner Drusenepithelien (z.B. Prostata) sowie mukoiden Substan-
zen (z.B. in Magen, Diinndarm oder Kolon) auf.

Weiterhin zeigten alle Antikorper eine sauméhnliche Farbung lumennaher abschilfernder
Epithelzellen auf den mehrschichtigen Plattenepithelien der Zunge, des Osophagus sowie
der Portio vaginalis der Cervix uteri, was jedoch als Artefakt gewertet wurde.

Bei der Auswertung der Farbungen wurde nur zwischen negativen (=) und positiven (+)

Resultaten unterschieden.

Die Verteilung der insgesamt gefarbten sowie der positiven und der negativen Ergebnisse
stellt sich wie folgt dar:

Tab. 3: Farbungsergebnisse auf Normalgeweben
Organ Anz. |HH 98/81-33-154 | HH 99/71-81-149 | HH 101/99-14
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Organ Anz. |HH 98/81-33-154 | HH 99/71-81-149 | HH 101/99-14
gef. + - + - + -
Kolon 3 0 3 0 3 0 3
Rektum 3 0 3 0 3 0 3
Pankreas 2 0 2 0 2 0 2
Leber 3 nicht auswertbar
Milz 3 nicht auswertbar
Thymus 3 0 3 0 3 0 3
Tonsilla palatina 3 0 3 0 3 0 3
Lymphknoten 3 0 3 0 3 0 3
Nebenniere 3 0 3 0 3 0 3
Niere 3 0 3 0 3 0 3
Blase 3 0 3 0 3 0 3
Ductus deferens 3 0 3 0 3 0 3
Prostata 3 0 3 0 3 0 3
Hoden 3 0 3 0 3 0 3
Mamma 3 0 3 0 3 0 3
Ovar 3 0 3 0 3 0 3
Tuba uterina 3 0 3 0 3 0 3
Corpus uteri 2 0 2 0 2 0 2
Cervix uteri, Portio vag. 2 0 2 0 2 0 2
Haut 3 0 3 0 3 0 3
Skelettmuskel 3 0 3 0 3 0 3
Plazenta 1 0 1 0 1 0 1
Ruckenmark 3 0 3 0 3 3 0
Grol3hirnrinde 3 0 3 0 3 1 2
Kleinhirn 3 0 3 0 3 3 0
Corpus pineale 2 0 2 0 2 2 0
Hypophyse 3 0 3 0 3 3 0
Knochenmark 2 0 2 0 2 0 2
Blut 2 0 2 0 2 0 2
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Wéhrend HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 auf keinem der untersuchten Gewebe
eine positive Reaktion aufwiesen, zeigte HH 101/99-14 auf 7 der 38 Organe eine eindeu-
tige Anfarbung zelluldrer oder perizellularer Strukturen.

Die einzigen Kernfarbungen betrafen die mehrschichtigen Plattenepithelien von Zunge
und Osophagus. Neben der besonders hervorgehobenen zytoplasmatischen Anfarbung von
Purkinjezellen im Kleinhirn wurden aullerdem positive Zellen in der Hypophyse
gefunden. Zudem zeigten einzelne Neuronenfortsdtze im Rlckenmark und in der
GroBhirnrinde sowie interzellulare filamentdse Strukturen im Corpus pineale eine

Anfarbung.

In Abb. 6 bis 9 werden einige positive Reaktionen von HH 101/99-14 auf verschiedenen

Normalgeweben vorgestellt.

Abb. 6: Normalgewebe Zunge

VergrofRerung: 200fach

a: HE-Féarbung

b: Negativkontrolle (RPMI 1640)

c: Kernfarbung mit dem Antikorper
HH 101/99-14
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Abb. 7: Normalgewebe Osophagus

VergroRerung: 200fach

a: HE-Farbung

b: Negativkontrolle (RPMI 1640)

c: Kernfarbung mit dem Antikorper
HH 101/99-14

Abb. 8: Normalgewebe Hypophyse

Vergrofierung: 400fach

a: Positivkontrolle (CAM 5.2)

b: Negativkontrolle (RPMI 1640)

c: zytoplasmatische Farbung mit
dem Antikorper HH 101/99-14
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Abb. 9: Normalgewebe Kleinhirn; VergroRerung: a-c 200fach; d-f 400fach
a/d: HE-Farbung b/e: Negativkontrolle (RPMI 1640)
c/f: zytoplasmatische Anfarbung von Purkinjezellen und ihren Dendriten durch

HH 101/99-14. Stratum granulosum mit Kdrnerzellen negativ.
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3.1.3 Fetale Gewebe

Mit Hilfe der Farbung verschiedener fetaler Gewebe soll untersucht werden, ob es sich bei
den von den Antikorpern gebundenen tumorassoziierten Antigenen moglicherweise um
Molekdle handelt, die normalerweise wéhrend der fetalen Differenzierungsphase zur Ex-

pression kommen.
Nachstehende Farbungsresultate wurden bei den 13 insgesamt getesteten verschiedenen
fetalen Organen (16. bis 24. Schwangerschaftswoche; unterschiedliches Geschlecht) er-

mittelt:

Tab. 4: Farbungsergebnisse auf fetalen Geweben

Organ Anz. | HH 98/81-33-154 | HH 99/71-81-149 | HH 101/99-14

«
D
—h

Lunge

Magen

lleum

Pankreas
Leber
Milz

Thymus

Niere

Ruckenmark
GroRhirnrinde

Kleinhirn

Corpus pineale

Hypophyse

S I I I I R
o| o o] o o] o] o o] o o o] o o] +
I I I
o| o o] o o o] o o] o o o] o o] +
S I S I
R o o r| R o o o ol r| o o | +
ol r| »r| o o B, | R,r| Rl O Rr| Ll O

Wie schon bei den Normalgeweben zeigten sowohl HH 98/81-33-154 als auch HH 99/71-
81-149 keinerlei positive Reaktion, wohingegen mit HH 101/99-14 auf 5 Geweben eine
Anféarbung festgestellt wurde. So lieRen sich im Lungen- und Pankreasgewebe einige po-
sitive Zellformationen nachweisen, und in der GroRhirnrinde sowie in der Hypophyse tra-

ten abgegrenzte zytoplasmatische Anfarbungen auf. Im Rickenmarksgewebe wurden zwar
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keine positiven Neurone oder Nervenzellfortsdtze gefunden, jedoch war eine Féarbung ein-

zelner Zellen der ependymalen Auskleidung des Canalis centralis feststellbar.

3.1.4 Tumorgewebe

Da antigene Determinanten nicht auf eine einzige Tumorart beschrankt sein mussen, son-
dern entartete Zellen verschiedenen histologischen Ursprungs dasselbe Antigen exprimie-
ren konnen, besteht die Mdglichkeit, dal’ die zu untersuchenden Antikérper auch positive
Reaktionen mit anderen Tumorgeweben zeigen. Um dies zu tberpriifen, wurden 38 ver-
schiedene solide sowie nicht solide Tumorarten gefarbt. Wenn mdglich wurde wiederum
Material von mehreren Patienten unterschiedlichen Geschlechts getestet.

Wie schon bei den Normalgeweben zeigte sich auch hier eine unspezifische Anfarbung

von Bindegewebe und Sekreten.

Folgende Ergebnisse wurden ermittelt:

Tab. 5: Farbungsergebnisse auf Tumorgewebe

Tumortyp Anz. | HH 98/81-33-154 | HH 99/71-81-149 | HH 101/99-14
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Tumortyp

Anz.

«Q
[}
—h

HH 98/81-33-154

HH 99/71-81-149

HH 101/99-14

+
|

+
|

+
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Nierenzellkarzinom

Nephroblastom

Blase, Urothelkarzinom

Mammakarzinom, duktal

Mammakarzinom, lobular

Endometrium, Adeno-Ca

Ovar, Adenokarzinom

Prostata, Adenokarzinom
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Dottersacktumor (mannl.)

Teratom (weibl.)

Teratokarzinom (mannl.)
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Mit HH 98/81-33-154 wurden bei einem von insgesamt drei plattenepithelialen Bron-
chialkarzinomen positive Tumorzellnester gefunden, die hingegen von keinem der ande-
ren beiden Antikdrper angefarbt wurden. Alle drei untersuchten Antikorper reagierten da-
gegen mit dem Adenokarzinom des Endometriums. Die grofite Anzahl positiver Ergeb-
nisse lieferte HH 101/99-14, der bei zwei von drei duktalen Mammakarzinomen eine An-
farbung lumennaher Epithelzellen zeigte sowie mit Tumorzellformationen in ebenfalls
zwei von drei bronchialen Adenokarzinomen reagierte. Weiterhin konnte eine positive
Reaktion mit einzelnen Tumorzellen eines undifferenzierten, z.T. sarkomatoid wachsen-
den groRzelligen Bronchialkarzinoms sowie bei einem von zwei Adenokarzinomen des
Ovars festgestellt werden, und schlie3lich war eine Anfarbung von Tumorzellformationen
eines Teratokarzinoms erkennbar.

Bei den beschriebenen Farbungsresultaten fiel auf, daR HH 98/81-33-154 und HH 99/71-
81-149 im Unterschied zu den Féarbungen der kolorektalen Karzinome nicht immer identi-
sche Ergebnisse aufwiesen, und weiterhin zeigte sich eine Akkumulation positiver Far-
bungen bei Karzinomen bronchialen Ursprungs.

Abb. 10 und 11 (s. S. 38, 39) zeigen zwei positive Reaktionen der Antikorper auf Tumor-

gewebe.

Nach Auswertung aller Ergebnisse wird deutlich, da HH 98/81-33-154 und HH 99/71-
81-149 nur relativ wenige positive Reaktionen mit kolorektalen Karzinomen und anderen
Tumoren zeigen. Normale und fetale Gewebe werden hingegen nicht angeféarbt. Positive
Resultate sind sowohl auf plattenepithelial als auch auf drisig differenzierten Tumoren zu
beobachten. HH 101/99-14 reagiert dagegen mit einer Vielzahl von Geweben, wobei ins-
gesamt eine Affinitat zu Strukturen des ZNS (normales Riickenmark, Gro3hirn, Kleinhirn,
Corpus pineale, Hypophyse; fetales Riickenmark, GroRhirn, Hypophyse) erkennbar ist.
AuBerdem besteht die Tendenz, Tumoren mit drisiger Differenzierung anzufarben (z.B.
Adenokarzinome der Lunge, des Endometriums oder des Ovars). Insgesamt wurden 8
Tumoren von allen drei Antikdrpern angefarbt. Neben 7 kolorektalen Karzinomen handelt

es sich dabei um das Endometriumkarzinom.
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Abb. 10: Adenokarzinom Endometrium
Vergrofierung: 200fach
a: Positivkontrolle (CAM 5.2)
b: Negativkontrolle (RPMI 1640)
c/d/e: positive Reaktionen mit HH
98/81- 33-154, HH 99/71-81-
149 und HH 101/99-14




Ergebnisse 39

Abb. 11: sarkomatoid wachsendes groRzelliges Bronchialkarzinom

VergrélRerung: 400fach a: HE-Farbung
b: Positivkontrolle (CAM 5.2) c: Negativkontrolle (RPMI 1640)
d: zytoplasmatische Farbung einzelner Tumorzellen mit HH 101/99-14

3.2 Proliferationstest (MTT-Assay)

Mit Hilfe des MTT-Tests wurde die Proliferation von Kolonkarzinomzellen der Zellinien
HT-29, CACO-2, COLO 206F sowie COLO 320 in Abhéngigkeit von der Anwesenheit
der drei Antikdrper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149 und HH 101/99-14 untersucht.

Hierbei wurden die Kontrollen bzw. die antikérperhaltigen Uberstande sowohl unver-
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dinnt als auch im Verhaltnis 1:1 mit frischem Medium eingesetzt, so daR folgende Anti-

korperkonzentrationen erreicht wurden:

HH 98/81-33-154: 44,8 ug/ ml bzw. 22,4 pg/ ml
HH 99/71-81-149: 18,1 nug/ ml bzw. 9,05 ug/ mi
HH 101/99-14: 79,7 ug/ ml bzw. 39,85 pg/ ml

Auf den Zellinien HT-29, COLO 206F und COLO 320 lieR sich sowohl nach 24- als auch
nach 48stlindiger Inkubation weder eine eindeutige Stimulation noch eine Hemmung der

Zellproliferation verzeichnen, was Abb. 12 veranschaulicht.
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Abb. 12: MTT-Assay mit Zellen der Zellinie COLO 206F; Auswertung nach 24

Stunden

Zellen der Zellinie COLO 206F wurden fiir 24 Stunden in einer 96-Well-Platte im Brutschrank (37°C, 7%
CO,) mit 50 pl der unverdinnten bzw. im Verhéltnis 1:1 verdiinnten Antikdrpertiberstande HH 98/81-33-154,
HH 99/71-81-149 und HH 101/99-14 inkubiert, mit 50 pl MTT-L&sung (5 mg/ ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid in PBS) versetzt, fir weitere 20 min inkubiert und schlieflich bei 2800
rpm abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 150 ul DMSO aufgenommen, die Farbintensitdt im ELISA-
Reader bestimmt und aus der Differenz der Absorption bei A = 540 und A = 690 nm die Proliferationsrate er-
rechnet. NK: Negativkontrolle (frisches RPMI 1640-Medium); VM: verbrauchtes RPMI 1640-Medium (un-
verdlnnt und 1:1 verdiinnt)
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Dagegen zeigte sich auf der Zellinie CACO-2 mit den unverdiinnten Uberstanden der An-
tikdrper HH 98/81-33-154 und HH 101/99-14 in den nach 24 Stunden ausgewerteten An-
sétzen eine im Vergleich zur Negativkontrolle mit verbrauchtem Medium um das 0,76-
bzw. 0,82fache verminderte Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen. Dieser Effekt war
auch noch in den Auswertungen nach 48 Stunden zu beobachten, wobei hier die Dehydro-
genaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle um das 0,87- bzw. 0,77fache abgenommen
hatte. Mit unverdinntem HH 99/71-81-149 konnte zwar ebenfalls ansatzweise eine Hem-
mung der Zellproliferation gemessen werden, diese war jedoch weniger deutlich als bei
den beiden anderen Antikorpern. Mit den im Verhaltnis 1:1 verdinnten Uberstinden
konnte hingegen weder nach 24- noch nach 48stiindiger Inkubation eine vergleichbare
Hemmung mitochondrialer Dehydrogenasen verzeichnet werden. Abb. 13 und 14 verdeut-

lichen diesen Sachverhalt.
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Abb. 13: MTT-Assay mit Zellen der Zellinie CACO-2; Auswertung nach 24

Stunden

Zellen der Zellinie CACO-2 wurden fiir 24 Stunden in einer 96-Well-Platte im Brutschrank (37°C, 7% CO,)
mit 50 pl der unverdiinnten bzw. im Verhéltnis 1:1 verdiinnten Antikorperuberstdande HH 98/81-33-154, HH
99/71-81-149 und HH 101/99-14 inkubiert, mit 50 ul MTT-L8sung (5 mg/ ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid in PBS) versetzt, fir weitere 20 min inkubiert und schlie3lich bei 2800 rpm
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 150 ul DMSO aufgenommen, die Farbintensitat im ELISA-Reader
bestimmt und aus der Differenz der Absorption bei A = 540 und A = 690 nm die Proliferationsrate errechnet.
NK: Negativkontrolle (frisches RPMI 1640-Medium); VM: verbrauchtes RPMI 1640-Medium (unverdiinnt
und 1:1 verdiinnt)
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Abb. 14: MTT-Assay mit Zellen der Zellinie CACO-2; Auswertung nach 48

Stunden

Zellen der Zellinie CACO-2 wurden fiir 48 Stunden in einer 96-Well-Platte im Brutschrank (37°C, 7% CO,)
mit 50 ul der unverdiinnten bzw. im Verhaltnis 1:1 verdinnten Antikérperiberstande HH 98/81-33-154, HH
99/71-81-149 und HH 101/99-14 inkubiert, mit 50 ul MTT-L8sung (5 mg/ ml 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid in PBS) versetzt, fir weitere 20 min inkubiert und schlie3lich bei 2800 rpm
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 150 ul DMSO aufgenommen, die Farbintensitat im ELISA-Reader
bestimmt und aus der Differenz der Absorption bei A = 540 und A = 690 nm die Proliferationsrate errechnet.
NK: Negativkontrolle (frisches RPMI 1640-Medium); VM: verbrauchtes RPMI 1640-Medium (unverdiinnt

und 1:1 verdiinnt)

3.3 Cell Death Detection ELISA”-"® (Roche, Mannheim)

Die Durchfiihrung des Cell Death Detection ELISA™Y® hatte die Intention, mit Hilfe die-
ses Assays eine Aussage darlber treffen zu kdnnen, ob einer der beiden Antikérper HH
98/81-33-154 oder HH 99/71-81-149 auf Zellen der Zellinie CACO-2 Apoptose induziert.
Der als Positivkontrolle verwendete kauflich erworbene Antikdrper CD95 Fas bzw. die

antikorperhaltigen Zellkulturuberstdnde wurden hierbei in den folgenden Konzentrationen

eingesetzt:
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CD95 Fas: 2 ug/ mi

L11/64-28: 61,3 ng/ ml
HH 98/81-33-154: 41,7 ug/ ml
HH 101/99-14: 89,1 pg/ ml

Nach 24stundiger Inkubation zeigten beide zu untersuchenden Antikorper im Vergleich zu
den Negativkontrollen eine ausgepragte Apoptose-Induktion, wobei der Effekt bei HH
98/81-33-154 und bei HH 101/99-14 den der Kontrolle mit L11/64-28 um das 1,58- bzw.
um das 1,46fache Uberstieg (Abb. 15).
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Abb. 15: Cell Death Detection ELISA?-"® (Roche, Mannheim) mit Zellen der

Zellinie CACO-2; Auswertung nach 24 Stunden

Zellen der Zellinie CACO-2 wurden mit je 100 ul der unverdunnten Antikorpertberstande von HH 98/81-33-
154, HH 101 /99-14 und L11/64-28 sowie CD95 Fas (1:250 in RPMI 1640; 2 pg/ ml) fur 24 Stunden in einer
96-Well-Platte im Brutschrank (37°C, 7% CO,) inkubiert. Nach Zentrifugieren bei 200 x g, Lyse der Zellen
bei Raumtemperatur und erneutem Zentrifugieren wurden jeweils 20 ul des Uberstands in Streptavidinbe-
schichtete Mikrotiterplatten ibertragen und 80 pl Immunoreagent hinzupipettiert. Die Platten wurden 2 Stun-
den lang durchmischt und daraufhin jedes Well mit 100 pul ABTS-Ldsung (1 ABTS-Tablette in 5 ml Substrat-
puffer) versetzt. Die Farbintensitat wurde im ELISA-Reader bei A = 415 gegen die Referenzwellenlange von
490 nm vermessen und daraus die Intensitat der antikdrperinduzierten Apoptose errechnet. NK: Negativkon-
trolle (RPMI 1640-Medium); Fas: Positivkontrolle mit Antikérper CD95 Fas



Ergebnisse 44

Somit hemmen sowohl HH 98/81-33-154 als auch HH 101/99-14 nicht nur die Prolifera-
tion von Kolonkarzinomzellen der Zellinie CACO-2, was mit Hilfe des MTT-Assay nach-
gewiesen werden konnte, sondern sie wirken - wie die Ergebnisse des Cell Death
ELISAP-YS zeigen - iiberdies apoptoseinduzierend auf die Zellen ein. Dabei fallt auf, daR
HH 98/81-33-154, obwohl er in beiden Tests in einer geringeren Konzentration als HH
101/99-14 eingesetzt wurde, trotzdem vergleichbare und teilweise sogar stérkere Effekte

als letzterer hervorrief.
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4 Diskussion

Die humanen monoklonalen Antikérper HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149 und HH
101/99-14 wurden in der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. H.P. Vollmers am Pathologischen
Institut der Universitat Wirzburg mit Hilfe der Hybridomatechnologie aus immortalisier-
ten B-Zellen eines Rektumkarzinompatienten isoliert. Die in der vorliegenden Arbeit be-
schriebenen Ergebnisse der immunhistochemischen und zellbiologischen Charakterisie-
rung dieser Antikorper sollen AufschluR Gber eine mégliche Eignung der Antikorper fur
die Therapie kolorektaler Karzinome geben und einen Beitrag zur Definition neuer tumor-
spezifischer bzw. tumorassoziierter Antigene leisten.

Wahrend tumorspezifische Antigene auf einen bestimmten Tumorzelltyp beschrénkt sind
und weder auf gesunden noch auf anderen neoplastischen Zellen gefunden werden kénnen
(Old, 1981), handelt es sich bei tumorassoziierten Antigenen um Molekiile, die auf Tu-
morzellen in hoéherer Dichte als auf normalen Zellen vorkommen oder in friiheren Ent-
wicklungsstufen exprimiert wurden (Muller et al., 2001). Um eine befriedigende Ef-
fektivitat der Antikorper zu gewahrleisten und unerwiinschte Nebenwirkungen an anderen
Geweben zu vermeiden, sollten die Zielantigene der Antikdrper in ausreichender Dichte
auf der Zelloberflache exprimiert werden und mdglichst spezifisch fir die Tumorzellen

sein (Borchmann et al., 2001).

Die Resultate der Gewebefarbungen lassen erste Riickschlusse auf die Art und Verteilung
des spezifischen Antigens der einzelnen Antikérper zu, wobei bedacht werden muB, daf3
fur die Arbeit nur eine Auswahl der wichtigsten Gewebetypen getestet werden konnte und
deshalb weitere positive Reaktionen moglicherweise unentdeckt geblieben sind.

Bei der Auswertung der Ergebnisse fiel auf, da die Antikérper HH 98/81-33-154 und HH
99/71-81-149 bis auf wenige Abweichungen bei der Farbung einzelner Nicht-Kolon-Tu-
moren identische Reaktionen mit den verschiedenen Gewebetypen zeigen. Es ist daher
denkbar, dal? sich beide Antikdrper gegen Antigene richten, die nur geringe Unterschiede
in der molekularen Struktur und Verteilung auf den Geweben aufweisen.

HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 zeigen im Vergleich zu HH 101/99-14 deutlich

weniger positive Resultate auf kolorektalen Karzinomen und Tumoren anderen histologi-
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schen Ursprungs und reagieren weder mit nicht neoplastischem adultem noch mit fetalem
Gewebe. Daraus konnte man schlieRen, daR es sich bei den von HH 98/81-33-154 und HH
99/71-81-149 erkannten antigenen Determinanten um vergleichsweise selten vorkom-
mende Molekile handeln muf3, die zudem weder auf gesunden Zellen noch wahrend der
fetalen Entwicklungsphase exprimiert werden. Es ware denkbar, dal} es sich um relativ
spezifische, nur von einigen kolorektalen Karzinomen exprimierte Antigene handelt, die
sich nicht von Molekilen gesunder Zellen ableiten, so daB die gegen sie gerichteten Anti-
korper keinerlei Kreuzreaktionen mit gesundem Gewebe aufweisen. Insbesondere die
fehlende Reaktion mit normaler Kolon-, Rektum- und Dunndarmmukosa stiitzt diese
Vermutung. Allerdings exprimieren auch einige andere Tumoren (plattenepitheliale Bron-
chialkarzinome, Adenokarzinome des Endometriums) dieses Antigen, so dalR man nicht
von einem echten tumorspezifischen, d.h. nur auf eine einzige Tumorart beschrénkten
Antigen (Old, 1981) sprechen kann.

Da die Zahl der Antikorper-Antigen-Bindungen nicht nur davon abhdngt, in welcher
Kopienzahl ein Antigen auf einem Gewebe exprimiert wird, sondern auch davon, welche
Affinitat der Antikorper zu seinem Antigen aufweist, konnte auch eine geringe Affinitat
von HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 zu ihren Antigenen die Ursache dafir sein,
dal’ insgesamt nur wenige positive Farberesultate zu beobachten waren.

Die Anféarbung einer relativ groBen Anzahl verschiedener Gewebe durch HH 101/99-14
deutet dagegen darauf hin, daR der Antikdrper entweder eine sehr hohe Affinitat zu sei-
nem Antigen haben, oder aber da das Antigen ein auf verschiedenen Zellen diverser
Gewebe vorkommendes Molekiil sein muB. Es wird offenbar nicht nur von zahlreichen
kolorektalen Karzinomen und vielen anderen Tumoren (z.B. duktale Mammakarzinome,
Bronchialkarzinome, Adenokarzinome des Ovars oder des Endometriums) exprimiert,
sondern ist auch auf verschiedenen normalen Geweben (s.u.) nachweisbar.

Wie HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 farbt auch HH 101/99-14 weder normale
Kolon- noch Rektum- oder Diinndarmmukosa an, was darauf hindeutet, dal} es sich bei
dem Antigen nicht um einen Bestandteil gesunder Dick- und Diinndarmepithelien handelt.
Da die Expression fetaler Antigene durch neoplastische Zellen ein bekanntes Phanomen
ist (Cariani et al., 1991), l&4Rt die Anfarbung fetaler Organe (Pankreas, Lunge, Grof3hirn,
Hypophyse, Riickenmark) durch HH 101/99-14 ferner den Schluf? zu, daf dieser Antikor-

per ein onkofetales Antigen erkennt.
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Die Kreuzreaktionen von HH 101/99-14 mit Normalgewebe betreffen zum einen die
mehrschichtigen Plattenepithelien von Zunge und Osophagus und zum anderen zentral-
nervose Strukturen (Purkinjezellen im Kleinhirn, hypophysére Zellen, Neuronenfortsatze
im Rickenmark und in der GroBhirnrinde, interzellulare Filamente des Corpus pineale).
Die Anfirbung von Kernen der Plattenepithelzellen von Zunge und Osophagus weist
darauf hin, dafl das von HH 101/99-14 erkannte Antigen im Zellkern mehrschichtiger
Epithelverbande des Verdauungstraktes lokalisiert sein muf3, wohingegen auf dem unver-
hornten mehrschichtigen Plattenepithel der Portio vaginalis der Cervix uteri und auf dem
verhornten mehrschichtigen Plattenepithel der Epidermis keine derartige Kernfarbung be-
obachtet wurde. Die Nebenwirkungen infolge dieser Kreuzreaktion durften jedoch bei the-
rapeutischem Einsatz des Antikorpers vernachlassigbar sein, da nukledare Antigene fir das
Immunsystem offenbar nicht zuganglich sind (Giometto et al., 1999 b) und somit HH
101/99-14 seine Wirkung an seinem spezifischen Antigen nicht entfalten kann.

Bei den starken Hintergrundreaktionen auf adultem Milz- und Lebergewebe handelt es
sich wahrscheinlich um unspezifische Bindungen des Antikorpers, die sich therapeutisch

ebenfalls nicht negativ auswirken sollten.

Die Affinitat von HH 101/99-14 zu zentralnervisen und dabei vor allem zu zerebellaren
Strukturen kann unter dem Aspekt der sog. paraneoplastischen Syndrome betrachtet wer-
den. Es handelt sich hierbei um Symptomkomplexe, die mit neoplastischen Erkrankungen
assoziiert sind, aber weder durch das lokale noch durch das metastatische Wachstum des
Tumors erklart werden kénnen (Wagner, 1990). Die Syndrome werden vielmehr auf eine
gestorte Bildung und Abgabe von Wirkstoffen (z.B. Zytokine, Hormone, Hormon-
vorlaufersubstanzen oder Antikdrper) durch die Tumorzellen zuriickgefuhrt (Odell, 1997;
Patel et al., 1993). Bei etwa 10 bis 15 % der Patienten mit Tumorleiden werden
paraneoplastische Syndrome beobachtet. Man unterscheidet hierbei Endokrinopathien
(Odell, 1997) wie z.B. das Cushing-Syndrom, h&matologische Manifestationen (z.B.
Hyperkoagulabilitat) (Patel et al., 1993), dermatologische Stérungen (Cohen et al., 1997)
sowie neurologische und muskul&re Syndrome.

Paraneoplastische neurologische Syndrome kdnnen sich in jedem Anteil des Nervensy-

stems manifestieren (Posner et al., 1997), und neben zentralen und peripheren Stérungen
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kann auch die neuromuskulare Verbindung betroffen sein (Scaravilli et al., 1999). Zu den
Krankheitsbilder des Gehirns z&hlen unter anderem die subakute zerebelldre De-
generation, das Opsoklonus-Myoklonus-Syndrom oder die limbische Enzephalitis. Im
Ruckenmark werden eine Myelitis, die Motoneuronerkrankung sowie das Stiff-man-Syn-
drom beobachtet, und periphere paraneoplastische Stérungen treten als subakute sensible
Polyneuropathie, autonome Neuropathie oder Neuromyotonie in Erscheinung. Zu den Er-
krankungen des neuromuskuldren Ubergangs zédhlen schlieBlich das Lambert-Eaton-Syn-
drom und die Myasthenia gravis (Kaiser, 1999). Am hadufigsten treten die insgesamt sehr
seltenen paraneoplasischen neurologischen Syndrome in Assoziation mit Kkleinzelligen
Bronchial-, Mamma- und Ovarialkarzinomen auf (Kaiser, 1999). Obwohl die genaue
Pathogenese der meisten Krankheitsbilder noch weitgehend ungekléart ist (Kaiser, 1999),
konnten bei einigen Syndromen spezifische Antikorper in Serum und Liquor der
Tumorpatienten nachgewiesen werden (Dalmau et al., 1999), die Teil einer sowohl gegen
den Tumor als auch gegen das Nervensystem gerichteten Immunantwort sind (Posner et
al., 1997). Man vermutet, daR es sich um Antikdrper gegen Tumorantigene handelt, die
mit Proteinen des Nervensystems kreuzreagieren (Giometto et al.,, 1999 b). Eine
pathogenetische Relevanz von Antikdrpern ist bisher allerdings nur fur das Lambert-
Eaton-Syndrom, die Myasthenia gravis sowie die Neuromyotonie gesichert (Dalmau et
al., 1999). Bisher wurden mehr als zehn verschiedene Antikorper isoliert (z.B. Anti-Hu, -
Ri, -Yo, -Tr etc.), die bestimmten Tumorerkrankungen und klinischen Syndromen zuge-
ordnet werden konnen (Kaiser, 1999) und deren spezifische Antigene groRtenteils be-
kannt sind (Giometto et al., 1999 b).

Da paraneoplastische Syndrome héaufig schon vor der Manifestation tumorbedingter
Symptome auftreten (Giometto et al., 1999 a), kdnnen die in Serum und Liquor nachweis-
baren Antikdrper zur Detektion der zugrundeliegenden Neoplasie herangezogen werden
(Dalmau et al., 1999). Trotz der gravierenden immunologisch bedingten Schadigung des
Nervensystems (Giometto et al., 1999 b) konnte bei vielen Patienten mit paraneoplasti-
schen Syndromen ein gunstigerer Verlauf der Tumorerkrankung im Vergleich zu
Krebspatienten ohne paraneoplastische Immunantwort beobachtet werden, was auf die
spezifische immunologische Reaktion gegen die Tumorantigene zuruckgefihrt wird
(Dalmau et al., 1999).
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Im Hinblick auf die zytoplasmatische Anfarbung von Purkinjezellen der Kleinhirnrinde
durch den Antikorper HH 101/99-14 lohnt es sich, das Krankheitsbild der subakuten zere-
bellaren Kleinhirndegeneration etwas genauer zu betrachten. Bei Patienten mit diesem kli-
nisch unter anderem durch Gangataxie, Nystagmus, Dysarthrie, Pyramidenbahnzeichen
und weiteren neurologischen Erscheinungen gekennzeichneten paraneoplastischen Syn-
drom (Kaiser, 1999) konnten verschiedene gegen gesundes Kleinhirngewebe gerichtete
Antikorper (Anti-Yo, -Hu, -Tr, -Ri, -VGCC) nachgewiesen werden (Kaiser, 1999), die
teilweise wie HH 101/99-14 eine zytoplasmatische Farbung von Purkinjezellen zeigen
(Scarauvilli et al., 1999). Obwohl dieses paraneoplastische Syndrom, das bei weniger als 1
% der Tumorpatienten auftritt (Kaiser, 1999), prinzipiell mit jeder Tumorart assoziiert
sein kann (Scaravilli et al.,, 1999), wurden bisher bei den meisten Erkrankten
gynékologische Tumoren, Lungentumoren und Hodgkin-Lymphome diagnostiziert
(Scarauvilli et al., 1999).

Die beschriebene Anfarbung von Purkinjezellen durch HH 101/99-14 ist demnach mogli-
cherweise ein Indiz flr das Vorliegen eines zerebelldren paraneoplastischen Syndroms bei
dem Tumorpatienten, aus dem der Antikorper isoliert worden ist. Es liegen allerdings
keine Informationen Uber den neurologischen Status dieses Patienten vor.

Fur die Einsetzbarkeit des Antikorpers in der Behandlung kolorektaler Karzinome konnte
seine Affinitadt zu Kleinhirngewebe eine groRe Bedeutung haben, da die Patienten nach
therapeutischer Applikation moglicherweise unter neurologischen Symptomen leiden und
schlimmstenfalls makro- und mikroskopische Zeichen einer Kleinhirndegeneration
(Kleinhirnatrophie, Purkinjezellverlust, Axonschwellung, Mikrogliaproliferation etc.;
Scarauvilli et al., 1999) entwickeln kdnnten. Diese unerwiinschten Nebenwirkungen lassen
sich jedoch nicht mit Sicherheit voraussagen, und nur durch tierexperimentelle Tests und
Klinische Studien lieBen sich erste Aussagen Uber die Vertrdaglichkeit des Antikorpers
machen. Da noch keine Untersuchungen Uber die Verteilung des Antikorpers auf die
verschiedenen Losungsraume des Korpers wie z.B. Plasma und Liquor vorliegen und
vollstandige Antikorper aufgrund ihrer Grélle die Blutbahn nur sehr trdge verlassen
(Borchmann et al., 2001), ware es sogar denkbar, daR HH 101/99-14 die Blut-Hirn-
Schranke nur schwer tberwinden und deshalb kaum Affektionen des ZNS hervorrufen

kann.
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Diese Uberlegungen deuten an, daB der therapeutische Erfolg der Antikorper stark von ih-
ren pharmakokinetischen Eigenschaften abhéngt. Neben der Verteilung im Organismus
mussen hierbei auch die Faktoren Metabolismus, Elimination sowie die Plasmaeiwei3bin-

dung der Antikorper berucksichtigt werden.

Bei der Auswertung der verschiedenen Tumorgewebe zeigte sich, dal® die histologische
Differenzierung der Tumoren Einflul auf das Farbeverhalten der drei Antikorper hat. Be-
sonders auffallig war die Affinitdt von HH 101/99-14 zu drlsig differenzierten Tumoren
wie z.B. Adenokarzinomen von Lunge, Endometrium oder Ovar. Das mag damit zusam-
menhangen, daR der Antikorper urspringlich selbst aus einem Patienten mit einem Ade-
nokarzinom stammt. Weiterhin zeigt sich eine Anfarbung verschiedener Lungenkarzinome
(plattenepitheliale, grof3zellige, Adenokarzinome) durch HH 98/81-33-154 und HH
101/99-14, was vermuten laRt, daR insbesondere Tumoren bronchialen Ursprungs die je-

weiligen Antigene der Antikdrper exprimieren.

Unter Berucksichtigung aller Ergebnisse der Immunperoxidasefarbung der verschiedenen
Gewebetypen lassen sich erste Prognosen fur die Eignung der Antikorper als adjuvantes
Tumortherapeutikum stellen. Da HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 gar keine und
HH 101/99-14 nur wenige Kreuzreaktionen mit gesundem Gewebe zeigen, ist anzuneh-
men, dal alle drei Antikdrper gut vertraglich sein werden. Die Kernfarbungen durch HH
101/99-14 kénnen dabei wie bereits erwéhnt vernachléssigt werden, und nur die Kreuzre-
aktionen mit Nervengewebe stellen ein mdgliches Risiko dar, dem mit Hilfe von Untersu-
chungen in vivo nachgegangen werden muf3. Obwohl HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-
149 keine Reaktionen mit Normalgewebe aufweisen, was auf eine gute Vertraglichkeit
schlieRen laRt, bleibt abzuwarten, wie grol? die Ansprechraten unter den Patienten mit ko-
lorektalen Karzinomen sein werden. Da die Antikorper nur etwa 39 % der getesteten kolo-
rektalen Karzinome anfarben, kdnnte man vermuten, dal} insgesamt mehr als die Hélfte
aller Tumorpatienten fir eine solche Therapie nicht geeignet sind. Bei HH 101/99-14, der
mit rund 90 % der getesteten Tumoren reagierte, sind hingegen hohere Ansprechraten zu

erwarten.
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Mit Hilfe des MTT-Tests konnte gezeigt werden, daB die Antikérper HH 98/81-33-154
und HH 101/99-14 auf Zellen der Kolonkarzinomzellinie CACO-2 sowohl nach 24- als
auch nach 48stiindiger Inkubation eine deutliche Hemmung mitochondrialer Dehydroge-
nasen bewirken. Dieses Ergebnis ist schon allein deswegen bemerkenswert, weil fir die
Versuche kein gereinigter Antikorper, sondern lediglich Zellkulturtiberstand mit relativ
geringen Antikorperkonzentrationen verwendet wurde. Es verwundert deshalb auch nicht,
daB mit verdiinntem Uberstand in den Tests kein Effekt beobachtet werden konnte, da hier
die Antikorperkonzentrationen zu gering waren, um eine nennenswerte Hemmung der
Zellproliferation zu bewirken. Die durch die einzelnen Antikorper erzielten Resultate sind
jedoch nur bedingt vergleichbar, da Batches unterschiedlicher Konzentration (HH 98/81-
33-154: 44,8 ng/ ml; HH 99/71-81-149: 18,1 pg/ ml; HH 101/99-14: 79,7 ug/ ml) einge-
setzt wurden. Umso bemerkenswerter ist es daher, dall HH 98/81-33-154 in der Auswer-
tung nach 24 Stunden eine starkere Hemmung der Zellproliferation als HH 101/99-14 her-
vorruft, wohingegen dieser, der ja in nahezu zweifach hoherer Konzentration als HH
98/81-33-154 vorlag, anscheinend erst nach weiteren 24 Stunden seine volle Aktivitat ent-
faltet (siehe auch Abb. 13 und 14).

Die Tatsache, dall mit HH 99/71-81-149 nur eine schwache Hemmung mitochondrialer
Dehydrogenasen zu verzeichnen war, ist wahrscheinlich darauf zurtickzufiihren, daR der
Antikorper in einer wesentlich geringeren Konzentration als die beiden anderen zum Ein-
satz kam. Um konzentrationsbedingte Einfllisse auf das Testergebnis ausschalten und eine
endgultige Aussage Uber die proliferationshemmende Aktivitat von HH 98/81-33-154, HH
99/71-81-149 und HH 101/99-14 treffen zu kdnnen, sollten Versuche mit gereinigten An-
tikdrpern und vergleichbaren Konzentrationen durchgefihrt werden.

Die durch den MTT-Assay belegte Proliferationshemmung der Tumorzellen ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA”-"® nachgewiesene
antikorperinduzierte Apoptose (s.u.) zurlckzufuhren. Die Frage, warum nur auf der
Zellinie CACO-2, nicht jedoch auf anderen Kolonkarzinomzellen eine Proliferationshem-
mung zu beobachten war (siehe Abb. 12), kann allerdings nicht erschdpfend beantwortet
werden. Die Resistenz dieser Karzinomzellen gegen die antikorpervermittelte Hemmung
des Zellwachstums konnte z.B. auf eine veminderte Expression oder den Verlust antigen

wirksamer Determinanten (Beatty et al., 2000) zurlickgefiihrt werden.
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Obwohl die Bedingungen in Zellkultur nicht den physiologischen Gegebenheiten entspre-
chen und deshalb die vorliegenden Ergebnisse nicht ohne weiteres auf ein anderes System
Ubertragbar sind, kénnte diese Tatsache ein Hinweis daflr sein, daB auch in vivo nicht alle

Tumoren in gleicher Weise auf die Antikdrperbehandlung ansprechen werden.

Auch fiir die Durchfilhrung des Cell Death Detection ELISA”-Y® wurde kein gereinigter
Antikorper, sondern wiederum nur Hybridomuberstand verwendet. Dennoch zeigen die
Ergebnisse dieses Assays, dal} sowohl HH 98/81-33-154 als auch HH 101/99-14 nicht nur
die Proliferation von Kolonkarzinomzellen (CACO-2) hemmen, sondern dartiber hinaus
Apoptose induzieren. Wie schon beim MTT-Test war auch hier ein starkerer Effekt durch
den niedriger konzentrierten (41,7 ug/ ml) Antikérper HH 98/81-33-154 im Vergleich zu
HH 101/99-14 (89,1 ng/ ml) zu beobachten.

Apoptose, programmierter Zelltod, beschreibt einen physiologischen Vorgang, mit dessen
Hilfe nicht mehr benétigte, defekte oder pramaligne Zellen aus dem Organismus entfernt
werden kdnnen. Auf diese Weise wird das Gleichgewicht zwischen Zellneubildung und -
untergang gewahrt (Kerr et al., 1972). Zellkern- und Chromatinfragmentation, Zell-
schrumpfung sowie Membranverdnderungen stellen charakteristische morphologische
Korrelate des Zelltodes dar (Wyllie et al., 1980 a, Wyllie et al., 1984; Cohen, 1992).
Apoptose kann unter anderem durch zytotoxische T-Lymphozyten, natlrliche Killerzellen,
Zytokine oder Glukokortikoide (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980 a, b; Wyllie et al.,
1984), aber auch durch physikalische Noxen wie Hyperthermie (Takano et al.,1991)
induziert werden. Der programmierte Zelltod stellt die effektivste und sicherste Methode
dar, um Tumorzellen aus dem Organismus zu entfernen. Da neoplastische Zellen jedoch
h&ufig aufgrund genetischer Alterationen auf die bekannten Apoptosemechanismen nicht
mehr ansprechen, wird nach Moglichkeiten gesucht, solche entarteten Zellen mit Hilfe ei-
nes externen apoptotischen Signals gezielt angreifen zu kénnen (Hensel et al., 1998).
Zwar konnte in vitro mit verschiedenen Liganden und monoklonalen Antikorpern gegen
den Fas- (APO-1/ CD95) Rezeptor (Gratas et al., 1998) Apoptose auf Tumorzellinien
induziert werden (Suda et al., 1994; Trauth et al., 1989), aber diese Antikdrper eignen
sich nicht fiir die Anwendung als Immuntherapeutikum, da ihr Antigen auch von einer
Vielzahl nicht neoplastischer Zellarten exprimiert wird (Leithauser et al., 1993) und bei

Experimenten in vivo toxische Kreuzreaktionen mit Lebergewebe beobachtet wurden
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(Ogasawara et al., 1993; Rensing-Ehl et al., 1995). Der erstmals 1989 von Vollmers et
al. beschriebene humane monoklonale Antikérper SC-1 hingegen, der durch Bindung an
eine  Magenkarzinom-assoziierte Isoform von CD55/DAF-B eine intrazelluldre
Signalkaskade aktiviert, wodurch schlie3lich der apoptotische Zelltod eingeleitet wird
(Hensel et al., 1998), hat bereits in klinischen Studien seine gute Vertréglichkeit bewiesen
und stellt ein potentes adjuvantes Immuntherapeutikum fur die Behandlung von
Magenkarzinomen dar (Vollmers et al., 2000).

Im Hinblick auf diese Ergebnisse a3t der Nachweis der apoptoseinduzierenden Aktivitét
von HH 98/81-33-154 und HH 101/99-14 darauf hoffen, daR diese beiden Antikdrper zu-
klinftig ebenfalls in der Tumortherapie Verwendung finden werden. Besonders der Anti-
korper HH 98/81-33-154 scheint aufgrund seiner hohen Aktivitat auch bei niedriger Kon-
zentration hierfur gut geeignet zu sein.

Da die Antikorper bei der Immunperoxidasefarbung aufler mit kolorektalen Karzinomen
noch mit einigen anderen Tumorgeweben eine positive Reaktion zeigten, ist weiterhin
nicht auszuschlieRen, dal auch andere Tumorzellpopulationen durch die Antikorper in ih-
rer Proliferation gehemmt werden oder ebenfalls ein apoptotisches Signal erhalten. Wei-
tere physiologische Tests mit anderen Tumorzellinien kdnnten hiertiber AufschluRR geben.
Um aufdecken zu kénnen, tber welchen Mechanismus die Antikdrper zum Zelltod fiihren,
ob sie beispielsweise mit zelluldaren Adh&sionsmolekdlen interferieren oder wie SC-1 tiber
ein membrangebundenes Protein ihre Wirkung entfalten, sind weitere funktionelle, mole-
kularbiologische sowie biochemische Untersuchungen notwendig. Insbesondere die Isolie-
rung und Charakterisierung der spezifischen Antigene konnte zur Klarung dieser Frage ei-
nen wesentlichen Beitrag leisten. Moglicherweise vermitteln HH 98/81-33-154 und HH
101/99-14 ihre Wirkung Uber Rezeptormolekiile, die ebenfalls einer Proteinfamilie wie
CD55/DAF angehoren.

Fur die Herstellung monoklonaler Antikérper stehen gegenwartig zahlreiche Verfahren
zur Verfugung, die sich durch charakteristische Vor- und Nachteile unterscheiden.

Die ersten therapeutisch einsetzbaren Antikorper wurden durch Immunisierung von Mé&u-
sen mit humanen Antigenen gewonnen (z.B. Edrecolomab, Panorex®). Diese murinen
Molekiile werden jedoch vom menschlichen Immunsystem als fremd erkannt und mit der

Bildung von Anti-Antikorpern (HAMA; human anti-mouse antibody) beantwortet
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(Borchmann et al., 2001), was bei wiederholter Applikation zur Neutralisation und
Elimination der Antikorper fuhrt und mit einem erhdhten Risiko flr allergische bzw.
anaphylaktische Reaktionen assoziiert ist. Darlber hinaus binden murine Antikérper nicht
an humane Fc-Rezeptoren, so daf sie keine indirekten Wirkungen auf ihre Zielzellen aus-
uben kénnen (Borchmann et al., 2001).

Um diese unerwiinschten Effekte zu vermeiden, kdnnen mit Hilfe gentechnischer Metho-
den Mausantikorper humanisiert werden, indem groRe Teile des murinen Molekdils mit
Ausnahme der Antigenbindungsstellen durch humane Aminosauresequenzen ersetzt wer-
den (Dickman, 1998; Glennie et. al., 2000). Diese chimaren Antikorper (z.B. Rituximab,
Mabthera®; Trastuzumab, Herceptin®) zeichnen sich zwar durch eine im Vergleich zu den
reinen MausantikOrpern geringere Immunogenitat (von Mehren et al., 1996; Winter et
al., 1993) und langere Halbwertszeit aus (Lo Buglio et al., 1989), aber auch sie kénnen die
Bildung von Anti-Maus-Antikérpern induzieren (Markham et al., 2000).

Die neuesten Forschungsansatze konzentrieren sich auf die Herstellung rein humaner An-
tikorper, die zur ldentifikation tumorspezifischer Antigene und zur Therapie neoplasti-
scher Erkrankungen eingesetzt werden kdnnen. Ein Vorteil dieser humanen Antikorper
liegt in ihrer im Vergleich zu den murinen Molekdilen wirksameren Aktivierung immuno-
logischer Effektormechanismen (Mdller et al., 2001), wodurch sie die physiologische
Antikorperfunktion besser imitieren (Vaughan et al., 1998). Da sie weder toxische Ne-
benwirkungen (Vaughan et al., 1998) noch ein immunogenes Potential aufweisen, sind
zudem wiederholte Therapiezyklen moglich (Mdller et al., 2001).

Humane monoklonale Antikérper kdnnen unter anderem durch die Immunisierung trans-
gener Mdause (sog. ,,humAb-mouse“) generiert (Tomizuka et al., 2000) oder unter Ver-
wendung groRer Phagenbanken (Griffiths et al., 1998) in Prokaryonten exprimiert werden
(sog. ,,phage display”“) (Marks et al., 1991; McCafferty et al., 1990). Beide Strategien
setzen jedoch das Vorhandensein gereinigter Antigene voraus, so dal} sie sich nicht zur
Identifizierung neuer Tumorantigene eignen.

Die 1995 von Sahin et al. beschriebene SEREX-Methode (serological identification of
antigens by recombinant expression cloning) beruht auf der Analyse von Tumor-cDNA-
Banken mit Hilfe von Serumantikdérpern. Sie ermdglicht zwar die systematische Identifi-

kation tumorspezifischer Antigene auf einer Vielzahl neoplastischer Gewebe
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(Pfreundschuh, 2000), aber es mussen in der Folge weitere Techniken angewendet
werden (z.B. humAb-mouse, phage display), bis als Endprodukt monoklonale Antikdérper
vorliegen. Somit eignet sich diese Methode weniger zur Herstellung therapeutisch einsetz-
barer Antikorper, sie dient vielmehr der tumorbiologischen Forschung und Serodiagnose
maligner Tumoren und bildet die molekulare Grundlage fiir Vakzinierungsstrategien
(Tareci et al., 1999).

Die erfolgreichste Methode zur Generierung humaner monoklonaler Antikorper stellt die
klassische Hybridomatechnologie dar.

Tumorzellen unterscheiden sich von gesunden Zellen durch die Neu- oder Uberexpression
bestimmter Molekdle oder Strukturen, die vom Immunsystem als fremd erkannt und mit
der Bildung tumorspezifischer T-Zellen und reaktiver Antikdrper beantwortet werden.
(Vollmers, 2000). Die Bildung solcher Autoantikérper in Patienten mit malignen Er-
krankungen (Faiderbe et al., 1991) ist ein haufig beobachtetes Phanomen. Dieses Poten-
tial kann therapeutisch genutzt werden, indem durch somatische Hybridisierung von B-
Lymphozyten eines Krebspatienten mit einer immortalisierten Heteromyelomzelle Zell-
klone geschaffen werden (beschrieben in: Vollmers et al., 1989), die tumorspezifische
monoklonale Antikorper produzieren. Dieses technisch relativ einfach zu handhabende
Verfahren ermdglicht die Herstellung gréfRerer Mengen einzelner Antikorper (Vollmers,
2000) unter Umgehung der xenogenen Immunisierung und gentechnischer Ansétze.

Die auf diesem Weg entstandenen vollstdndigen Antikérpermolekiile weisen alle Vorteile
humaner Immunglobuline auf. Sie ermdglichen nicht nur die Identifizierung tumorspezifi-
scher Antigene, sondern konnen gleichzeitig als Immuntherapeutikum eingesetzt werden.
Es ist daher zu erwarten, dal} diese vielversprechende Technologie in Zukunft einen festen
Platz in der Herstellung humaner monoklonaler Antikorper fir die adjuvante Immunthera-
pie neoplastischer Erkrankungen einnehmen wird (Vollmers, 1999).

Bereits 1989 isolierten Vollmers et al. mit Hilfe der Hybridomatechnologie einen apopto-
seinduzierenden humanen monoklonalen Antikérper (SC-1) aus einem Magenkar-
zinompatienten. Die bisherigen Ergebnisse einer klinischen Phase-1/11-Studie mit SC-1
zeigen, dall es moglich ist, die im Verlauf der gegen den Tumor gerichteten Immunant-
wort generierten Antikdrper risikoarm immuntherapeutisch einzusetzen, ohne dadurch die

klassische Tumortherapie zu beeintrachtigen (Vollmers, 1999).
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Auch die in dieser Arbeit untersuchten Antikorper, die ebenfalls unter Verwendung der
Hybridomatechnologie aus einem Patienten mit Dickdarmkrebs isoliert wurden, entstam-
men einer immunologischen Reaktion auf die als fremd erkannten neoplastischen Zellen
und sind damit potentiell als Immuntherapeutikum fur die adjuvante Therapie maligner
Dickdarmtumoren geeignet.

Die Bedeutung tumorspezifischer Antikdrper fur die immunologische Abwehr maligne
entarteter Zellen in vivo ist noch weitgehend unklar. Obwohl Tumorzellen vom Immunsy-
stem erkannt und mit der Bildung zytotoxischer Antikdrper und T-Lymphozyten beant-
wortet werden, ist bei vielen Patienten dennoch eine Progredienz des Tumorleidens zu be-
obachten. Es stellt sich somit die Frage, warum die immunologische Zerstérung dieser
Tumorzellen in vivo nur unzureichend funktioniert. Neben der Vermutung, dal? gegen tu-
morassoziierte Antigene gerichtete Antikorper erst in einem Stadium der Erkrankung ge-
bildet werden, in dem die Tumormasse schon so groB ist, dal3 intratumoral gelegene Zellen
nicht mehr flr die Immunglobuline zugénglich sind, kénnen bestimmte ,,iImmune-escape*-
Mechanismen des Tumors als Erklarung fir dieses Phd&nomen herangezogen werden. Zu
diesen Fahigkeiten, mit deren Hilfe sich der Tumor der Immunantwort entziehen kann, in-
dem entweder spezifische Immunzellen inaktiviert werden oder die Aktivierung
potentieller Effektormechanismen verhindert wird (Velders et al., 1998), zéhlen unter
anderem der Verlust von Tumorantigenen (Beatty et al., 2000) bzw. MHC-Molekiilen
(Zheng et al., 1999), das sog. Antigen-Shedding (Gopalkrishna et al., 1998) sowie die
konstitutive Expression immunsuppressiver Substanzen wie z.B. Zytokine (Real et al.,
2001). Ferner sind solide Tumoren durch Antigenheterogenitat und eine verminderte Zahl
immunologischer Effektorzellen innerhalb des Tumors vor der antikOrpervermittelten
Immunreaktion geschutzt (Mdller et al., 2001).

Das Problem der fiir den Antikorper erschwert zuganglichen intratumoral gelegenen Zel-
len kann gel6st werden, indem nur Patienten mit minimal residueller Tumorerkrankung

einer Antikorpertherapie zugefihrt werden (Riethmdaller et al., 1993).

Mit den monoklonalen Antikérpern HH 98/81-33-154, HH 99/71-81-149 und HH 101/99-
14 stehen drei potentielle Immuntherapeutika fur die adjuvante Behandlung kolorektaler

Karzinome zur Verfligung. Der Nachweis der Proliferationshemmung sowie die
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Apoptose-Induktion auf Tumorzellen in vitro bei gleichzeitig geringer Kreuzreaktion mit
normalem adultem Gewebe sind vielversprechende Ergebnisse, welche die Basis fiir wei-
tergehende Untersuchungen darstellen. Da es sich bei den Antikérpern um Immunglobu-
line humanen Ursprungs handelt, sind Unvertraglichkeitsreaktionen, die durch die Gabe

von Fremdeiweil3en einer anderen Spezies entstehen, nicht zu erwarten.
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5 Zusammenfassung

Drei verschiedene mit Hilfe der Hybridomatechnologie aus einem Rektumkarzinom-
patienten isolierte humane monoklonale Antikdrper wurden immunhistochemisch und mit
Hilfe zellbiologischer Tests untersucht. Die Ergebnisse der Immunperoxidasefarbung
geben erste Hinweise auf die Art und Verteilung der von den Antikdrpern erkannten
Antigene.

HH 98/81-33-154 und HH 99/71-81-149 farben nur wenige kolorektale Karzinome sowie
einige Tumoren verschiedenen histologischen Ursprungs an und zeigen keine Reaktion
mit normalen adulten oder fetalen Geweben. HH 101/99-14 reagiert dagegen aufler mit
zahlreichen Dickdarmkarzinomen auch mit einigen fetalen Geweben, was auf die Expres-
sion des spezifischen Antigens wahrend der Fetalperiode schlieBen laRt. Neben den
Kreuzreaktionen mit verschiedenen zentralnervosen Strukturen adulter Normalgewebe,
die im Hinblick auf paraneoplastische neurologische Krankheitsbilder von Interesse sind,
zeigt der Antikorper weiterhin eine Affinitat zu drisig differenzierten Tumoren.

Im MTT-Assay auf Zellen der Kolonkarzinomzellinie CACO-2 bewirkte unverdiinnter
Zellkulturtberstand der Antikorper HH 98/81-33-154 und HH 101/99-14 eine starke Proli-
ferationshemmung. Dieser Effekt konnte sowohl nach 24- als auch nach 48stlindiger In-
kubation, nicht jedoch mit verdiinntem Uberstand nachgewiesen werden. Mit Uberstand
von HH 99/71-81-149 war hingegen nur eine schwache Hemmung mitochondrialer Dehy-
drogenasen zu verzeichnen. Zellen der Linien HT-29, COLO 206F sowie COLO 320
zeigten sich hingegen resistent gegen die antikdrpervermittelte Wachstumshemmung. Mit
Hilfe des Cell Death Detection ELISA™-YS konnte weiterhin belegt werden, daB HH
98/81-33-154 und HH 101/99-14 nicht nur das Wachstum von Tumorzellen hemmen,
sondern (berdies auf der Zellinie CACO-2 Apoptose induzieren. In beiden funktionellen
Tests Uberstieg die gemessene Aktivitat des niedriger konzentrierten HH 98/81-33-154 die
von HH 101/99-14.

Die relativ geringe Anzahl von Kreuzreaktionen mit gesundem Gewebe sowie die apopto-
seinduzierende Aktivitit von HH 98/81-33-154 und HH 101/99-14 unterstreichen die Eig-
nung der Antikorper als potentielle Immuntherapeutika fiir die adjuvante Behandlung des
kolorektalen Karzinoms, einer weltweit zu den hdufigsten Krebsarten z&dhlenden Tumorer-

krankung.
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7 Abkirzungsverzeichnis

A Absorption

A. bidest. Agua bidestillata

ABTS Substrat der Enzymreaktion im Cell Death Detection
ELISAYS (Roche, Mannheim)

BSA Bovines Serumalbumin

DAB 3,3'-Diaminobenzidin

DMSO Dimethylsufoxid

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FCS Fetal Calf Serum

HE H&matoxylin-Eosin

IgM Immunglobulin M

MTT Assay zur Untersuchung der Zellproliferation (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)

PBS Phosphate buffered saline

rpm rounds per minute

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

A Wellenlange

ug Mikrogramm

mg Milligramm

g Gramm

ul Mikroliter

ml Milliliter

| Liter

nm Nanometer

um Mikrometer

min Minute

°’C Grad Celsius
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