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1. Einleitung

Das kolorektale Karzinom ist der hédufigste maligne Tumor des Gastrointestinaltraktes
und das dritthdufigste Karzinom bei Minnern sowie das zweithidufigste bei Frauen in
den Industrienationen (1). Die Pathogenese dieses Malignoms wird mit der Adenom-
Karzinom-Sequenz erkldart (2-5). Dabei entsteht durch Akkumulation genetischer
Veridnderungen aus Normalgewebe zunichst ein Adenom und schlieBlich ein Karzinom.
Bei diesen Mutationen handelt es sich entweder um Inaktivierungen von
Tumorsuppressorgenen oder Aktivierungen von Onkogenen. Die einzelnen Mutationen
treten an bestimmten Stellen im Verlauf der Tumorprogression auf; so fiihrt die
Mutation des Tumorsuppresorgenes p53 zum Ubergang vom spiten Adenom zum

Karzinom (Abb. 1).
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Abb. 1: Pathogenese des kolorektalen Karzinoms durch die Adenom-Karzinom-Sequenz. Die
Tumorprogression kommt durch Akkumulation von Mutationen zustande. Bei diesen Verdnderungen
handelt es sich um Aktivierungen von Onkogenen wie K-ras oder um Inaktivierungen von
Tumorsuppressorgenen wie p53. Durch Mutation von p53 kommt es zum Ubergang in ein invasives
Karzinom.



Die vollstindige chirurgische Resektion (RO-Resektion) des Primértumors ist
unverdndert die Basis der Therapie des kolorektalen Karzinoms. Weitere Sdulen der
klassischen Therapie sind neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapien, z. B. mit 5-FU
und Folinsdure, und die Strahlentherapie, welche pri-, intra- oder postoperativ erfolgen
kann.

Trotz radikaler chirurgischer Tumorresektion treten hédufig Karzinomrezidive auf. In
dem von uns untersuchten Patientenkollektiv (n=51) erlitten in einem
Beobachtungszeitraum von drei Jahren 18% der Patienten trotz anfianglicher RO-
Resektion des Primirtumors ein Tumorrezidiv. Dies konnte zumindest teilweise durch
eine Suppression der korpereigenen Anti-Tumor-Immunantwort erklirt werden. Wenn
es gelinge, die Mechanismen aufzukldren, die der ineffektiven Anti-Tumor-
Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom zu Grunde liegen, wire dies
hilfreich fiir die Entwicklung neuer spezifischer Immuntherapien, die zukiinftig neben
den klassischen Therapien des kolorektalen Karzinoms eine wichtige Rolle spielen

konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde p53 als tumorassoziiertes Antigen (TAA) gewdhlt und
die p53-spezifische Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom niher
analysiert.

Mutationen im p53-Gen gehdren zu den am héufigsten in der Literatur genannten
somatischen Genverianderungen bei humanen Malignomen. Diese lassen sich insgesamt
bei mehr als 50% aller Malignome nachweisen. Die Frequenz von Mutationen des p53-
Genes ist gesteigert bei Darm-, Magen-, Bronchial-, und Brustkrebs, aber auch bei
Leukdmien, Osteosarkomen, Ovarialkarzinomen und Hirntumoren. Bei kolorektalen
Karzinomen finden sich p53-Mutationen sogar in etwa 60% der Fille (6). Die
Mutationen fiihren zur Uberexpression und Akkumulation von p53-Protein im Cytosol.
Daher gilt p53 als vielversprechender Angriffspunkt fiir Immuntherapien gegen Krebs
6, 7).

p53 ist ein Tumorsuppressorgen und wird hédufig als ,,Wichter des Genoms* bezeichnet.
Wild-type-p53-Protein (wt-p53-Protein) reguliert normalerweise den Zellzyklus (8).
Wenn es zu einem DNA-Schaden kommt, akkumuliert es im Zellkern und verursacht

einen Zellzyklus-Arrest in der Gl-Phase. Die aufgetretenen Schiaden werden dann



repariert. Ist dies nicht moglich, kann p53 Apoptose (programmierter physiologischer
Zelltod) induzieren. So wird normalerweise die Expansion von abnormalen,
tumorigenen Zellen verhindert (9, 10). In Tumorzellen ist das p53-Gen selbst hiufig
mutiert und funktionslos. In der Folge kommt es rasch zur Anhdufung von genetischen
Veridnderungen und dadurch zur malignen Entartung.

In normalen Zellen wird pS3-Protein in extrem niedriger Konzentration nur im Zellkern
exprimiert. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass neu synthetisiertes wt-p53-Protein
Ubiquitin/Proteasom-vermittelt hochsensitiv dem Abbau im MDM2-Stoffwechselweg
unterliegt (11).

Wihrend der Entwicklung wird p53-Antigen im Thymus exprimiert und kann dort die
negative Selektion von Anti-p53-reaktiven CD8* T-Lymphozyten bewirken. Allerdings
kommt es nicht zu einer vollstindigen Depletion p53-spezifischer T-Zellen, wie in
einigen Studien gezeigt wurde (12, 13). Daher behilt der Korper prinzipiell das
Potential, eine gegen p53-Protein gerichtete Immunantwort zu induzieren.
Voraussetzung hierfiir wire, dass p53 als Autoantigen prisentiert werden kann. In
gesunden erwachsenen Individuen bleibt p53-Protein allerdings fiir das Immunsystem
unsichtbar oder ,.kryptisch®, weil es nicht im Zytosol vorliegt und folglich nicht auf der
Oberfliche parenchymaler Zellen préisentiert wird (14, 15).

In Tumorzellen finden sich dagegen hohe Spiegel von p53 im Zytosol, das nach
Prozessierung im Proteasom auf der Oberfliche dieser malignen Zellen prisentiert
werden kann. Dort konnten die préasentierten p53-Epitope MHC-(Major-
Histocompatibility-Complex)-Klasse-I-restringiert  von  zytotoxischen ~CD8" T-
Lymphozyten (CTL) erkannt werden (Abb.2).



‘ Tumor mit p53-Akkumulation

Abb.2: MHC-Klasse-I-restringierte Erkennung von durch Tumorzellen prisentierten p53-Epitopen durch
zytotoxische T-Lymphozyten (CTL).

Weiterhin werden grole Mengen an mutiertem p53-Protein durch nekrotische Anteile
des wachsenden Tumors freigesetzt. Das freigesetzte Protein kann von professionellen
antigenpriasentierenden Zellen (APC) wie B-Lymphozyten, Makrophagen oder
dendritischen Zellen (DC) aufgenommen, prozessiert und schlieBlich prisentiert

werden. Diese Vorginge sind MHC-Klasse-II- und MHC-Klasse-I-restringiert.

MHC-Klasse-II-restringierte CD4" T-Zell-Immunantworten auf wt- und mutiertes p53
wurden von Fedoseyeva et al. am Beispiel von gesunden und tumortragenden Méusen
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass auch in der Peripherie des adulten
Immunsystems T-Lymphozyten vorhanden waren, die gegen bestimmte wt-p53-
Determinanten gerichtet waren. Durch Immunisierung mit p53-Peptiden gelang es,
diese Zellen spezifisch zu aktivieren. Die genauere Analyse ergab, dass die T-
Lymphozyten entweder mutierte Abschnitte von pS3 oder ehemals kryptische selbst-
p53-Determinanten erkannten. Welche p53-Peptide erkannt wurden, hing auch vom
Stadium der Tumorgenese ab (16). Folglich kann eine durch T-Lymphozyten

vermittelte Immunantwort gegen p53 induziert werden, wenn in Tumorzellen neue p53-



Determinanten nach Prozessierung von mutiertem p53-Protein entstehen, obwohl wt-
p53-Protein in gesunden Zellen normalerweise vom Immunsystem ignoriert wird.

Auch andere Studien an Nagern konnten die Immunogenitit von p53 wéihrend der
Tumorgenese und die dadurch bedingte Induktion von CD4" (T-Helfer-Zellen) und
CD8" (zytotoxische und Suppressor-T-Zellen) T-Zell-Immunantworten belegen.
Obwohl eine Immunantwort gegen p53 aus Tumorzellen induziert wird, ist diese
offensichtlich nicht ausreichend genug, um Tumoren zu eradizieren. In Mausmodellen
wurden bemerkenswerterweise nach Immunisierung mit wt-p53 pS53-spezifische T-
Helfer (Th)-Zellen und zytotoxischen T-Zellen (CTL) gebildet, die eine AbstoBung des
Tumorgewebes bewirken konnten (17, 18). Diese Ergebnisse stiitzen die Vermutung,
dass gegen p53 gerichtete T-Lymphozyten, die prinzipiell zur Tumorzerstorung fihig
wiren, ohne Impfung entweder nie aktiviert werden oder aber von anderen Th-Zellen

supprimiert werden.

CD4" Th-Zellen konnen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden: Th-Zellen vom Typ 1
(Th1) sezernieren nach Antigenstimulation Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2) oder
Interferon-y (IFN-y); dagegen sezernieren Th-Zellen vom Typ 2 (Th2) nach
Antigenstimulation Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-10 (19, 20). Weiterhin
unterscheiden sich die beiden Zelltypen in ihrer Suszeptibilitit fiir Antigenstimulation,
in ihrer Abhingigkeit fiir kostimulatorische Signale durch APC und in ihrer Spezifitit
fiir Peptid-Determinanten (21). Die Thl-Antwort ist inflammatorisch und dient der
Bekdampfung von fremden Komponenten wie Bakterien, Pilzen oder Viren. Auflerdem
fiihrt sie zur AbstoBung von transplantiertem Gewebe. Die Th2-Immunantwort bewirkt
dagegen eher Immuntoleranz gegeniiber Selbst-Komponenten. Die beiden Typen der
Th-Immunantworten verhalten sich antagonistisch. Durch die von Thl-Zellen
ausgeschiitteten Zytokine wird der Th2-Typ inhibiert und umgekehrt. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Bipolaritit eine wichtige Rolle in der Regulation von
Immunantworten in vivo spielt (22).

Auf die Tumorimmunologie iibertragen wiirde ein Uberwiegen der Thl-Antwort zu
einer Zerstorung oder zumindest Bekimpfung des Malignoms fiihren, ein Uberwiegen
der Th2-Antwort dagegen eher die Toleranz des Tumors durch das Immunsystem

bewirken.



Regulatorische T(T,z)-Zellen stellen eine Subpopulation der Th2-Zellen dar, die u.a.
durch die konstitutive Expression der a-Untereinheit des IL-2-Rezeptors (CD25) und
den Transkriptionsregulator Foxp3 niher charakterisiert sind. Die Funktion dieser
Zellen ist die Suppression von immunologischen Reaktionen. Sie scheinen die
Entstehung von Autoimmunerkrankungen und Entziindungen verhindern zu konnen. Im
Bereich der Tumorimmunologie wird vermutet, dass die T..-Lymphozyten fiir die

Unterdriickung einer effektiven Anti-Tumor-Immunantwort mitverantwortlich sind.

Wie oben ausgefiihrt stiitzen einige Daten die Hypothese, dass gegen p53 gerichtete T-
Lymphozyten bei Tumorpatienten nicht aktiviert werden oder durch bestimmte
Subpopulationen von T-Zellen wie Te-Zellen supprimiert werden. So publizierten
Fedoseyeva et al. die Ergebnisse von Untersuchungen an Miusen mit J774-Sarkomen:
Die groe Mehrheit von p53-spezifischen T-Zellen der Miuse sezernierte die Th2-
Zytokine IL-4, IL-5 sowie IL-10 (16). Diese Beobachtungen legen nahe, dass bei den an
einem Sarkom erkrankten Méusen p53 zwar immunogen ist und spezifisch gegen p53
gerichtete T-Zellen gebildet werden. Allerdings fithren die présentierten p53-
Determinanten in diesem Modell zur Polarisierung in Richtung einer Th2-
Immunantwort, was erkldren konnte, dass der Tumor toleriert wird und nicht durch
andere T-Zell-Populationen attackiert wird. Weitere Untersuchungen werden zeigen, ob
die bevorzugte Aktivierung von Th2-Zellen durch p53 ein allgemeines Prinzip darstellt,
d.h., auch auf andere Tumoren iibertragbar ist und vor allem auch fiir humane

Malignome gilt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die p53-spezifische Immunantwort bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom untersucht. Auch bei diesem Karzinom konnten Mutationen des
pS53-Genes sehr hdufig nachgewiesen werden (23). In der Vergangenheit konzentrierten
sich die Untersuchungen vor allem auf die Identifizierung von mit MHC-Klasse-I
prisentierten p53-Peptiden, die durch CD8" CTL erkannt werden knnen (24).

Erst seit einigen Jahren hiuft sich die Evidenz fiir die zentrale Rolle der CD4" Th-
Zellen in der Tumorimmunologie (25). In Untersuchungen an Méusen konnte gezeigt
werden, dass p53-spezifische Th-Zellen p53-spezifische CTL unterstiitzen und dadurch

das Wachstum von p53-iiberexprimierenden Tumoren verzogern konnen (26).



Normalerweise exprimieren solide Tumoren wie das kolorektale Karzinom keine MHC-
Klasse-II-Molekiile auf ihrer Oberfliche. Daher konnen sie von CD4" Th-Lymphozyten
nicht direkt erkannt und bekdmpft werden (25). Vielmehr werden vom Karzinom
freigesetzte TAA von professionellen APC (DC, Makrophagen, B-Lymphozyten)
aufgenommen, prozessiert und den CD4" Zellen MHC-Klasse-II-vermittelt prisentiert.
Die CD4" Zellen konnen in der Folge B-Lymphozyten zur Produktion von Antikdrpern
anregen, spezifisch gegen den Tumor gerichtete CTL aktivieren und auch Effektorzellen
des angeborenen, unspezifischen Immunsystems aktivieren. Dazu gehoren natiirliche

Killerzellen (NK-Zellen), Eosinophile sowie Makrophagen (27-30).

Die bei Patienten mit primédrem kolorektalem Karzinom detektierten p53-spezifischen
Th-Immunantworten reichen offensichtlich nicht aus, um das Tumorwachstum zu
kontrollieren bzw. den Tumor komplett zu eradizieren. Sonst wiren keine aufwendigen
chirurgischen Interventionen nétig und es wiirde weniger hdufig zu Karzinomrezidiven
kommen. In der Literatur wurden zahlreiche sogenannte Tumor-Escape-Mechanismen
beschrieben, die das Scheitern der Anti-Tumor-Immunantwort erklaren konnten. Zu
diesen Mechanismen zihlen u.a. der Verlust von Tumorantigenen (31, 32), der Verlust
oder die Herunterregulierung von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Oberfliche der
Tumorzellen, wodurch sich keine suffiziente CTL-Immunitit ausbilden kann (33-35),
und der Mangel an Kostimulation, der eine Anergie der T-Zellen zur Folge haben kann

(36, 37).

Moglicherweise induzieren von Tumorzellen freigesetzte TAA wie p53 bevorzugt die
Produktion von Th2-Zytokinen wie IL-10 durch Th2-Zellen und regulatorische T(T\,)-
Lymphozyten Abb. 3). Es konnte gezeigt werden, dass dadurch eine effektive
Tumorabwehr in vielfiltiger Weise behindert wird. So fithren erhohte IL-10-Spiegel zu

mangelhafter Differenzierung und Funktion von DC (38, 39).
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Abb. 3: Moglichkeiten der Differenzierung von p53-spezifischen T-Helfer-(Th-)Zellen. Nach maligner
Transformation kommt es zur p53-Akkumulation im Zytosol der Tumorzellen. Durch nekrotischen
Zerfall von Anteilen des expandierenden Tumors wird p53-Protein freigesetzt. Dieses wird von
antigenprisentierenden Zellen (APC) wie dendritischen Zellen (DC) aufgenommen, prozessiert und
zusammen mit MHC-Klasse-1I-Molekiilen CD4" Th-Zellen priisentiert. Prinzipiell kénnen sich die Th-
Zellen in zwei Richtungen differenzieren. Th1-Zellen produzieren inflammatorische Zytokine wie IFN-y
und fiihren u.a. durch Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen (CTL) zum Immunangriff mit eventueller
Zerstorung des Tumors. Th2-Zellen produzieren dagegen inhibitorische Zytokine wie IL-10. Dies hat eine
Toleranz des Tumors zur Folge. IL-10 bewirkt eine Hemmung des Thl-Typs der Immunantwort,
behindert die Differenzierung und Funktion von DC und verhindert so den Immunangriff. Die dieser
Arbeit zu Grunde liegende Hypothese besagt, dass p53-Determinanten, die eine IL-10-Produktion
bewirken, bei Patienten mit kolorektalem Karzinom jene, die zur IFN-y-Produktion fiihren, iiberwiegen.

Um die oben genannte Hypothese genauer zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit die
pS3-spezifische Th-Zell-Immunitit bei 51 Patienten mit primidrem kolorektalem
Karzinom in  verschiedenen = UICC-Stadien  analysiert. = Zundchst  wurde
immunhistochemisch untersucht, wie stark p53 im Tumorgewebe exprimiert wird und
ob sich p53-positive Zellen im peripheren Blut der Patienten detektieren lassen. Zur

Analyse der humoralen Immunitit wurden zum einen PBL aus dem peripheren Blut



immunzytochemisch geféarbt, zum anderen die p53-Antikdrperproduktion im Serum der
Patienten gemessen. Die zellulire Immunitit im Blut wurde ebenfalls mittels
Immunzytochemie untersucht. Zum Nachweis von CD4"CD25" Zellen, welche auf eine
Th2-Antwort hindeuten, wurden Cytospins fiir die Immunfluoreszenz angefertigt.

Wir mallen die p53-spezifische IFN-y-(Thl-Zytokin) und IL-10-Produktion (Th-2-
Zytokin) von T-Zellen, die mit synthetischen wt-p53-Peptiden stimuliert worden waren.
AuBerdem analysierten wir, welche pS3-Determinanten zur Differenzierung in die Thl-
oder Th2-Richtung fiihrten. Wenn sich eine Dominanz der IL-10-Produktion
nachweisen lieBe, so spriche dies dafiir, dass T.-Zellen direkt an der Modulation der
Anti-Tumor-Immunantwort teilnehmen. Weiterhin wurde die Expression von Th2-
spezifischen Genen im Tumorgewebe gemessen, weil Studien belegen, dass eine
Infiltration des Tumors mit Th2-Zellen mit einer hoheren Rate an Tumorrezidiven und
einer Reduktion des krankheitsfreien Uberlebens assoziiert ist (40). SchlieBlich wurde
Tumorgewebe molekularbiologisch auf das Vorliegen von p53-Mutationen untersucht.

Alle Ergebnisse wurden in Bezug zu den UICC-Stadien der Patienten gesetzt.



2. Fragestellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragen beantwortet werden:

1)

2)

3)

4)

5)

Sind p53-positive Zellen im peripheren Blut von Patienten mit kolorektalem

Karzinom nachweisbar?

Finden sich bei den Patienten Antikorper gegen p53 im Serum? Besteht eine

Korrelation zwischen Antikdrperproduktion und UICC-Stadium?

Besteht eine Korrelation zwischen der Zahl der CD4"CD25% Zellen im

peripheren Blut und dem UICC-Stadium der Patienten?

Induziert Stimulation mit synthetischen p53-Peptidfragmenten bei peripheren
Blutlymphozyten (PBL) der Patienten eher eine Thl-Antwort (IFN-y-
Produktion) oder eine Th2-Antwort (IL-10-Produktion)?

Korreliert die Expression von Ty,-spezifischen Genen im Tumor mit dem

UICC-Stadium der Patienten?

10



3. Material und Methoden

3.1 Patienten

In dieser Arbeit wurden insgesamt 51 Patienten, bei denen ein primires kolorektales
Karzinom diagnostiziert wurde, untersucht. Es wurde die Zustimmung des lokalen
Ethik-Komitees eingeholt. Alle Patienten gaben nach ausfiihrlicher Aufkldrung ihr
Einverstindnis im Sinne eines informed consent.

Den Patienten wurde praoperativ peripher-venoses Blut entnommen; perioperativ wurde
Tumorgewebe zur immunhistologischen Aufarbeitung gewonnen.

Periphere Blutlymphozyten (PBL) wurden entsprechend der Vorgaben des Herstellers
(Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen) mit ,,Lymphoprep* isoliert.

PBL, Sera oder Tumorgewebe wurden sofort weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.
Die Karzinome wurden nach Lokalisation, UICC-Stadium (Staging) und
Differenzierung (Grading) beurteilt (Tab. 1). Auerdem wurden Angaben zu Alter und

Geschlecht der Patienten in einer Datenbank gespeichert.

Tab. 1. UICC-Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms
(iberarbeitete Version von 2002)

MO

M1
pNO pN1 pN2
pT1
St. | St. Il A
pT2
Stlic | StIv
pT3 St. 1A
St. 1l B
pT4 St.1IB

11



3.2 Cytospins
3.2.1 Allgemeines

Von 14 Patienten mit primdrem kolorektalem Karzinom und von drei gesunden
Kontrollpersonen wurde prdoperativ peripher-vendses Blut entnommen, um daraus
Cytospins anzufertigen. Die PBL wurden wie oben beschrieben isoliert. Die Lagerung
der Zellen erfolgte bei -80°C. Nach dem Auftauen wurden die Zellen in GIBCO™-
RPMI-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) gelost.

Die gelosten Zellen wurden mit einer Shandon Cytospin 2 Zellzentrifuge (Thermo
Shandon, Pittsburgh, USA) auf Adhésionsobjekttriger (Marienfeld, Lauda-
Konigshofen) aufgebracht.

Die Zentrifuge besteht aus zwolf Trichtern, die jeweils mit einem Objekttriger
verbunden sind. Zwischen dem Trichter und dem Objekttriger befindet sich ein
Filterpapier mit einer zentralen Offnung. 100ul der Zellsuspension wurden in jeden

Trichter pipettiert und fiir eine Minute bei 550 rpm zentrifugiert.

Um die Dichte der Zellen auf den Objekttrigern besser abschitzen zu kénnen, wurden
die ersten Cytopins von jedem Patienten direkt nach dem Zentrifugieren nativ unter dem
Mikroskop begutachtet. Falls die Zellen sich iiberlappten, wurden sie weiter verdiinnt;
lagen sie nicht dicht genug, wurde die Suspension stirker konzentriert.

Die Cytospins trockneten iiber Nacht bei Raumtemperatur. Danach wurden sie in

Alufolie eingewickelt und bei -20°C im Kiihlschrank gelagert.

3.2.2 Immunzytochemische Einfachfidrbung der Cytospins

Die Cytospins wurden in Aceton bei +4°C fixiert. Um die endogene Peroxidase-
Aktivitat zu blocken, wurde ein ,Peroxidase Block® (DakoCytomation, Hamburg)
benutzt.

Die Primirantikorper waren monoklonale mouse-anti-human-Antikdrper gegen CD45,
CD45RA, CD45R0, CD8, CD56, IgG, Pancytokeratin (Klone AE1/AE3), CK20, p53,
EMA, CEA (DakoCytomation), CD4 (Immunotech, Marseille, France) und CD25 (BD
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Pharmingen, Heidelberg, Deutschland). Zur Darstellung von IgM und Her-2/neu
wurden polyklonale rabbit-anti-human-Antikdrper verwendet (DakoCytomation).

Als Sekundir- bzw. Tertidrantikorper wurde ein Streptavidin-Biotin-System eingesetzt
(DakoCytomation). Die Peroxidase-konjugierten Antikorper wurden mit DAB geférbt
(DakoCytomation). Die Kerngegenfirbung erfolgte mit Mayr’s Hidmatoxylin;
schlieBlich wurden die Cytospins mit Gycergel™ (DakoCytomation) wiissrig eingedeckt

(DakoCytomation) (Tab. 2).

Tab.2: Ubersicht iiber die fiir die Cytospins verwendeten Primérantikorper. * Bei dem Antikorper gegen
Pancytokeratin handelt es sich um eine Mischung von zwei monoklonalen Antikdrpern, Klon AE1 und

AE3 im Verhiltnis 4:1. Es werden die Cytokeratine 1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 14, 15, 16 und 19 erkannt.

Antikorper Vorkommen/Funktion Hersteller Verdiinnung Typ

CD45 fast alle Leukozyten DakoCytomation 1:200 monoklonal, mouse-anti-human
CD45RA B-Zellen DakoCytomation 1:100 monoklonal, mouse-anti-human
CD45R0O reife, aktivierte T-Zellen DakoCytomation 1:100 monoklonal, mouse-anti-human
CD8 Sjgg;?s):thf ZUQI?en DakoCytomation 1:200 monoklonal, mouse-anti-human
CD4 Th-Zellen, Makrophagen Immunotech 1:25 monoklonal, mouse-anti-human
CD25 aktivierte T-Lymphozyten BDPharmingen 1:10 monoklonal, mouse-anti-human
CD56 NK-Zellen DakoCytomation 1:25 monoklonal, mouse-anti-human
19G B-Zellen DakoCytomation 1:50 monoklonal, mouse-anti-human

IgM B-Zellen DakoCytomation 1:20000 polyklonal, rabbit-anti-human
p53 Tumorsuppressorgen DakoCytomation 1:50 monoklonal, mouse-anti-human
Pancytokeratin Epithelzellen DakoCytomation 1:50 monoklonal, mouse-anti-human *
CK20 kolorue.I;t.a_II%sm}é?;zr:nom DakoCytomation 1:20 monoklonal, mouse-anti-human

Her-2/neu M":’Tn;g:i?]ﬁrz]zgéor' DakoCytomation 1:100 polyklonal, rabbit-anti-human
EMA neopr:gg':iqsilﬁzsug(;ithel DakoCytomation 1:500 monoklonal, mouse-anti-human
CEA A?\/?g?gf?:;?{ge DakoCytomation 1:100 monoklonal, mouse-anti-human

Die Einfachfirbungen wurden mit einem Mikroskop (Zeiss, Goéttingen) ausgewertet, in
dessen Okular ein Zellraster eingesetzt werden konnte.

Um einen Uberblick zu bekommen und reprisentative Abschnitte des Priiparates
auszumachen, wurde jeder Cytospin zunidchst bei 100-facher Vergroerung
mikroskopiert. Danach wurden alle Zellen innerhalb eines Rasters bei 400-facher

VergroBerung gezihlt. In einem zweiten Schritt wurden nur die DAB-positiven Zellen
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innerhalb desselben Rasters gezihlt. Falls eine Gesamtzellzahl von 200 bis 250 Zellen
innerhalb eines Rasters erreicht wurde, wurde das Auszihlen beendet, ansonsten wurden
- bedingt durch die unterschiedliche Zelldichte der Cytospins - so viele weitere Raster
ausgezihlt, bis eine Gesamtzellzahl von 200 bis 250 erreicht war.

Die Ergebnisse wurden als ,,positive Zellen in Prozent* angegeben (= Anzahl der
positiven Zellen dividiert durch Anzahl aller gezédhlten Zellen). Weiterhin wurde die
Intensitidt der Immunfarbung in drei Stufen bewertet (+ = schwach, ++ = mittel, +++ =
stark). Dem Untersucher war nicht bekannt, von welchem Patienten das untersuchte

Préparat stammte.

3.2.3 Immunfluoreszenz-Doppelfirbung der Cytospins

Die Herstellung der Cytospins und deren Fixierung erfolgten wie oben beschrieben.
Zum Blocken von endogenen Enzymaktivititen wurde Antibody Diluent verwendet
(DakoCytomation).

Der Primérantikorper gegen CD25 war ein monoklonaler mouse-anti-human-
Antikorper. Als Sekundirantikdrper wurde ein Cy3-markierter donkey-anti-mouse-
Antikorper verwendet (Jackson Immuno Research, Soham, Cambridgeshire, UK)

Ein CD4-FITC-markierter mouse-anti-human-Primérantikorper (DakoCytomation)
wurde danach zur Darstellung von CD4 aufgetragen. Die fertigen Priparate wurden mit
Fluoromount-G (Biozol, Eching) eingedeckt.

Die Immunfluoreszenz-Firbungen wurden mit einem FluoView FV1000 Confocal
Mikroskop und Software der Firma Olympus (Hamburg) ausgewertet. Repridsentative
Abschnitte eines Préaparats wurden mit 100-facher und 400-facher Vergroferung
fotografiert und gespeichert. Die Darstellung erfolgte in Cy3-Markierung, FITC-
Markierung und als FITC-Cy3-Doppelmarkierung. Die Firbungsintensitit (gering,
mittel, stark) und der Prozentsatz an doppelt positiven Zellen im Pridparat wurde nach
Auswertung von jeweils 20 Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergroerung abgeschitzt.
Dem Untersucher war nicht bekannt, von welchem Patienten das untersuchte Priparat

stammte.
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3.3 Immunhistochemische Firbung von Tumorgewebe

Fiir die histologische Untersuchung wurden repréasentative Abschnitte des
entnommenen Tumorgewebes (n=51) in zehnprozentigem gepufferten Formalin fixiert.
Die Paraffin-Schnitte wurden mit Himatoxylin-Eosin-Farbungen untersucht. Kryostat-
Schnitte wurden mit Paraformaldehyd-Lysin-Periodat fixiert, um mit der folgenden
Farbung Zelloberflichenantigene darzustellen. Zur Kontrolle wurden Farbungen von
sechs Patienten ohne pathologischen Tumorbefund der Darmschleimhaut angefertigt.
Der verwendete monoklonale Antikorper DO-7 war gegen die Aminoséduren 35-45 des
menschlichen p53-Proteins gerichtet (DakoCytomation, Heidelberg, Deutschland).
Sekundir- und Kontrollantikérper wurden von BD Pharmingen (Heidelberg,
Deutschland) bezogen.

Gereinigtes IgG1 oder Isotype-matched-monoklonale Antikorper wurden in jedem
Experiment zur Kontrolle verwendet. Aulerdem wurden Kontrollen angefertigt, um
verbliebene endogene Peroxidase-Aktivitit zu erfassen.

Der Prozentsatz an p53-positiven Tumorzellen im Pridparat wurde nach Auswertung von

jeweils 20 Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergro3erung abgeschitzt.

3.4 Stimulation von Lymphozyten aus dem peripher-venosen Blut von
Karzinompatienten mit synthetischen p53-Peptiden
3.4.1 Synthetische p53-Peptide

95 Peptide, die die Sequenz des wt-p53-Proteins umfassten, wurden auf ,,Polyethylen-
Pins* oder ,,Polystyren-Resins synthetisiert. Dabei wurden die Standardbedingungen
fir Aktivierung, Fmoc-Deprotektion, Seitenketten-Deprotektion und Spaltung der
Peptide beachtet (Mimotopes, Clayton Victoria, Australien).

Die p53-Peptide wurden als 14-mere synthetisiert, wobei sich jeweils 4 Aminoséduren
(AS) iiberlappten (Tab. 3). Die fertigen Peptide wurden in 10 Peptidpools aufgeteilt
(Pool 1: Peptide 1-10, AS 1-50; Pool 2: Peptide 11-20, AS 51-90; usw.). Die Peptide

wurden von der Firma Prolmmune Limited (Oxford, UK) bezogen.
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Tab. 3: Auflistung der Aminosiduresequenz der verwendeten synthetischen p53-Peptide. Die p53-Peptide
(n=95) umfassten die gesamte humane wild-type(wt)-p53-Sequenz. Die Peptide bestanden aus jeweils 14
Aminosiduren (AS) mit 4 tiberlappenden AS. Dies wird in der Tabelle fiir die ersten 5 Peptide durch die
graue Schattierung verdeutlicht. Die p53-Peptide wurden in 10 Peptidpools aufgeteilt (Pool 1: Peptide 1-
10, AS 1-50;...;Pool 10: Peptide 91-94, AS 371-393).

1 | MEEPQSDPSVEPPL 33 | ALNKMFCQLAKTCP 65 | LEDSSGNLLGRNSF
2 | QSDPSVEPPLSQET 34 | MFCQLAKTCPVQLW 66 | SGNLLGRNSFEVRV
3 | SVEPPLSQETFSDL 35 | LAKTCPVQLWVDST 67 | LGRNSFEVRVCACP
4 | PLSQETFSDLWKLL 36 | CPVQLWVDSTPPPG 68 | SFEVRVCACPGRDR
5 | ETFSDLWKLLPENN 37 | LWVDSTPPPGTRVR 69 | RVCACPGRDRRTEE
6 | DLWKLLPENNVLSP 38 | STPPPGTRVRAMAI 70 | CPGRDRRTEEENLR
7 | LLPENNVLSPLPSQ 39 | PGTRVRAMAIYKQS 71 | DRRTEEENLRKKGE
8 | NNVLSPLPSQAMDD 40 | VRAMAIYKQSQHMT 72 | EEENLRKKGEPHHE
9 | SPLPSQAMDDLMLS 41 | AIYKQSQHMTEVVR 73 | LRKKGEPHHELPPG
10 | SQAMDDLMLSPDDI 42 | QSQHMTEVVRRCPH 74 | GEPHHELPPGSTKR
11 | DDLMLSPDDIEQWF 43 | MTEVVRRCPHHERC 75 | HELPPGSTKRALPN
12 | LSPDDIEQWFTEDP 44 | VRRCPHHERCSDSD 76 | PGSTKRALPNNTSS
13 | DIEQWFTEDPGPDE 45 | PHHERCSDSDGLAP 77 | KRALPNNTSSSPQP
14 | WFTEDPGPDEAPRM 46 | RCSDSDGLAPPQHL 78 | PNNTSSSPQPKKKP
15 | DPGPDEAPRMPEAA 47 | SDGLAPPQHLIRVE 79 | SSSPQPKKKPLDGE
16 | DEAPRMPEAAPPVA 48 | APPQHLIRVEGNLR 80 | QPKKKPLDGEYFTL
17 | RMPEAAPPVAPAPA 49 | HLIRVEGNLRVEYL 81 | KPLDGEYFTLQIRG
18 | AAPPVAPAPAAPTP 50 | VEGNLRVEYLDDRN 82 | GEYFTLQIRGRERF
19 | VAPAPAAPTPAAPA 51 | LRVEYLDDRNTFRH 83 | TLQIRGRERFEMFR
20 | PAAPTPAAPAPAPS 52 | YLDDRNTFRHSVVV 84 | RGRERFEMFRELNE
21 | TPAAPAPAPSWPLS 53 | RNTFRHSVVVPYEP 85 | RFEMFRELNEALEL
22 | PAPAPSWPLSSSVP 54 | RHSVVVPYEPPEVG 86 | FRELNEALELKDAQ
23 | PSWPLSSSVPSQKT 55 | VVPYEPPEVGSDCT 87 | NEALELKDAQAGKE
24 | LSSSVPSQKTYQGS 56 | EPPEVGSDCTTIHY 88 | ELKDAQAGKEPGGS
25 | VPSQKTYQGSYGFR 57 | VGSDCTTIHYNYMC 89 | AQAGKEPGGSRAHS
26 | KTYQGSYGFRLGFL 58 | CTTIHYNYMCNSSC 90 | KEPGGSRAHSSHLK
27 | GSYGFRLGFLHSGT 59 | HYNYMCNSSCMGGM 91 | GSRAHSSHLKSKKG
28 | FRLGFLHSGTAKSV 60 | MCNSSCMGGMNRRP 92 | HSSHLKSKKGQSTS
29 | FLHSGTAKSVTCTY 61 | SCMGGMNRRPILTI 93 | LKSKKGQSTSRHKK
30 | GTAKSVTCTYSPAL 62 | GMNRRPILTIITLE 94 | KGQSTSRHKKLMFK
31 | SVTCTYSPALNKMF 63 | RPILTIITLEDSSG 95 | TSRHKKLMFKTEGP
32 | TYSPALNKMFCQLA 64 | TITLEDSSGNLLG

3.4.2 ELISPOT Assay (IL-10)

Um die Frequenz der p53-reaktiven Th2-Zellen, die das Cytokin IL-10 produzieren, zu
bestimmen, wurde der ELISPOT Assay angewendet. Dabei wurden zundchst ELISPOT
96-Well-Platten (Millipore, in PBS-Puffer
Antikorpern gegen IL-10 (BD Bioscience, Heidelberg) beschichtet und iiber Nacht bei

Molsheim) mit gelosten  Capture-
4°C inkubiert. Die Platten wurden mit einprozentigem PBS-BSA fiir zwei Stunden
geblockt und dann mit PBS gewaschen.

Danach wurde eine Gesamtmenge von mindestens 1x10° PBL geldst in 100 ul eines

kompletten RPMI-Mediums (RPMI 1640 Medium (Invitrogen, Karlsruhe) mit 10%
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normalem Humanserum (PAA, Coelbe), 100 U/ml Penicillin (Biochrom, Berlin), 100
pg/ml Streptomycin (Biochrom), 5 mM HEPES (Biochrom) 1% nicht-essentielle
Aminosduren (Biochrom), 1 mM Natrium-Pyruvat (Biochrom) und 2 x 10° M 2-
Mercaptoethanol (Invitrogen)) und der jeweils relevante p53-Peptidpool (Konzentration
des einzelnen Peptides: 50ug/ml) in jedes Well pipettiert. Kontroll-Wells enthielten
Zellen und Medium alleine als Negativkontrolle oder PHA (Konzentration:
Sug/ml/well) ohne Peptide als stimulierende Substanz und somit als Positivkontrolle.
Nach 24 Stunden wurden die Platten erneut gewaschen. Danach wurde ein biotinylierter
Detektionsantikdrper (BD Bioscience. Heidelberg) hinzugefiigt und die Platten zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde
Horseradish-Peroxidase(HRP)-Konjugat (BD Bioscience. Heidelberg) hinzugegeben
und eine weitere Stunde bei Dunkelheit inkubiert. Frisch zubereitetes AEC
(Aminoethyl-Carbazol; Pierre Pharmaceuticals, Rockland, IL, USA; 10 mg/ml in N-, N-
Dimethylformamid gelost), das in 0,1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5,0) gelst und mit
H,0; 30% (Wasserstoffperoxid; 200ul/Well) gemischt wurde, diente zur Entwicklung.

Die resultierenden Spots wurden mit einem Computer-assistierten ELISA Spot Image
Analyzer (CTL, Cleveland, Ohio) gezihlt. Die Versuche wurden insgesamt vier Mal
wiederholt. Die Ergebnisse wurden als Frequenz der IL-10 produzierenden Zellen pro

Million Zellen angegeben (Abb. 4).
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Abb. 4: Prinzip des Elispot Assays. Die das zu untersuchende Antigen (hier IL-10) sezernierenden Zellen
werden in Wells inkubiert, die mit Capture-Antikorpern beschichtet sind (A). Nach 24 Stunden werden
die Zellen durch mehrere Waschschritte entfernt. Das sezernierte Antigen bleibt an den immobilen
Antikorpern gebunden (B). Die Wells werden danach mit biotinylierten Antikdrpern inkubiert (C). Nach
weiteren 2 Stunden wird Horseradish-Peroxidase(HRP)-Konjugat bei Dunkelheit hinzugefiigt (D). Zur
Entwicklung dient AEC (E). Dort, wo Lymphozyten das gesuchte Antigen sezerniert haben, bilden sich
rote ,,Spots*, die Computer-assistiert ausgezidhlt werden. (F) zeigt die Aufsicht auf ein Well mit mehreren
Spots.

3.4.3 IFN-yELISA

Um die Produktion des Th1-Cytokins IFN-y zu messen, wurde ein ELISA durchgefiihrt,
wobei die Uberstinde aus den ELISPOT-Experimenten als Proben dienten.

Es wurde das BIOSOURCE Cytoscreen Kit (BIOSOURCE, Camarillo, CA, USA)
benutzt und nach den Herstelleranleitungen verfahren. Dazu wurden 96-Well-Platten
verwendet, die mit Antikorpern gegen IFN-y beschichtet waren. In die Wells wurden
zundchst 50 pl Standards, Kontrollen und Proben pipettiert. Dann wurde der zweite

Antikorper gegen IFN-y (50ul Biotin-Konjugat) hinzugegeben. Die Platten wurden im
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Folgenden fiir 90 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, danach ausgeschiittet und vier
Mal gewaschen.

Anschlieend wurde 100ul Streptavidin-HRP Working Solution in jedes Well pipettiert.
Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur von 45 Minuten und weiteren
Waschschritten wurde 100ul Stabilized Chromogen hinzugefiigt. Die Platten
inkubierten weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur. Schlielich wurde je 100ul Stop
Solution hinzugefiigt. Die Auswertung erfolgte am ELISA-Reader bei 450nm
(Dynatech Laboratories, Sullyfield, USA).

3.5 ELISA zum Nachweis von zirkulierenden Anti-p53-Antikorpern

Die p53-spezifischen IgG-Titer wurden quantitativ mit einem kommerziell erhéltlichen
pS3-ELISA Kit von Oncogene (Boston, MA, USA) untersucht. Fiir jede Serumprobe
wurde zunidchst entsprechend der Beschreibung des Herstellers der relative p53-
Autoimmunindex berechnet (cut-off-Wert: 0,035). Der Anti-p53-Titer (U/ml) der
positiven Serumproben wurde bei 50-facher Verdiinnung berechnet, indem eine lineare
Regressionskurve verwendet wurde. In dieser wurden Standardkonzentrationen gegen
die Absorption aufgetragen.

Von jedem Patienten wurden zwei Serumproben getestet (n=40). Die Experimente

wurden drei Mal wiederholt. Sera von Gesunden dienten als Kontrollen (n=11).

3.6 RNA-Extraktion

Das RNA Extraction Kit (Qiagen Kit, Hilden) wurde entsprechend der
Herstellerangaben verwendet, um RNA aus jeweils mindestens 10 mg homogenisiertem
Tumorgewebe zu extrahieren. Das Tumorgewebe wurde zuvor in DEPC-75% Ethanol
gewaschen, danach in DEPC-Wasser gelost und bei -70°C gelagert. Alle benutzten
Glasgefide wurden mit DEPC-Wasser gespiilt und autoklaviert. Alle Losungen wurden
mit DEPC-Wasser zubereitet. Die Menge an Gesamt-RNA wurde festgelegt, indem die

Absorption der Proben spektrophotometrisch bei 260nm gemessen wurde. Die Reinheit
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der Gesamt-RNA, also das Fehlen von Kontaminationen der Proben durch Proteine,

wurde dadurch sichergestellt, dass die 260nm/280nm-Ratio im Bereich 1,8-2,0 lag.

3.7 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Ketten-Reaktion (RT-PCR) zur Detektion von
p53-Mutationen

Um Copy(c)-DNA aus ungefihr 2ug Gesamt-RNA zu gewinnen, wurde das Promega
AccessQuickTM RT-PCR System verwendet (Promega, WI, USA). Das Verfahren
wurde entsprechend dem Standard RT-PCR Protokoll durchgefiihrt, wobei AMV-
Reverse Transkriptase benutzt wurde. Es kamen 2 Paare von Primern zum Einsatz,
welche die fiir p53 kodierende Region zwischen den Exons 4 und 9 umfassten. Die
Primer-Sequenzen waren: Exons 4-6, Sense-Primer TGT CCC CGG ACG ATA TTG
AAC und Antisense-Primer TTC CTT CCA CTC GGA TAA GAT GC (Amplikon-
Grofle: 465 Basenpaare (bp); und Exons 5-9, Sense-Primer GCT CAG ATA GCG ATG
GTC TGG C und Antisense-Primer TCT CGG AAC ATC TCG AAG CG (Amplikon-
GroBe: 484 bp).

Die Bedingungen fiir die PCR lauteten: 48°C fiir 45 Minuten fiir die erste Reaktion,
gefolgt von 95°C fiir 2 Minuten zur Inaktivierung, danach 40 Zyklen von 94°C fiir 30
Sekunden, 60°C fir 60 Sekunden und 68°C fiir 20 Sekunden. Der letzte Extentions-
Schritt wurde bei 68°C fiir 5 Minuten durchgefiihrt. Vor der Sequenzierung wurden alle
PCR-Produkte gereinigt. Dabei wurde nach dem Protokoll des QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) vorgegangen.

Die PCR-Produkte wurden mit dem ,,ABI Prism 373 fluorescent dye terminator*
(PE/Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) analysiert. Um eine hohe Genauigkeit
sicherzustellen, waren die PCR-Produkte auf eine GroBe von <500 Basenpaaren

restringiert, was dem Sequenzierungsspektrum des ABI Prism 373 entsprach.
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3.8 Real-Time-PCR zum Nachweis Th2-spezifischer Gene im Tumorgewebe

Es wurde die Genexpression von repriasentativen Zytokinen und Oberflachenmolekiilen
(CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3, GATA-3, GITR, IL-10, IFN-y) aus
Tumorgewebeproben von 21 Patienten mit kolorektalem Karzinom mittels Real-Time-
PCR analysiert. Die genannten Gene sind typisch fiir Th2-Zellen. Dabei spielt Foxp3
(forkhead box P3) als Transkriptionsregulator eine entscheidende Rolle fiir Entwicklung
und Funktion von T.-Lymphozyten. GATA-3 und GITR fungieren ebenfalls als
Transkriptionsfaktoren. CTLA-4 spielt bei der Kostimulation von Lymphozyten eine
grof3e Rolle und hat einen inhibitorischen Effekt.

Die RNA-Extraktion erfolgte wie oben beschrieben. cDNA wurde mit 2 pg von durch
Hitze denaturierter RNA zubereitet. Die der Tabelle 4 zu entnehmenden

Primersequenzen wurden verwendet (Sigma Genosys, Woodlands, TX, USA).

Tab. 4: Verwendete Primersequenzen (Sigma Genosys, Woodlands, TX, USA) fiir die Real-Time-PCR
zum Nachweis Th2-spezifischer Gene im Tumorgewebe. Es wurde die Genexpression von CD4, CD25,
Foxp3, GATA-3, CTLA-4, GITR, IL-10 undIFN-y analysiert. GAPDH diente als housekeeping gene.

Gen Primersequenzen

GAPDH | 5°-ATC CCA TCA CCA TCT TCC AGG-3"und
5”-CGC CCC ACT TGA TTT TGG-3~

CD4 5°-TCC GTG TCT CAG CTG GAG C-3" und
5”-GAC AGT GCA TGT CCA GGT GC-3°

CD25 5"-AAG TCC AAT GCA GCC AGT GG-3" und
5°-TCC CTG CAG TGA CCT GGA AG-3~

Foxp3 5-GAG AAG CTG AGT GCC ATG CA-3" und
5”-GGT CAG TGC CAT TTT CCC AG-3~

GATA-3 | 5-ACT ACC TGT GCA ACG CCT GC-3" und
5”-GGT TCT GTC CGT TCA TTT TGT GA-3~

CTLA-4 | 5-ATC GCC AGC TTT GTG TGT GA-3" und
5"-GAC CTC AGT GGC TTT GCC TG-3"

GITR 5°-CGA GGA GTG CTG TTC CGA G-3" und
5°-TGG AAT TCA GGC TGG ACA CAC-3”

IL-10 5°-CTA CGG CGC TGT CAT CGA TT-3" und
5”-CAC GGC CTT GCT CTT GTT TT-3"

IFN-y 5°-TGT TGA ACT GCA CTG GCC A-3" und
5”-CAC CCA GGG CAG CTG GT-3
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Die Primer wurden mit der ,,Primer Express Software for primer design® hergestellt.
Dabei wurden kurze Segmente von 50-150 bp Target-cDNA amplifiziert. Die optimale
Primer-Konzentration wurde durch Titration bestimmt.

Die quantitative Real-Time-PCR wurde als 2-Schritt-RT-PCR durchgefiihrt, wobei der
SYBR Green PCR Master Mix (PE Biosystems, Foster City, CA, USA) mit 100 ng
cDNA und 300 nM Primer in einem totalen Reaktionsvolumen von 50ul verwendet
wurde. Fiir die Durchfithrung der PCR galten die folgenden Bedingungen: Erhitzen auf
95°C fiir 10 Minuten, danach 40 Zyklen Erhitzen auf 95°C fiir 15 Sekunden und
Abkiihlen auf 60°C fiir 60 Sekunden.

Die genspezifischen Produkte wurden kontinuierlich mit dem ABI Prism 7700
Sequence Detector (Aplied Biosystems, Foster City, CA, USA) gemessen. Die relative
Quantifizierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Von jedem Patienten
wurden zwei Proben untersucht und wiéhrend der Datenanalyse durch einen passiven
Referenzfarbstoff, der im SYBR Green PCR Master Mix enthalten war, normalisiert,
um die Well-to-Well Fluoreszenzvariationen zu korrigieren.

Der durchschnittliche treshold cycle (Ct) Wert wurde als Zyklusnummer berechnet, an
dem die Fluoreszenz des Reporters einen fixierten Schwellenwert erreichte. Die
Differenz (ACt) zwischen den durchschnittlichen Ct-Werten der Proben in den target
wells und denen des housekeeping genes GAPDH wurde bestimmt. Darauf folgte die
Berechnung der Differenz zwischen den durchschnittlichen Ct-Werten fiir jedes Target
und dem ACt-Wert der Kontrollprobe fiir dieses Target (AACt). Der relative

Quantifizierungswert, fold change, wurde ausgedriickt als 2-AACt.

3.9 Statistik
Die Ergebnisse wurden in arithmetischen Mitteln (Mittel+tSEM) ausgedriickt. Der

Mann-Whitney-U-Test wurde verwendet, um die Signifikanz von Differenzen zwischen

den Gruppen zu vergleichen. Signifikanz wurde angenommen, wenn p<0,05 betrug.

22



4. Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Firbung gegen p53 im Tumorgewebe

Die immunhistochemische Untersuchung der p53-Expression im Tumorgewebe zeigte,
dass Karzinome fortgeschrittener Stadien (Abb. 5) sich signifikant stirker gegen p53
anfdrben, als solche der UICC-Stadien I und II. Bei Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung fanden sich in 57,1% der untersuchten Fille positive Zellen im
Tumorgewebe, bei Patienten im frithen Erkrankungsstadium dagegen nur in 37,1% der

untersuchten Fille (p<0,05) (Abb. 6).

Abb. 5: Immunhistochemische p53-Firbung des Tumorgewebes von Patienten mit kolorektalem
Karzinom. Gezeigt ist ein reprisentatives Préaparat eines Patienten im UICC-Stadium III B bei 100-facher
VergroBerung. Das Tumorgewebe dieses Patienten zeigt eine starke Anfirbung gegen p53.
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Abb. 6: Immunhistochemische Untersuchung zweier reprisentativer Tumorschnitte (UICC-Stadium II
und IV) mit starker intrazelluldrer Anfirbung gegen p53 (jeweils 100- und 400-fache VergréBerung).
Patienten in fortgeschrittenen UICC-Stadien (UICCIII/IV) zeigen einen hoheren Prozentsatz an p53-
positiven Zellen als Patienten in fritheren Stadien (UICC I/II). Zur Abschitzung des Prozentsatzes an p53-
positiven Zellen wurden jeweils 20 konsekutive high power fields (400x) ausgewertet.

4.2 Immunzytochemische Farbung von Cytospins zum Nachweis von Zirkulierenden

Tumorzellen im peripheren Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom

In dieser Arbeit wurde neben dem Tumorgewebe selbst auch das Blut von Patienten mit
kolorektalem Karzinom immunhistochemisch untersucht. Dazu wurden Cytospins
hergestellt. Es ging zundchst darum, einen geeigneten ,,Marker® zum Nachweis von
disseminierten, zirkulierenden Tumorzellen im Blut zu finden. Daher wurden die
Cytospins mit Antikorpern gegen p53, Cytokeratin 20 (CK20), Pancytokeratin (CK
AE1/AE3), Her-2/neu (Onkoprotein), Epitheliales Membranantigen (EMA) und
Carcinoembryonales Antigen (CEA) gefirbt.

Bei 8 der 14 untersuchten Patienten (57%) lieBen sich zahlreiche pS3-positive Zellen
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(> 10% im Pridparat) im peripheren Blut nachweisen. Besonders die Préparate von
Patienten mit einem Rektumkarzinom zeigten pS3-positive Zellen (5 von 7 Patienten).
Die iibrigen untersuchten Patienten und die Kontrollen waren entweder komplett
negativ oder zeigten nur einzelne schwach positive Zellen (Tab. 5). p5S3-positive Zellen
lieBen sich vor allem im Blut von Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung (UICC-

Stadium III/IV) detektieren.

Es bleibt die Frage offen, ob wirklich alle p53-positiven Zellen in Wahrheit
Tumorzellen sind oder ob sich auch einige PBL anfarben. Im Rahmen unserer
Untersuchungen wurden die genanten Fidrbungen auch bei Patienten mit
Magenkarzinom, Pankreaskarzinom, hepatozellulirem Karzinom und anderen Tumoren
durchgefiihrt. Bei allen genannten Tumoren fiel die Firbung gegen p53 meist komplett
negativ aus (Abb. 7) oder es lieBBen sich nur ganz vereinzelt positive Zellen nachweisen.
Es scheint, dass sich eine solche Haufung p53-positiver Zellen nur im Blut von

Patienten mit kolorektalem Karzinom findet.

Die anderen potentiellen ,,Marker* erwiesen sich als ungeeignet, um im Blut
zirkulierende Tumorzellen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom nachzuweisen.

Die Farbung gegen CK20 war bei vielen Patienten deutlich positiv. Allerdings wirkte
der verwendete Antikorper wenig spezifisch, so dass sich auch einige Kontrollpriparate
intensiv anfirbten.

Antikorper gegen Pancytokeratin, Her-2/neu, EMA und CEA firbten die Cytospins der
Patienten entweder nicht oder nur wenig positiv an. Diese Priparate lassen sich somit
nicht sicher von den Kontrollpridparaten differenzieren. Zusammenfassend erscheint p53
zum Nachweis zirkulierender Tumorzellen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom am

geeignetsten.
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Tab. 5: Ergebnisse der immunzytochemischen Firbung von Cytospins zum Nachweis von zirkulierenden
Tumorzellen im peripheren Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom. Es wurden 14 Patienten und 3
Kontrollpersonen untersucht und das UICC-Stadium beriicksichtigt. Zum Einsatz kamen Antikorper
gegen p53, CK20, Pancytokeratin, Her-2/neu, EMA und CEA. Die Cytospins wurden zunichst bei 100-
facher Vergroferung durchgemustert und dann, wenn zahlreiche positive Zellen vorhanden waren, bei
400-facher VergroBerung genau ausgezédhlt. Die folgenden Angaben beziehen sich auf den Anteil
positiver Zellen im gesamten Cytospin-Préparat: 0: negativ, +: nur einzelne positive Zellen, ++:

< 2% positive Zellen, +++: 2 -10% positive Zellen, ++++: 10 — 30% positive Zellen, +++++: > 30%
positive Zellen. n.v.: nicht vorhanden.

CK

Nummer | Diagnose | UICC | AE1/AE3 | CK20 p53 Her-2/neu| EMA CEA
1 Kolon 1 + ++++ 0 + 0 0
2 Kolon II A 0 0 0 + 0 +
3 Kolon IIA +++ +++ 0 ++ +++ +++
4 Kolon 1B ++ ++++ ++++ + + +
5 Kolon 1A% ++++ +4+++ |+t ++++ ++++ ++++
6 Kolon I\ ++ +++++ 0 0- +++ 0
7 Kolon v ++ +++++| ++ ++ ++
8 Rektum 1 0 4+ | A 1 0 +
9 Rektum 1A 0 +++++ | 0 0 0
10 Rektum 111B n.v. ++++ | ++++ n.v. n.v.
11 Rektum v + ++ +++++ 0 0 0
12 Rektum v + +++++| 0 +
13 Rektum IV ++ o+ 0 0 n.v. 0
14 Rektum IV + o+ 0 0 0 0
A Kontrolle 0 0 0 0 0
B Kontrolle + + 0 0
C Kontrolle ++ ++++ + 0 0 +
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Abb. 7: Zirkulierende p53-positive Zellen im peripheren Blut von Patienten mit kolorektalem Karzinom
(n=14). Bei 57% der untersuchten Patienten lieBen sich p53-positive Zellen nachweisen. In A ist als
reprisentatives Beispiel ein Cytospin eines Patienten mit Rektumkarzinom im Stadium UICC III B in
100-facher und 400-facher VergroBerung gezeigt. Es sind zahlreiche pS3-positive Zellen zu erkennen. In
B ist der Cytospin eines Patienten mit Magenkarzinom dargestellt. Es lassen sich keine p53-positive
Zellen nachweisen. Der Anteil an p53-positiven Zellen und die Farbungsintensitit (schwach, mittel, stark)
wurde nach Auswertung von 20 konsekutiven high power fields bestimmt (400x).
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4.3 Humorale Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom

4.3.1 Cytospins

Von 14 Patienten und 4 gesunden Kontrollpersonen mit kolorektalem Karzinom wurden
Cytospins angefertigt und gegen CD45RA -einem B-Zell-Marker-, IgM und IgG
gefarbt.

Es zeigte sich, dass sich bei den Tumorpatienten eine signifikant (p<0,05) niedrigere
Zahl an B-Lymphozyten im peripheren Blut fand als bei den Kontrollpersonen.
Weiterhin produzierten die Lymphozyten der Patienten weniger IgG als die Kontrollen.
Fiir die IgM-Produktion lie sich kein klarer Trend ausmachen.

Die Zahl der CD45RA- bzw. IgG-positiven Zellen zeigte keine Korrelation zum UICC-

Stadium der jeweiligen Patienten (Tab. 6)

Tab. 6: Humorale Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom (Cytopins). PBL von 14
Patienten und 4 Kontrollen wurden mit Antikorpern gegen CD45RA, IgM und IgG gefdrbt. Die
Ergebnisse sind angegeben als ,,Anteil der positiven Zellen in Prozent*. Weiterhin ist das UICC-Stadium
der untersuchten Patienten angegeben. Es besteht keine Korrelation zwischen UICC-Stadium und der Art
der humoralen Immunantwort.

Nummer | Diagnose | UICC | CD45RA IgM IgG
1 Kolon 1 30,6 6,8 0,4
2 Kolon IITA 18,1 10,6 0,9
3 Kolon IITA 5,1 12,6 0,8
4 Kolon I B 29,3 4,9 1,9
5 Kolon v 25,2 3,1 1
6 Kolon v 24,6 0 neg. 0,9
7 Kolon v 22,9 4 1,2
8 Rektum 1 6,8 0,9 0 neg.
9 Rektum 1A 10,3 1,3 2,5
10 Rektum 111B n.v. 19,8 1,5
11 Rektum v 20 3,3 0,9
12 Rektum v 17,9 0,5 1,2
13 Rektum v 25 1,2 1,8
14 Rektum v 32,1 9,4 1,1
A Kontrolle 39,7 2,3 2.4
B Kontrolle 41,6 2 2,7
C Kontrolle 46,2 7,2 2,8
D Kontrolle 38,5 6,3 2,6
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4.3.2 Spezifische humorale Immunantwort gegen p53

Mittels ELISA wurde das Vorkommen von IgG-Antikorpern gegen p53 im Serum von
40 Patienten mit kolorektalem Karzinom untersucht. Die Ergebnisse wurden mit den
UICC-Stadien der Patienten korreliert.

Wir konnten bei 14 der 40 untersuchten Patienten p53-spezifische Antikorper
nachweisen (35%). Bei 26 Patienten waren keine Antikdrper nachweisbar oder die Titer
lagen unterhalb der critical range (65%). Diese Patienten gingen daher nicht in die
Auswertung ein. 21,4% der Patienten mit positivem Antikorper-Status waren im UICC-
Stadium I, 14,3% im UICC-Stadium II, 21,4% im UICC-Stadium III und 42,9% im
UICC-Stadium IV. Die Mehrheit von 65% der getesteten Patienten zeigte keine IgG-
Antikorper gegen pS3 im Serum (Abb. 8).

4.5

B Rektum
= Kolon

35
uicC

uicC uiccC il uiCC IV

Titer (U)

Patienten mit kolorektalem Karzinom (n=40)

Abb. 8: Ergebnisse des p53-ELISA aus dem Serum von 40 Patienten mit kolorektalem Karzinom. Nur
35% der untersuchten Patienten exprimierten wt-p53-spezifische IgG-Antikorper im Serum. 21,4% der
Patienten mit positivem Antikorper-Status waren im UICC-Stadium I, 14,3% im UICC-Stadium II, 21,4%
im UICC-Stadium III und 42,9% im UICC-Stadium IV. Die schwarzen Balken représentieren Patienten
mit Rektumkarzinom, die grauen Balken Patienten mit Kolonkarzinom.
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4.3.3 Zusammenhang zwischen der Akkumulation von p53-Protein im Tumor und dem

Nachweis von Antikorpern gegen p53 im Serum

Das Vorkommen von p53-spezifischen IgG-Antikorpern korrelierte mit einer starken
pS3-Farbeintensitit im Tumor. Dies weist auf eine Korrelation zwischen der
intrazellularen Akkumulation von p53 und dem Vorhandensein einer humoralen

Immunantwort gegen p53 hin.

4.4 Zellulire Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom

4.4.1 Cytospins

Die zellulire Immunantwort im peripheren Blut von 14 Patienten mit kolorektalem
Karzinom wurde mit Cytospin-Einfachfirbungen untersucht. Die PBL wurden mit
Antikorpern gegen CD45R0O, CD4, CD25, CD8 und CD56 gefirbt. Dabei ist CD45RO
ein Molekiil, das auf reifen, aktivierten T-Lymphozyten vorkommt, CD56 ist ein

Marker fiir NK-Zellen.

Bei der Untergruppe mit Kolonkarzinom (n=7) zeigte sich, dass Patienten im UICC-
Stadium IV mehr CD25" Zellen im Blut aufweisen als Patienten im UICC Stadium II.
In der Kontrollgruppe (n=4) lieBen sich durchschnittlich 3% CD25" Zellen nachweisen.
Weiterhin fiel auf, dass die Zahl der NK-Zellen im Blut von Patienten mit
fortgeschrittener Erkrankung (UICC III/IV) meist vermindert ist. Dagegen zeigen
Patienten in fritheren Stadien (UICC I/II) eine erhohte Zahl von NK-Zellen im Blut im
Vergleich zu den Kontrollen (Mittelwert 0,4%) (Abb. 9).

Die Untersuchungen von Patienten mit Rektumkarzinom (n=7) fiihrten zu folgenden
Ergebnissen: Patienten im UICC-Stadium III weisen mehr CD25" Zellen im Blut auf als
Patienten im UICC-Stadium IV. Im Blut von Patienten mit fortgeschrittenem
Rektumkarzinom (UICC 1V) finden sich weniger CD25" Zellen als bei vergleichbaren

Patienten mit Kolonkarzinom im UICC-Stadium IV.
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Bei Patienten im UICC-Stadium III lassen sich mehr NK-Zellen nachweisen als bei
Patienten im UICC-Stadium IV (Abb. 10).
Fiir CD45RO, CD4 und CDS8 lieen sich in beiden Patientengruppen keine klaren

Trends erkennen.
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Abb. 9: Cytospin-Einfachfiarbungen: Zelluldre Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
(n=14). Es wurden monoklonale Antikdrper gegen CD45RO, CD4, CD25, CD8 und CD56 verwendet.
Die Ergebnisse sind fiir Patienten mit Kolonkarzinom und Rektumkarzinom getrennt dargestellt.
AuBerdem wurden Prédparate von vier Kontrollpersonen untersucht (nicht dargestellt). Zur Auswertung
wurde jeder Cytospin zundchst bei 100-facher VergroBerung durchgemustert. Bei 400-facher
VergroBerung wurden in einem Gesichtsfeld zunichst alle Zellen, dann nur die positiven Zellen innerhalb
dieses Gesichtsfeldes gezihlt. Es wurden so viele Gesichtsfelder ausgezihlt, bis eine Gesamtzahl von
200-250 Zellen erreicht war. Die Ergebnisse sind dargestellt als ,,Anteil der positiven Zellen in %*“. Dem
Auswerter war nicht bekannt, welches Priparat er jeweils untersuchte. Abkiirzungen: n.v.: nicht
vorhanden, neg.: negativ = 0% positive Zellen, P: Patient. Patienten mit Kolonkarzinom (n=7) im
UICC- Stadium IV haben mehr CD25-positive Zellen als Patienten im UICC-Stadium II (Kontrollen:
3%). Die meisten der UICC-IV-Patienten haben eine verminderte Anzahl von NK-Zellen (CD56+),
wihrend UICC- II-Patienten eine gesteigerte Anzahl dieser Zellen im Blut aufweisen (Kontrollen: 0,4%).
Ca: Karzinom.
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Abb. 10: Cytospin-Einfachfirbungen: Zelluldre Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
(n=14). Es wurden monoklonale Antikdrper gegen CD45RO, CD4, CD25, CD8 und CD56 verwendet.
Die FErgebnisse sind fiir Patienten mit Kolonkarzinom und Rektumkarzinom getrennt dargestellt.
Auflerdem wurden Priparate von vier Kontrollpersonen untersucht (nicht dargestellt). Zur Auswertung
wurde jeder Cytospin zundchst bei 100-facher VergroBerung durchgemustert. Bei 400-facher
Vergroerung wurden in einem Gesichtsfeld zunéchst alle Zellen, dann nur die positiven Zellen innerhalb
dieses Gesichtsfeldes gezihlt. Es wurden so viele Gesichtsfelder ausgezihlt, bis eine Gesamtzahl von
200-250 Zellen erreicht war. Die Ergebnisse sind dargestellt als ,,Anteil der positiven Zellen in %“. Dem
Auswerter war nicht bekannt, welches Pridparat er jeweils untersuchte. Abkiirzungen: n.v.: nicht
vorhanden, neg.: negativ = 0% positive Zellen, P: Patient. Patienten mit Rektumkarzinom (n=7): Bei
UICC- III-Patienten fanden sich mehr CD25-positive Zellen als bei UICC-IV-Patienten. Patienten mit
Rektumkarzinom im UICC-Stadium IV haben im Vergleich zu Kolonkarzinom-Patienten im UICC-
Stadium IV weniger CD25-positive Zellen im peripheren Blut. Bei UICC-III-Patienten finden sich
vermehrt CD56-positive Zellen, bei UICC-IV-Patienten ist die Population der NK-Zellen meist
vermindert. Ca: Karzinom.
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4.4.2 Nachweis von CD*CD25" Lymphozyten aus dem peripher-venosen Blut von

Patienten mit kolorektalem Karzinom (Cytospins)

Mittels einer Immunfluoreszenz-Doppelfarbung gegen CD4 und CD25 wurden 14
Patienten mit kolorektalem Karzinom auf das vermehrte Vorkommen von CD4"CD25"
Lymphozyten im peripher-vendsen Blut untersucht. Eine Vermehrung von CD4"CD25"
Zellen weist auf das Uberwiegen einer Th2-Immunantwort hin. Weiterhin ist die Co-
Expression von CD4 und CD25 auf der Zelloberfliche ein Hinweis auf regulatorische
T(Treg)-Lymphozyten. Als Ergebnis fanden sich bei den Patienten mit den UICC-
Stadien III und IV signifikant mehr CD4"CD25" Zellen im peripheren Blut als bei
Patienten der UICC-Stadien I und II (Abb. 11).
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Abb. 11: Reprisentative Immunfluoreszenz-Firbungen von PBL aus dem peripher-vendsen Blut von
Patienten mit kolorektalem Karzinom (n=14). CD4-positive Zellen sind griin dargestellt, CD25-positive
Zellen féarben sich rot an. Bei Patienten mit fortgeschrittenen Krankheitsstadien (UICC III/IV) fanden sich
signifikant mehr CD4'CD25" Zellen (Th2-Antwort) als bei Patienten der UICC-Stadien I und IL
Abbildung A zeigt korrespondierende Abschnitte desselben Préiparates eines Patienten im Stadium UICC
I. Links findet sich die CD4-Darstellung, rechts die CD25-Darstellung. Es ist nur eine doppelt positive
Zelle zu erkennen (Pfeil). Die Abbildungen B und C zeigen Priparate von Patienten mit fortgeschrittener
Erkrankung. In den groB3en Bildern sind die CD4-Darstellung und die CD25-Darstellung simultan gezeigt,
CD4"CD25" Zellen firben sich in dieser Darstellung gelb an. Die umrahmten Ausschnitte sind als
Einzelfarbungen (CD4, CD25) herausvergroflert worden (B.1, B.2, C.1, C.2). Es sind drei bzw. vier
doppelt positive Lymphozyten zu erkennen. Die Farbungsintensitit (niedrig, mittel, hoch) und der Anteil
der doppelt positiven Zellen wurde nach Mikroskopieren von jeweils 20 konsekutiven high power fields
(400-fache VergroBerung) bestimmt. Ca: Karzinom.
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4.5 p53-spezifische T-Helfer-Zell-Reaktivitit nach Stimulierung von Patienten-
Lymphozyten mit synthetischen p53-Peptiden

In dieser Arbeit wurde die tumorspezifische Immunantwort bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom in Bezug auf die jeweiligen UICC-Stadien untersucht und vor
allem die wt-p53-spezifische T,co-Zell-Funktion der Patienten niher charakterisiert.
Nach Stimulation mit verschiedenen p53-Peptidpools fanden wir sowohl
Determinanten, die zu einer Th2-Immunantwort (IL-10) fiihrten, als auch
Determinanten, die eine Th1-Immunantwort (IFN-y) induzierten.

Wir beobachteten nach Stimulation mit p53-Peptiden der Sequenz AS 331-370 eine
IFN-y-Expression. Allerdings fand sich keine Korrelation zwischen den UICC-Stadien
der Patienten und der Th1-Immunantwort (IFN-y) (Abb. 12).

Eine IL-10-Produktion wurde durch die beiden Peptidpools mit den AS 1-50 und 291-
330 induziert. Auffillig war, dass eine Korrelation zwischen dem UICC- Stadium der
Patienten und der IL-10-Produktion nach Stimulation mit pS3-Peptiden, welche die AS
1-50 umfassten, bestand. Bei Patienten der UICC-Stadien I und II (n=9) produzierte
eine groflere Anzahl von Th2-spezifischen Lymphozyten einen hoheren Spiegel von IL-
10 als Antwort auf Stimulation mit der Peptidsequenz AS 1-50 als die Lymphozyten der
Patienten mit UICC-Stadium III (n=8) und IV (n=8) (Mittelwerte, UICC I/II: 135
spots/10° Zellen vs. UICC III: 118 Spots/10° Zellen und UICC IV: 90 Spots/10° Zellen).
Die PBL von Patienten mit UICC-Stadium III zeigten nach Stimulation mit dem
Peptidpool AS 291-330 eine erniedrigte IL-10 Produktion (Mittelwerte, UICC I/II: 58
spots/ 10° Zellen vs. UICC III: 26 Spots/10° Zellen vs. UICC IV: 62 Spots/ 10° Zellen)
(Abb. 13).

Ein Ergebnis unserer Untersuchungen ist, dass nach Stimulation mit Peptidpools,
welche die gesamte wt-p53-Peptidsequenz umfassen, die Determinanten iiberwiegen,
die eine Th2-Immunantwort (IL-10) induzieren. Dies bedeutet auch, dass die Art der
spezifischen Immunantwort gegen p53 von den prisentierten Determinanten des p53-
Proteins abhéngt.

Die Menge der Il-10-Produktion scheint die IFN-y-Produktion zu iibertreffen. Dies

konnte ein Hinweis darauf sein, dass tumorspezifische Epitope von tumorspezifischen
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Antigenen das Resultat der immunologischen tumor surveillance direkt beeinflussen

konnten.
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Abb. 12: IFN-y-Produktion von PBL von Patienten mit kolorektalem Karzinom nach Stimulation mit wt-
pS53-Peptiden in Kultur (Aminosduren (AS) 331-370). Die Menge der IFN-y-Sekretion nach Stimulation
mit anderen p53-Determinanten war vergleichbar mit der der Negativkontrollen. Jedes Viereck
reprdsentiert einen Patienten, die horizontale Linie markiert den Mittelwert der gemessenen IFN-y-
Sekretion (435 pg/ml). Die Uberstinde des ELISPOT-Assay wurden gesammelt und daraus mittels
ELISA die IFN-y-Produktion bestimmt. Es fand sich keine Korrelation der IFN-y-Sekretion mit
bestimmten UICC-Stadien.
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Abb. 13: IL-10-Expression von PBL von Patienten mit kolorektalem Karzinom (A = alle Patienten) nach
Stimulation mit wt-p53-Peptiden in Kultur (AS 1-50 und AS 291-330) in den UICC-Stadien I/IT (B), III
(C) und IV (D). Die IL-10-Produktion nach Stimulation mit diesen Peptidpools zeigte eine Korrelation
mit den UICC-Stadien der Patienten. Bei Patienten der UICC-Stadien I und II fanden sich mehr Th2-
spezifische Lymphozyten, die hohere IL-10-Spiegel nach Stimulation mit der Peptidsequenz AS 1-50
produzierten, als bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien. Bei Patienten mit UICC-Stadium III
wurde als Antwort auf Stimulation mit der Peptidsequenz 291-330 eine erniedrigte IL-10-Expression
gemessen. Jedes Viereck repriisentiert einen Patienten, die horizontalen Balken markieren den Mittelwert
der gemessenen IL-10-Expression (Spots/5x10° Zellen). Schwarze Vierecke reprisentieren die
gemessenen IL-10-Spots nach Stimulation mit PHA (Positivkontrolle), graue Vierecke die Spots mit
Medium alleine (Negativkontrolle), weille Vierecke die Spots nach Stimulation mit den Peptiden AS 1-50
und graue Vierecke mit schwarzem Rahmen die Spots nach Stimulation mit den Peptiden AS 291-330.

4.6 Mutationen von p53 und ihre Relation zur p53-spezifischen Immunantwort

Mit Hilfe der RT-PCR wurde mRNA aus biopsiertem Tumorgewebe von 16 Patienten
mit kolorektalem Karzinom auf p53-Mutationen untersucht. Es wurden fiinf
verschiedene Punktmutationen an fiinf verschiedenen Stellen der p53-Sequenz

identifiziert (Basenpaar (bp) 82 C:G; Bp 300 T:C, bp 366 A:G, bp 686 T:C; bp 711
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T:C). Davon waren vier im Bereich der DNA binding core domain lokalisiert. Die
gefundenen Mutationen von p53 zeigten keine signifikante  Assoziation
zumVorhandensein einer pS3-spezifischen humoralen oder einer gesteigerten zellulidren
Immunantwort bei diesen Patienten. Weiterhin fand sich keine Korrelation zwischen

spezifischen Mutationen und dem UICC-Stadium der Patienten (Tab. 7).

Tab. 7: Es wurde eine RT-PCR durchgefiihrt, um Mutationen von p53 bei 16 Patienten mit kolorektalem
Karzinom nachzuweisen. Es konnten bei fiinf Patienten fiinf verschiedene Punktmutationen an jeweils
verschiedenen Positionen der wt-p53-Sequenz detektiert werden. Vier dieser Mutationen lagen im
Bereich der DNA binding core domain. Es bestand keine Korrelation zwischen dem Vorliegen bestimmter
Mutationen und dem UICC-Stadium der Patienten.

Patient uicC Base Mutation Codon

Wt: TCCCCGCGTG
! A 466 Mut: TCCCCCCGTG 52

Wt: CAGCTGTGGG
2 v 684 Mut: CAGTTGTGGG 125

Wt: TCACAGCACA
3 A 750 Mut: TCAAAGCACA 147

Wt: GTGCGTGTTT
4 : 1068 Mut: GTGTGTGTTT 253

Wt: AGACCGGCGC
5 A 1095 Mut: AGACTGGCGC 262

4.7 Nachweis Th2-spezifischer Genexpression bei tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL)

Mittels Real-Time-PCR untersuchten wir die Expression der fiir T..-Lymphozyten
spezifischen Gene CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3, GATA-3, GITR und IL-10.

In dieser Arbeit konnte eine erhohte Expression dieser Gene im Tumorgewebe von
Patienten mit UICC-Stadium II nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die
CD4"CD25" Zellen in diesem Krankheitsstadium tatséichlich eine erhdhte Population

von tumorspezifischen T.,—Zellen einschlieBen (Abb. 14).
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Weiterhin werden auch die typischen Gene fiir Effektorzellen (CD8, IFN-y) und
Apoptose (Fas/FasL) bei diesen Patienten (UICC II) vermehrt exprimiert. Bei Patienten
mit fortgeschrittener Erkrankung (UICC III/IV) war die Expression der spezifischen
Gene fiir Te- und Effektorzellen dagegen signifikant vermindert (p<0,05).

50
uicc 1 n=2
uicc 2 n=6
uicc 3 n=6
40 uicc 4 n=6
Kein Ca n=6
3 30
c
(<
Q
£
Q 2
-]
=]
('8
10
0
B uicc1
uicc 2 13,3 10,8 20,2 16,3 31,2 18,3
3 uiccs 25 2,0 35 2,6 9,4 3,1
H vicca 3,1 2,9 3,8 2,8 59 3,2
[l Kein Ca 1,8 2,1 2,0 2,3 3,2 3,0

Abb. 14: Ergebnisse der Real-Time-PCR. Gezeigt ist die mRNA-Expression von IFN-y und IL-10, T~
spezifischen (CD4, CD25, CTLA4, Foxp3, GATA-3, GITR) und Effektorzell-spezifischen (CD8)
Markern sowie von Apoptose-Mediatoren (Fas, FasL) bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
unterschiedlicher UICC-Stadien. Bei Patienten im UICC-Stadium II fand sich eine gesteigerte Expression
T,e-spezifischer Gene im Tumorgewebe. Fiir Effektorzellen spezifische Gene (CDS8, IFN-y) und
~Apoptose-Gene* (Fas, FasL) wurden bei Patienten in diesem Stadium ebenfalls vermehrt exprimiert. Die
Differenz (ACt) zwischen den durchschnittlichen Ct-Werten der Proben in den Targetwells und solcher
des housekeeping genes, GADPH, wurde bestimmt. Dann wurde die Differenz (AACt) zwischen den
durchschnittlichen ACt-Werten der Proben fiir jedes Target und dem ACt-Wert der Kontrollprobe fiir
dieses Target berechnet. Der relative Quantifizierungswert (fold change) errechnete sich als 2-AACt. Kein
Ca: Kein Karzinom.
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4.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die p53-spezifische humorale und vor allem zelluldre Immunantwort bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom stellte den Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Dabei wurde die
Immunantwort auf Gen- und Proteinebene analysiert.

Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien (UICC III/IV) zeigten eine stérkere
Akkumulation von p53 im Tumorgewebe als solche in frithen Krankheitsstadien.
Weiterhin gelang bei dieser Patientengruppe vermehrt der Nachweis p53-positiver
Zellen im peripheren Blut. Nur die Minderheit von 35% der untersuchten Patienten
hatte p53-spezifische Antikorper im Serum. Hier bestand keine Korrelation zum UICC-
Stadium. SchlieBlich lie} sich bei Patienten im UICC-Stadium III/IV eine gesteigerte
Zahl von CD4"CD25" Lymphozyten im Blut detektieren.

Stimulation von PBL mit synthetischen p53-Peptidfragmenten der Sequenz AS 331-370
induzierte eine IFN-y-Produktion, ohne dass eine Korrelation zu den UICC-Stadien
bestand. Die Peptidpools mit den AS 1-50 und AS 291-330 stimulierten die
Lymphozyten von Patienten im UICC-Stadium II dagegen zur Produktion von hohen
IL-10-Spiegeln.

Auf Genebene war die Expression Tig-spezifischer Gene (CD4, CD25, CTLA-4,
Foxp3, GITR, GATA-3) im Tumor im UICC-Stadium II gesteigert und korrelierte
folglich ebenfalls mit den UICC-Stadien der Patienten.

Zusammenfassend lie} sich bei den untersuchten Patienten mit kolorektalem Karzinom
ein durch p53-Epitope induziertes Uberwiegen des Th2-Zweiges der Th-Zell-Immun-

antwort feststellen.
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S. Beantwortung der Fragen

1) Sind p53-positive Zellen im peripheren Blut von Patienten mit kolorektalem
Karzinom nachweisbar?

Bei 57 % der untersuchten Patienten (n=14) lielen sich eindeutig p53-positive Zellen
im peripheren Blut nachweisen. Besonders bei Patienten der UICC-Stadien III/IV sowie

bei der Subgruppe mit Rektumkarzinom gelang die Detektion pS3-positiver Zellen.

2) Finden sich bei den Patienten Antikorper gegen p53 im Serum? Besteht eine
Korrelation zwischen Antikorperproduktion und UICC-Stadium?

Nur 35% der untersuchten Patienten (n=40) hatten einen positiven p53-Antikorper-
Status. Es bestand keine Korrelation zum UICC-Stadium und zu spezifischen p53-

Mutationen.

3) Besteht eine Korrelation zwischen der Zahl der CD4*CD25" Zellen im peripheren
Blut und dem UICC-Stadium der Patienten?

In fortgeschrittenen Krankheitsstadien (UICC III/IV) lassen sich signifikant mehr
CD4"CD25" Lymphozyten (Hinweis auf Dominanz der Th2-Immunantwort) im

peripher-vendsen Patientenblut nachweisen als in frithen Stadien.

4) Induziert Stimulation mit synthetischen p53-Peptidfragmenten bei peripheren
Blutlymphozyten (PBL) der Patienten eher eine Thl-Antwort (IFN-)Produktion) oder
eine Th2-Antwort (IL-10-Produktion)?

Stimulation mit pS53-Peptiden der Sequenz AS 331-370 induzierte eine IFN-y-
Produktion. Diese korrelierte nicht mit den UICC-Stadien der Patienten.

Die Peptidpools mit den AS 1-50 und AS 291-330 stimulierten die Lymphozyten zur

Produktion von IL-10. Hier zeigte sich eine Korrelation zum UICC-Stadium: In frithen
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Stadien (UICC I/II) wurden hohere IL-10-Spiegel gemessen als in spiten
Krankheitsstadien.

Zusammenfassend iiberwiegen bei p53-Protein die Epitope, die eine Differenzierung der
Lymphozyten in Richtung einer Th2-Antwort (IL-10) bewirken. Ein weiteres Ergebnis
der Arbeit ist, dass die gefundenen p53-Mutationen nicht mit einer gesteigerten

zellularen Immunantwort oder den UICC-Stadien assoziiert waren.

5) Korreliert die Expression von T,.,-spezifischen Genen im Tumor mit dem UICC-
Stadium der Patienten?

In dieser Arbeit konnte mittels Real-Time-PCR eine erhohte Expression der Tiee-
spezifischen Gene CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3, GATA-3, GITR sowie von IL-10 im

Tumorgewebe von Patienten im UICC-Stadium II gemessen werden (n=20).
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die humorale und zelluldre Immunitéit bei Patienten
mit kolorektalem Karzinom untersucht, wobei der Schwerpunkt auf der spezifisch

gegen p53 gerichteten T-Helfer-Zell-Immunantwort lag.

6.1 Akkumulation von p53 im Tumorgewebe

Die immunhistologische p53-Farbung von Tumorgewebe zeigte bei Patienten mit den
UICC-Stadien III und 1V eine signifikant (p<0,05) stirkere Fiarbungsintensitit als bei
Patienten mit friilhen Erkrankungsstadien. Dieses Ergebnis spiegelt die starke
intrazelluldre Akkumulation von p53-Protein bei fortgeschrittenen Erkrankungsstadien

wider (41).

6.2 Zirkulierende p53-positive Zellen im Blut von Patienten mit kolorektalem

Karzinom

Auch im peripher-vendsen Blut konnten wir bei 57% der untersuchten Patienten p53-
positive Zellen mittels Cytospin nachweisen. Positive Zellen fanden sich vor allem bei
Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung und hier vor allem bei Patienten mit
Rektumkarzinom. Bei den p53-positiven Zellen scheint es sich nicht um artifiziell
angefirbte Zellen zu handeln, da die Kontrollen komplett negativ waren. Auch bei den
anderen von uns untersuchten Tumorarten wie Magen-, Pankreas- oder Nierenkarzinom
lassen sich bei den Cytospins meist keine oder hochstens ganz vereinzelt p53-positive
Zellen darstellen.

Andere Marker wie CK20 oder Her-2/neu erwiesen sich bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom als ungeeignet, um zirkulierende Tumorzellen nachweisen. Auch in der
Literatur finden sich Hinweise dafiir, dass CK20 und EMA hiufig falsch positiv sind
(42, 43).
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6.3. Allgemeine und spezifisch gegen p53 gerichtete humorale Immunantwort

Mittels Cytospin wurde die humorale Immunantwort zunéchst allgemein untersucht.
Die Tumorpatienten zeigten eine signifikant (p<0,05) niedrigere Zahl an B-
Lymphozyten (CD45RA™) als die Kontrollpersonen. Auch der Prozentsatz an IgG-
positiven Zellen war in der Patientengruppe geringer. Es liel sich allerdings keine
Korrelation zum UICC-Stadium der Patienten feststellen. Fiir IgM-positive Zellen liefl
sich kein klarer Trend ausmachen. Ein Grund hierfiir konnte sein, dass kein spezifisches
IgM gemessen wurde und neben dem Malignom zahlreiche andere Faktoren wie z.B.

interkurrierende Infekte die IgM-Produktion beeinflussen konnen.

Mehrere in vivo Studien sowohl an Mausmodellen als auch an Tumorpatienten
beschreiben neben einer zelluldren auch eine humorale Immunantwort gegen p53 (44-
50). In einer der Arbeiten wurde das Vorhandensein von zirkulierenden Antikdrpern
gegen p53-Protein bei Patientinnen mit Mammakarzinom beschrieben (51). Allerdings
lassen sich diese AntikOorper nur bei etwa 30% aller Malignome nachweisen. Die
Detektion von zirkulierenden Antikorpern gegen pS53-Protein ist bei Patienten mit
Brust- und Magenkrebs sowie bei Patienten mit kolorektalem Karzinom mit

fortgeschrittenen Tumorstadien und schlechten Uberlebensraten assoziiert (52).

In dieser Arbeit wurden die Seren von Patienten mit kolorektalem Karzinom unter
Anwendung eines ELISA auf das Vorhandensein von Anti-p53-Autoantikorpern
untersucht. Insgesamt fanden sich Anti-wt-p53-spezifische IgG-Antikorper bei 35% der
untersuchten Patienten, d.h., die Mehrheit der Patienten hatte einen negativen Anti-p53-
IgG-Antikorperstatus. Das Vorhandensein von p53-spezifischen Antikorpern korrelierte
mit einer starken p53-Expression im Tumorgewebe. Hier zeigt sich eine
Ubereinstimmung mit fritheren Arbeiten, die eine Korrelation zwischen starker
intrazelluldrer Akkumulation von p53 und dem Vorhandensein einer gegen p53
gerichteten humoralen Immunantwort beschreiben (53). Zusammenfassend ldsst sich
feststellen, dass die Mechanismen, die der Bildung von Anti-p53-Autoantikdrpern zu
Grunde liegen und vor allem die Relevanz einer spezifisch gegen p53 gerichteten

humoralen Immunantwort in vivo nach wie vor nicht ausreichend bekannt sind.
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6.4 Zellulire Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom

6.4.1 Zelluldre Immunantwort im peripheren Blut

Auch die zelluldire Immunantwort der Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde
mittels Cytospins zunichst allgemein analysiert. In der Untergruppe der Patienten mit
Kolonkarzinom fiel eine verminderte Zahl an NK-Zellen (CD56") im peripher-vendsen
Blut bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung auf. In den UICC-Stadien I und II
war die Zahl der NK-Zellen im Vergleich zu den Kontrollen dagegen erhoht. Bei den
Patienten mit Rektumkarzinom waren die NK-Zellen im UICC-Stadium IV ebenfalls
erniedrigt, im Stadium UICC III dagegen erhoht.

Dies konnte bedeuten, dass vor allem im UICC-Stadium IV keine effektive NK-Zell-
Antwort mehr stattfindet. In fritheren Stadien scheinen die NK-Zellen dagegen aktiviert
zu sein. Weitere Experimente (Tunel-Assay) unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass bei
Patienten mit fortgeschrittenem Krankheitsstadium vermehrt NK-Zellen apoptotisch
werden (bisher unpublizierte Daten).

Es ist bekannt, dass T.e-Lymphozyten CD25 konstitutiv exprimieren (54). Die
Einfachfiarbung gegen CD25 zeigte, dass Kolonkarzinom-Patienten im UICC-Stadium
IV mehr CD25" Zellen im peripheren Blut haben als Patienten im UICC-Stadium II. Bei
Patienten mit Rektumkarzinom sind die CD25" Zellen dagegen erniedrigt.

6.4.2 Nachweis von CD4*CD25" Zellen im peripheren Blut

Um die CD25" Zellen niher charakterisieren zu koénnen, wurden Cytospins mit einer
Immunfluoreszenz-Doppelfirbung gegen CD4 und CD25 angefertigt. CD4"CD25"
Zellen sind neben anderen Markern typisch fiir Ty.-Zellen und bei Dominanz einer
Th2-Immunantwort erhoht. Bei den untersuchten Patienten fanden wir einen erhohten
Anteil an CD4"CD25" Zellen im peripheren Blut bei Patienten mit fortgeschrittenen
Krankheitsstadien (UICC III/IV).

In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde der Anteil der CD4"CD25"

Lymphozyten an allen TIL im Tumorgewebe immunhistochemisch bestimmt. Auch hier
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waren die CD4'CD25" TIL in fortgeschrittenem Tumorstadium erhoht (bisher
unpublizierte Daten).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass in bestimmten Stadien der Tumorgenese
der Anteil der CD4"CD25" Zellen erhoht ist. Dies spricht fiir ein Uberwiegen des Th2-
Zweiges der Immunantwort und konnte eine mogliche Erkldarung dafiir bieten, warum

das Karzinom nicht durch das korpereigene Immunsystem angegriffen wird (55).

6.4.3 p53-spezifische Th-Zell-Immunitdit

Bei Patientinnen mit Mammakarzinomen, welche mutiertes p5S3 exprimierten, konnte
eine in vitro Proliferation von PBL beobachtet werden, wenn p53-Protein im
Kulturmedium vorhanden war (48). Verschiedene Arbeitsgruppen wiesen nach
Immunisierung von Méiusen eine gegen p53-Protein gerichtete CD4" bzw. CD8" T-
Zellantwort in vivo nach (16, 56). Bei Melanompatienten wurden zirkulierende
tumorspezifische Anti-p53 CD8" T-Lymphozyten im Blut gefunden, die allerdings zu
einer Tumoreradikation nicht in der Lage waren (57, 58).

Die genannten Studien beweisen, dass wihrend der Tumorgenese spezifisch gegen p53
gerichtete CD4" und CD8* T-Lymphozyten generiert werden. Die exakten p53-
Determinanten, die durch die Th-Zellen erkannt werden, sowie der genaue funktionelle
Status dieser Zellen sind nach wie vor unbekannt.

Fedoseyeva et al. zeigten, dass auch in der Peripherie des adulten Immunsystems von
Maiusen T-Zellen vorhanden sind, die spezifisch gegen bestimmte wt-p53-
Determinanten gerichtet sind. Diese Zellen konnten nach Immunisierung der an
Tumoren erkrankten Miuse mit p53-Peptiden spezifisch aktiviert werden (16).

In dieser Arbeitsgruppe wurde die Immunantwort von Miusen, denen syngenische J774
metastatische Sarkome inokuliert worden waren, untersucht. Die Miuse bildeten eine
potente CD4" T-Zellantwort gegen p53 aus. Die T-Lymphozyten erkannten sowohl
mutierte p53-Abschnitte als auch urspriinglich kryptische wt-pS3-Determinanten. Die
letztgenannte Beobachtung stiitzt die Hypothese, dass p53 im Rahmen der

Tumorentwicklung immunogen wird.
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Bisher wurde die Frage, welche dominanten und kryptischen Determinanten des p53-
Proteins Toleranz gegeniiber dem Tumorgewebe anstelle eines Angriffs des Tumors
induzieren, kaum analysiert. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit T-Lymphozyten
von Patienten mit kolorektalem Karzinom in vitro mit sich iiberlappenden wt-p53-
Peptiden stimuliert und die Produktion von IL-10 und IFN-y mittels ELISPOT bzw.
ELISA gemessen.

Es existieren sowohl p53-Determinanten, die Th2-Zellen zur IL-10-Produktion anregen,
als auch Determinanten die eine Sekretion von IFN-y durch Th1-Zellen bewirken. Diese
Determinanten waren am N- bzw. C-terminalen Ende des p53-Proteins lokalisiert. In
dieser Arbeit zeigte sich eine Korrelation zwischen dem UICC-Stadium der Patienten
und der IL-10 Produktion nach Stimulierung mit Peptiden der Sequenz AS 1-50: Bei
Patienten in den UICC-Stadien I und II produzierten mehr Th2-spezifische
Lymphozyten hohere IL-10-Spiegel als bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung
(UICC III/IV). Dagegen wurde nach Stimulierung von Lymphozyten von Patienten im
UICC-Stadium III mit dem Peptidpool der Sequenz AS 291-330 eine verminderte IL-
10-Sekretion beobachtet. p5S3-Peptide mit der Sequenz AS 331-370 fiihrten zur IFN-y-
Expression, allerdings wurde hier keine Korrelation zum UICC-Stadium gefunden.
Diese Ergebnisse sind konsistent mit fritheren Experimenten der Arbeitsgruppe um
Fedoseyeva et al. in einem murinen Modell, die aufzeigen, dass T-Lymphozyten auf
Stimulierung mit verschiedenen p53-Peptiden in Abhéngigkeit vom Stadium der
Metastasierung antworten (16).

Unsere Resultate legen nahe, dass der Typ der spezifischen Anti-Tumor-Antwort gegen
p53 in frithen Stadien des kolorektalen Karzinoms von der Prisentation und Erkennung
von spezifischen wt-p53-Determinanten abhingt. Weiterhin scheint die Mehrheit der
immunogenen pS53-Determinanten bei Patienten mit kolorektalem Karzinom eine
Aktivierung von IL-10-produzierenden T-Zellen zu induzieren. Diese Beobachtung
eines Uberwiegens der Th2-Immunantwort bei den Patienten konnte eine mogliche
Erklarung fiir das Scheitern einer effektiven immunologischen Tumorbekdmpfung
bieten.

Unsere Ergebnisse zeigen weiterhin, dass bestimmte Epitope von TAA direkt das
Outcome der immunologischen Tumorsurveillance beeinflussen konnten, indem sie

beispielsweise Toleranz gegeniiber dem Tumor induzieren.
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6.5 Zusammenhang zwischen Mutationen im p53-Gen und der Immunantwort gegen

p53

Mittels RT-PCR wurden in dieser Arbeit fiinf verschiedene Punktmutationen an fiinf
verschiedenen Stellen der p53-Sequenz identifiziert, wovon vier im Bereich der DNA
binding core domain lokalisiert waren. Die Determinanten, die eine IL-10- bzw. IFN-y-
Produktion induzierten, sind dagegen am N- bzw. C-terminalen Ende des p53-Proteins
gelegen. Sowohl die p53-spezifische humorale als auch die zellulire Immunantwort
zeigten keine signifikante Assoziation zu Mutationen im p53-Gen. Diese Ergebnisse
stimmen mit denen fritherer Arbeiten iiberein, die eine fehlende Korrelation zwischen
pS3-spezifischen T-Zell-Immunantworten und p53-Genmutationen bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom fanden (44). Dies spricht fiir das Vorhandensein von T-Zell-

Antworten vor allem gegen konservierte Regionen des pS3-Antigens.

6.6 Expression Th2-spezifischer Gene durch tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL)

Unsere Untersuchungen zeigen, dass im Tumorgewebe von Patienten im UICC-Stadium
II fiir Tyee-Lymphozyten spezifische Gene wie CD4, CD25, Foxp3, GATA-3, GITR und
IL-10 vermehrt exprimiert werden. Dies bedeutet, dass die CD4"CD25" Zellen in
diesem Krankheitsstadium tatsidchlich eine erhohte Population von tumorspezifischen
Tree-Zellen einschlieBen. Weiterhin zeigen auch die typischen Gene fiir Effektorzellen
(CDS8, IFN-y) und Apoptose (Fas/FasL) bei diesen Patienten (UICC II) eine vermehrte
Expression.

Bei Patienten in den UICC-Stadien III und IV war die Expression der spezifischen Gene
fiir Treg-Zellen und Effektorzellen dagegen signifikant vermindert (p<0,05). Dies konnte
ein Hinweis darauf sein, dass schon in frilhen Stadien der Karzinomentwicklung
Ereignisse stattfinden, die fiir das weitere Schicksal der Anti-Tumor-Immunantwort

entscheidend sind (55).
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6.7 Kritik

Vergleiche verschiedener Zytokine sollten stets sorgféltig durchgefiihrt werden.
Unterschiede bei der Transkription, Prozessierung und Sekretion eines jeden Zytokins
und die Verwendung verschiedener Antikorper und anderer Reagenzien fiir ELISPOT,
ELISA und Real-Time-PCR erschweren die quantitative Evaluation verschiedener
Zytokine. Obwohl beobachtet wurde, dass bei einigen Zytokinen die Zahl der Spots im
ELISPOT und die Menge an RNA oder sezerniertem Protein nicht eng korrelierten (47),
wurde fiir die Th2-spezifischen Zytokine eine starke Korrelation der Ergebnisse von
ELISA, ELISPOT und Real-Time-PCR nachgewiesen (48).

Aus Griinden der mangelnden Verfiigbarkeit von Zellen konnte in dieser Arbeit kein IL-
10-ELISA oder IFN-y-ELISPOT durchgefiihrt werden. Dennoch zeigen unsere
Ergebnisse eine Ubereinstimmung mit anderen Studien, welche schlussfolgerten, dass
bei Patienten mit kolorektalem Karzinom eine mogliche Th1-Immunantwort durch eine
iiberwiegende Th2-Immunantwort supprimiert sein konnte (40). Nachdem in dieser
Arbeit die entscheidenden p53-Peptidpools bestimmt wurden, die die Lymphozyten zur
Produktion von Zytokinen stimulierten, werden in unserer Arbeitsgruppe weitere
Experimente durchgefiihrt, um festzustellen, welche exakten Determinanten fiir die

Differenzierung der Lymphozyten in die Thl- oder Th2-Richtung verantwortlich sind.

6.8 Schlussfolgerung

Auch wenn schon seit langem bekannt ist, dass die meisten Tumoren potentielle Ziele
einer Immuntherapie sind und in den meisten Fillen eine Immunantwort gegen sie
induziert wird (59-61), ist die Frage nach der optimalen klinischen Anwendung der
bisherigen Forschungsergebnisse nach wie vor ungelost. Noch sind nicht alle Escape-
Mechanismen bekannt und verstanden, die es dem Tumor ermdglichen, der
korpereigenen Immunosurveillance zu entgehen. In dieser Arbeit stellen wir einen
weiteren solchen Mechanismus vor, der auch auf andere TAA als p53 und auf andere

Tumorentitéten tibertragen werden konnte:
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Aus dieser Arbeit lisst sich schlussfolgern, dass der Tumor selbst durch Uberexpression
von p53 direkt das Outcome der immunologischen Surveillance bei Patienten mit
kolorektalem Karzinom beeinflussen konnte. Dies scheint vor allem fiir die frithen
Phasen der Tumorgenese zu gelten. Die Uberexpression von p53 konnte zu einem
Uberwiegen der Induktion von p53-spezifischen Th2-Lymphozyten und konsekutiv zu
einer Inhibition der Thl-Immunantwort durch immunosuppresive Zytokine wie 1L-10
filhren. Dies stellt nach unserem Kenntnisstand einen in der Literatur bisher noch nicht
beschriebenen Tumor-Escape-Mechanismus dar. Aus zahlreichen Studien aus dem
Bereich der Transplantationsimmunologie ist bekannt, dass Immunantworten vom Th2-
Typ eher zur Toleranz als zur AbstoBung von Fremdgewebe fithren (62). Wenn man
daher das Malignom als ,modifiziertes korpereigenes Gewebe* #hnlich eines
transplantierten Organs betrachtet, konnte es die Uberexpression von p53 dem Tumor
ermoglichen, die Anti-Tumor-Aktivitit des korpereigenen Immunsytems durch
Stimulation von Th-2-Lymphozyten zu hemmen (62, 63).

Unsere Ergebnisse konnten auch eine Erkldrung dafiir bieten, warum p53-Mutationen
mit p53-Uberexpression hiufiger bei zahlreichen Malignomen mit schlechter Prognose
gefunden werden (64, 65). Eine weitere Erkenntnis aus der vorliegenden Arbeit ist, dass
die Immunantwort durch T..- und Effektor-T-Lymphozyten in den fortgeschrittenen
UICC-Stadien III und IV herunterreguliert ist. Dies unterstreicht, dass fiir das Schicksal
der immunologischen Anti-Tumor-Antwort entscheidende Ereignisse schon in frithen
Stadien der Tumorentwicklung des kolorektalen Karzinoms stattzufinden scheinen.
Zwei zusitzliche Mechanismen konnten das Scheitern einer effektiven Anti-Tumor-
Immunantwort bei Patienten mit kolorektalem Karzinom erkldren. Zum einen ist das
Milieu in der Darmmukosa und —submukosa eher antientziindlich als proentziindlich. In
dieser Umgebung wird die suffiziente Ubertragung von proinflammatorischen Signalen
an dendritische Zellen behindert, so dass diese in einem unreifen Zustand verbleiben
(66). Zum anderen zeigen diese Arbeit und andere Verdffentlichungen, dass kolorektale
Karzinome friither Stadien noch zu wenig Volumen haben konnten, um geniigend p53-
Peptide zu produzieren, wie es fiir eine effektive Prozessierung durch

antigenprisentierende Zellen notwendig ist.
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6.9 Zukiinftige therapeutische Optionen/Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen die folgenden therapeutischen Optionen nahe: Durch
eine externe Modifikation der Cytokin-Expression miisste bei Tumoren mit
intrazelluldrer p53-Akkumulation unter bestimmten Umstdnden ein spezifisch gegen
p53 gerichteter Anti-Tumor-Angriff durch das korpereigene Immunsystem induzierbar
sein. Denkbare Wege, den Shift in die Th1-Richtung zu erreichen, sind der Einsatz von
monoklonalen Antikorpern gegen IL-10 oder CTLA-4 bzw. eine gezielte Depletion von
Treg-Zellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten eine mogliche Erkldrung fiir das
Scheitern einiger klinischer Vakzinierungsversuche. Das Schicksal der Anti-Tumor-
Immunantwort scheint schon in frithen Phasen der Tumorprogression festgelegt zu
werden. Es konnte daher sein, dass diese Versuche zu spit in der Tumorentwicklung zur
Anwendung kamen. Die Patienten miissten demnach schon in moglichst frithen UICC-
Stadien immuntherapeutisch behandelt werden. Dies setzt aber auch eine weitere

Verfeinerung der Diagnostik zur Fritherkennung voraus.
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7. Zusammenfassung

Trotz radikaler chirurgischer Resektion kommt es bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom hdufig zum Tumorrezidiv. In unserem Patientenkollektiv (n=51) erlitten
innerhalb von 3 Jahren 18% der Patienten ein Rezidiv nach kurativer RO-Resektion.
Eine mogliche Erklarung dafiir wird in einer Suppression der Anti-Tumor-
Immunantwort gesehen, die eine vollstindige immunologische Tumorzerstorung
verhindert. Regulatorische T(T.s)-Lymphozyten spielen hierbei eine wesentliche Rolle.
Der Nachweis dieser Zellen und deren gesteigerte IL-10-Produktion konnte eine
mogliche Erklarung fiir die hohe Rezidivrate bei Patienten mit kolorektalem Karzinom
bieten. Ziel unserer Untersuchungen war es daher, die tumorspezifische Immunantwort
bei Patienten mit kolorektalem Karzinom stadienabhingig (UICC I-1V) zu untersuchen
und im Blut und Tumor vorhandene T-Zellen sowohl morphologisch als auch
funktionell zu charakterisieren. Als tumorspezifisches Antigen wurde das
Tumorsuppressorgen p53 gewdhlt, da es in bis zu 60% aller kolorektalen Karzinome
iberexprimiert wird.

Prédoperativ gewonnene periphere Blutlymphozyten (PBL) dieser Patienten wurden mit
iiberlappenden  synthetischen  Peptidfragmenten der gesamten Wildtyp-p53-
Proteinsequenz stimuliert und anhand der resultierenden Zytokinproduktion (IL-10,
IFN-y) verglichen (ELISPOT, ELISA). Sowohl Cytospinpraparate der PBL als auch
Tumorgewebe wurden immunhistologisch in Einzel- und Doppelfarbung charakterisiert.
Mittels ELISA wurde das Serum der Patienten auf das Vorhandensein von p53-
Antikorpern untersucht. Spezifische p53-Mutationen und die Expression von Tie-
spezifischen Genen im Tumorgewebe wurden mittels Real-Time-PCR analysiert.

Nur bei 35 % der untersuchten Patientensera (n=40) fanden sich p53-spezifische
Antikorper, wobei keine Korrelation zum UICC-Stadium bestand. Es zeigte sich, dass
sich die p53-Peptide, die eine IFN-y Produktion hervorrufen, von denen unterscheiden,
die eine IL-10 Expression induzieren. Unabhingig von spezifischen p53-Mutationen
spielte dabei das UICC-Stadium fiir die IL-10-Produktion eine besondere Rolle. So
produzierten nach Peptid-Stimulation T-Zellen von Patienten im UICC-Stadium II
wesentlich mehr IL-10 als T-Zellen von Patienten fortgeschrittener Stadien. Fiir die

IFN-y-Produktion fand sich keine Korrelation zum UICC-Stadium. Die
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immunbhistologischen Untersuchungen zeigten, dass Patienten hoherer Stadien (UICC
II/IV) mehr CD4*CD25" Lymphozyten im Blut und eine stirkere p53-Akkumulation
im Tumor aufwiesen als Patienten niedrigerer Stadien. Die Expression Ti..-spezifischer
Gene (CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3, GITR, GATA-3) im Tumor korrelierte ebenso mit
dem UICC-Stadium und war im UICC-Stadium II gesteigert.

p53 induziert sowohl eine IFN-y- als auch eine IL-10-Expression. Das Uberwiegen der
IL-10-Produktion deutet darauf hin, dass p53-spezifische T...—Zellen direkt an der
Modulation der Anti-Tumor-Immunantwort beteiligt sind. Durch Uberexpression von
pS3 induziert der Tumor selbst eine Th2-Immunantwort, die zu vermehrter Toleranz des
Tumors durch die Lymphozyten fiihrt. Dies stellt einen neuen moglichen Tumor-
Escape-Mechanismus dar. Sowohl die IL-10 Spiegel im Blut als auch die Expression
Treg-spezifischer Gene im Tumorgewebe korrelieren mit dem Stadium der Erkrankung.
Dieser Sachverhalt konnte eine Erkldrung fiir die schlechte Prognose und hohe
Rezidivhéufigkeit von Patienten mit bereits weit fortgeschrittenen Karzinomen bieten.
Die Ergebnisse der Arbeit erdffnen dariiber hinaus neue Therapieoptionen: Eine
Verschiebung der Anti-Tumor-Immunantwort hin zur vollstindigen immunologischen
Tumorzerstorung (Thl) wédre in Form einer spezifischen  Anti-IL-10-
Antikorperapplikation oder einer gezielten Depletion der tumorspezifischen T..—Zellen

denkbar.
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9. Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AEC Aminoethyl-Carbazol

APC antigenprisentierende Zelle
AS Aminosdure

bp Basenpaare

BSA bovine serum albumine

Ca Karzinom

c-DNA Copy-Desoxyribonukleinsdure
CEA carcinoembryonales Antigen
CK Cytokeratin

CTL zytotoxische T-Lymphozyten
DAB Diaminobenzidin

DC dendritische Zelle

EMA epitheliales Membranantigen
5-FU Fluorouracil

GI-Trakt Gastrointestinaltrakt
Her-2/neu Funktion: Membranrezeptor-Tyrosinkinase
HRP horseradish peroxidase

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

MHC major histocompatibility complex
neg. negativ

NK-Zellen natiirliche Killerzellen

n.v. nicht vorhanden

PBL periphere Blutlymphozyten
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RNA
RT-PCR

TAA
Th-Zellen

TIL
Tree-Zellen

u.a.

UICC
wt-p53-Protein

Ribonukleinsdure
Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion

tumorassoziiertes Antigen
T-Helfer-Zellen

tumorinfiltrierende Lymphozyten
regulatorische T-Zellen
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Februar — April 2002 Famulatur Viszeral- und Unfallchirurgie (7 Wochen)
Herz-Jesu-Krankenhaus, Fulda

September 2002 Famulatur Radiologie
Rad. Gemeinschaftspraxis Dr. Keil/Dr. Roy, Wiirzburg

August — Oktober 2003 Famulatur Radiologie (8 Wochen)

Department of Radiology, Children’s Hospital,
Harvard Medical School, Boston, MA, USA

Februar — Mirz 2004 Famulatur Innere Medizin, Kardiologie
Juliusspital, Wiirzburg



Mirz — April 2004

September 2004

April — August 2005

August — Oktober 2005

Oktober — November 2005

November 2005 — Mirz 2006

ab 1. August 2006

Praktische Titigkeiten
1998 — 1999

2000 - 2005

Promotion

Famulatur Urologie
Missionsirztliche Klinik, Wiirzburg

Famulatur Anaesthesiologie )
Allgemeines Krankenhaus, Wien, Osterreich

1. Tertial des Praktischen Jahres, Wahlfach Neurologie
Neurologische Universitdtsklinik Wiirzburg, Prof. Dr. Toyka

2. Tertial des Praktischen Jahres, Innere Medizin
Medizinische Klinik der Universitit Wiirzburg,
Abteilung Kardiologie, Prof. Dr. Ertl

2. Tertial des Praktischen Jahres, Innere Medizin
Department of Medicine (Infectious Diseases, Nephrology)
Director: Peter Bates, MD,

Maine Medical Center, Portland, ME, USA

3. Tertial des Praktischen Jahres, Chirurgie
Chirurgische/Orthopédisch-traumatologische Klinik
Prof. Dr. Schob/Dr. Hug

Spital Limmattal, Schlieren, Schweiz

Weiterbildung zum Facharzt fiir Radiologie
Klinikum der Universitit Miinchen

Institut fiir Klinische Radiologie

Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. M. Reiser

Zivildienst in der Pflege (13 Monate)
Abteilung fiir Geriatrie/Rheumatologie
Herz-Jesu-Krankenhaus, Fulda

Regelmdflige Nachtdienste in der Pflege
auf medizinischen und neurologischen Stationen sowie der
Herz-Thorax-Intensivstation der Uniklinik Wiirzburg

,, Untersuchungen zur Anti-Tumor-Immunantwort unter Beriicksichtigung der Bedeutung
regulatorischer T-Zellen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom*“

Doktormutter: Frau Prof. Dr. rer. nat. Ana Maria Waaga-Gasser
Universitat Wiirzburg, Zentrum Operative Medizin (ZOM), Chirurgische Klinik I
Abteilung fiir Molekulare Onkoimmunologie

Preise

2004: International Society of Immunology, Federation of Clinical Immunology Societies (FOCIS);
Bereich Onkologie — Anti-Tumorimmunantwort (Ko-Preistriger)

Sonstige Kenntnisse

Fremdsprachen

EDV

Wiirzburg, 20. Juli 2006

Englisch, Latein, Grundkenntnisse in Franzosisch/Spanisch

MS Office Software, Adobe Photoshop, Internet





