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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes System, das sich in eine
spezifische und eine unspezifische Abwehr unterteilen lasst [GoLDsBY et al.,
2000]. Es ist in der Lage, in den Organismus eingedrungene Fremdkorper
viraler, bakterieller oder anderer Herkunft ebenso wie entartetes kérpereigenes
Gewebe zu erkennen und zu eliminieren. Darlber hinaus verfligt es Uber ein
sogenanntes immunologisches Gedachtnis, das es ermdglicht, bei
wiederholtem Kontakt mit einem bestimmten Fremdkorper bedeutend schneller
und effektiver reagieren zu kénnen. [SCHMIDT, THEWS, 1993]

Die erworbene, also nicht angeborene Abwehrleistung des menschlichen
Organismus beruht im Wesentlichen auf den Funktionen der Zellen des
lymphatischen Systems, der Lymphozyten. Sie entwickeln sich ab der Fetalzeit
als unreife Lymphozytenvorlauferzellen aus pluripotenten Stammzellen in Leber
und Knochenmark. Spater wandern sie in die primaren lymphatischen Organe
Knochenmark und Thymus aus, wo sie sich vermehren, weiter entwickeln und
ihre arttypischen Eigenschaften ausbilden. Diesen Prozess bezeichnet man als
Lymphozytenpragung. Die so entstandenen Zellen wandern auf dem Blutweg
zu den sekundéren lymphatischen Organen, den Lymphknoten und der Milz, wo
sie nach einem ersten Antigenkontakt weiter proliferieren und sich zu den
eigentlichen Effektorzellen differenzieren [GoLDsBY et al., 2000].

Je nach Préagungsort der Lymphozyten unterscheidet man B-Lymphozyten, T-
Lymphozyten und Nullzellen.

Die B-Zellen werden im Knochenmark (engl.: bone marrow) gepragt, machen
ca. 15% der Lymphozyten aus und sind besonders fir die humorale
Immunantwort verantwortlich. Ihre Effektorzellen sind die Antikérper produ-
zierenden Plasmazellen und die B-Ged&achtnis-Zellen [SCHMIDT, THEWS, 1993].
Die Rolle der B-Lymphozyten bei der Immunabwehr sowie die Antikorper-
produktion der B-Effektorzellen (Plasmazellen) sind von entscheidender
Bedeutung fur das Verstandnis dieser Arbeit und sollen daher in Kapitel 1.2

ausfuhrlicher behandelt werden.
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Die T-Lymphozyten werden im Thymus gepréagt, machen 70-80% der
Lymphozyten aus und sind fur die zellulare Immunabwehr zustandig. lhre
Effektorzellen sind die T-Helferzellen, T-Suppressorzellen, T-Killerzellen und T-
Gedachtniszellen.

Die Gruppe der Nullzellen umfasst ca. 10% der Lymphozyten, die sich aufgrund
ihrer Oberflachenstruktur weder in die Reihe der B- noch der T-Lymphozyten
einordnen lassen. Dazu zahlen in die Blutbahn verirrte h&matopoetische
Stammzellen sowie K-(Killer)-Zellen, welche antigenabhangig, jedoch antigen-
unspezifisch mit IgG beladene Zellen zerstéren [SCHMIDT, THEWS, 1993].

Bei der unspezifischen Abwehr unterscheidet man &hnlich wie bei der
spezifischen eine humorale von einer zellularen Abwehr. Das unspezifische
humorale System umfasst dabei im Wesentlichen das Komplementsystem.
Daneben spielen Lysozym, C-reaktives Protein fur die Aktivierung des
Komplementsystems und Interferone als antivirale Glykoproteine eine Rolle.
Die unspezifische zellulare Abwehr umfasst die Fahigkeit einiger Leukozyten
zur Phagozytose. Sie ist besonders ausgepragt bei Monozyten und
neutrophilen Granulozyten. Diese Zellen sind in der Lage, mit Hilfe lysozymaler
Enzyme phagozytiertes Material abzubauen. Sie sind jedoch auch an der
spezifischen zellularen Abwehr als Antigen prasentierende Zellen beteiligt
[GoLDsBY et al., 2000].

Es ist also offensichtlich, dass spezifische und unspezifische Abwehr funktionell
nicht voneinander zu trennen sind, sondern sich gegenseitig beeinflussen und

erganzen [SCHMIDT, THEWS, 1993].

1.2 Synthese, Aufbau und Funktion von Antikorpern

1.2.1 Entstehung und Funktion von Plasmazellen

1.2.1.1 Entstehung von Plasmazellen

Die Entwicklung von Plasmazellen lasst sich in drei Stadien einteilen: Die

Entstehung reifer B-Zellen, ihre Aktivierung durch Antigenkontakt sowie die

anschliel3ende Differenzierung zu den eigentlichen Effektorzellen.
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Die Entstehung der B-Zellen aus ihren Vorlauferzellen ist einer der am besten
untersuchten Vorgange im menschlichen Organismus tberhaupt [GoLDSBY et
al., 2000]. Die B-Lymphozyten entwickeln sich aus Stammzellen Uber
verschiedene Zwischenformen: frihe Pro-B-Zelle, spate Pro-B-Zelle, Prae-B-
Zelle, unreife B-Zelle bis hin zur reifen B-Zelle. Die gesamte Differenzierung der
unreifen B-Zelle spielt sich im Knochenmark ab. Im Rahmen dieser
Differenzierung bildet jede B-Zelle ein spezifisches &uf3erst variables
Oberflachen-Immunglobulin  aus, das spater die antigenspezifische
Abwehrleistung moéglich macht. Die Mechanismen der Immunglobulinsynthese
werden in Kapitel 1.2.3 ndher erlautert. Erst die Weiterentwicklung zur reifen B-
Zelle sowie die Aktivierung und Enddifferenzierung des Lymphozyten gehen
aulRerhalb des Knochenmarks antigenabhangig vor sich [JANEwWAY et al., 2005].
Wahrend der Reifung der B-Lymphozyten findet eine negative Selektion solcher
Zellen statt, deren Oberflachenstrukturen in der Lage sind, an korpereigene
Strukturen zu binden. Durch diesen Prozess wird im gesunden Organismus die
Ausbildung von Autoimmunreaktionen weitestgehend verhindert [GoLDSBY et
al., 2000].

Die reifen B-Zellen wandern auf dem Blutweg zu den peripheren lymphatischen
Organen. Dort entwickeln sie sich nach Antigenkontakt Uber Lymphoblasten zu
den Effektorzellen, B-Gedéachtnis-Zellen und Plasmazellen, weiter [JANEWAY et
al., 2005]. Wahrend dieser Nachreifungsphase tragen verschiedene
Mechanismen zu einer Verbesserung der Affinitat zum prasentierten Antigen

bei. Darauf wird in Kapitel 1.2.4 genauer eingegangen.

1.2.1.2 Funktion von Plasmazellen

Plasmazellen sind die Effektorzellen der B-Lymphozyten. Sie sind in der Lage,
hochaffine spezifische Immunglobuline gegen antigene Determinanten zu
produzieren und zu sezernieren. Die von Plasmazellen als Reaktion auf ein
Antigen gebildeten und ausgeschiedenen Immunglobuline bezeichnet man

auch als Antikorper [GoLDsBY et al., 2000].
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1.2.2 Aufbau spezifischer Antikdrper

Der gemeinsame Bauplan von Antikérpern umfasst vier Aminosaureketten, die
durch Disulfidbriicken und nicht-kovalente Bindungen miteinander verknupft
sind. Jeder Antikorper besteht aus zwei identischen leichten (L-) Ketten mit
einem Molekulargewicht von ca. 25 000 Dalton und zwei schweren (H-) Ketten
mit einem Molekulargewicht von ca. 50 000 Dalton, wobei man sich das (H-L)»-

Dimer in der Form eines Y vorstellen kann.

hypervariable Schleifen

Antigen

R H .'-‘ Y ,
1/ \\
L-Kette” VL 5 L-Kette
Co

Papain Papain

- ~.
Kohlenhydrat ~* ~ Kohlenhydrat

2 Al

Chy " Ch,

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Antikor pers; KARLSON et al., 1994

Die endstandigen etwa 110 Aminoséauren jeder Kette variieren von Antikorper
zu Antikorper deutlich. Man bezeichnet diese Abschnitte als variable Region (V.
in den Leichtketten und V4 in den schweren Ketten). An sie schliel3en sich
sogenannte konstante Regionen (Cy und C.) an. Innerhalb der variablen
Regionen finden sich besonders inkonstante Abschnitte, sogenannte hyper-
variable Schleifen, die die Antigenbindungsstelle bilden und als Bindungs-
regionen, CDRL1 bis 3 (engl.: complementarity determining region) bezeichnet
werden. Die dazwischenliegenden Abschnitte innerhalb der variablen Region

nennt man Rahmenregion, FR (engl.: framework region) [GoLDSBY et al., 2000].

DN JH

L FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 FR4

Abb. 2: Aufbau der variablen Region einer schweren | mmunglobulinkette auf genomischer
Ebene nach erfolgreichem VDJ-Rearr angement [nach KNORR, 2000;
L: leader region, Vy: variable region, D: diversity region, Jy: joining region,
N bezéchnet neu hinzugefligte Nukleotide, vgl. Kap. 1.2.3
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Man unterscheidet finf verschiedene Klassen von Antikorpern. Die
Zugehorigkeit zu den Klassen M, G, D, A und E wird durch den Aufbau des
konstanten Teils der leichten und schweren Immunglobulinkette bestimmt. Man
unterscheidet zwei verschiedene C.-Doménen und finf Cy-Doméanen. Dabei
kann jede konstante Region mit jeder variablen Region kombiniert werden
[ScHMIDT, THEWS, 1993].

Je nach Klassenzugehdrigkeit haben die Antikérper unterschiedliche Eigen-
schaften und erfullen verschiedene Funktionen in der Abwehr von Krankheits-
erregern [GoLDSBY et al., 2000]. Bei der primaren Immunantwort spielen IgM-

Antikorper die Hauptrolle [Boes, 2000].

1.2.3 Mechanismen der Synthese von Antikdrpern

Die enorme Vielfalt des Antikdrper-Reservoirs im menschlichen Organismus
lasst sich durch eine gréRere Anzahl von Genabschnitten fur die variablen und
konstanten Regionen der Immunglobuline auf Chromosom 14 erkléaren
[STEWART, SCHWARTZ, 1994]. Die Gene sind uber einen grof3en Bereich der
Keimbahn verteilt und werden kombinatorisch unterschiedlich
zusammengesetzt. Diesen Vorgang bezeichnet man im englischen Sprachraum
als rearrangement [Cook, TOMLINSON, 1995]. Das rearrangement ist eine
Voraussetzung fur die Expression von Immunglobulinen, das heil3t, alle
exprimierten Immunglobuline sind rearrangiert wahrend dieselben Gene in nicht
exprimierendem Gewebe in der Keimbahnkonfiguration vorliegen [JANEWAY et
al., 2005].

Fur die in dieser Arbeit untersuchten schweren Immunglobulinketten soll dieses
rearrangement im folgenden erlautert werden.

Man unterscheidet im menschlichen Genom 51 V-Regionen (engl.: variable
segments), 27 D-Regionen (engl.: diversity segments) und sechs J-Regionen
(engl.: joining segments), von denen je eine zufallig zu einem VDJ-Komplex
kombiniert werden [GoLDsBY et al., 2000]. Diskutiert wird sogar eine noch
groRere Anzahl von tber 100 verschiedenen V-Regionen [STEWART, SCHWARTZ,
1994]. Das rearrangement verlauft in mehreren Schritten, die in Abb. 3

dargestellt sind.
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Zuerst werden D- und J-Region zu einem DJ-Segment verkntipft. Anschliel3end
folgt die Rekombination eines VDJ-Abschnittes. Die L-Region (engl.: leader
segment) und die konstante Region der schweren Kette sind auf anderen
Exons lokalisiert und werden wahrend des Spleif3ens, also dem Entfernen der
Introns, mit der variablen VDJ-Region zu einem gemeinsamen RNA-Transskript
verbunden. Die Translation dieser RNA fuhrt nach Entfernen der L-Region zur

Bildung der fertigen schweren Immunglobulinkette [JANEWAY et al., 2005].

Germline DNA

Somatic
recombiration

< | D-J joined

Somalic
recomb nation

V-Jor V-DJ ;oined1
| rearranged DNA |

Transcription

[ Primary 1
gnscripl RANA ‘
—

RNA

Solicing

Translaton

‘Polypeptide chainl

Protein

Abb. 3: Konstruktion der schweren Kette @nes Immunglobulins;
grmline DNA: DNA in Keimbahnkonfiguration
heavy chain: schwere Immunglobulinkette
[aus JANEWAY et al., 2005

Unter Berlcksichtigung der funf schweren Ketten ergibt sich eine
kombinatorische Anzahl von 51 - 27 - 6 - 5 = 41310 Méglichkeiten fur die
Bildung eines Immunglobulins [GoLDbsBY et al., 2000]. Die Variabilitat der VDJ-
Region wird jedoch noch durch weitere Faktoren erweitert. Zum einen ist die
Verknlipfung der einzelnen Genloci unprazise. Dies bezeichnet man als
junktionale Flexibilitat. Des Weiteren spielen P-Addition und N-Addition eine

Rolle. Bei der P-Addition findet eine asymmetrische Haarnadelrestriktion durch

-6-
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eine Endonuklease statt, was wiederum zu einer unscharfen Kombination fihrt
[JANEWAY et al., 2005]. Bei der N-Addition werden durch das Enzym TdT noch
einmal vollig variable Sequenzen zwischen die V-, D- und J-Regionen
interponiert (vgl. Abb. 2) [BENEDICT et al., 2000]. Die N-Addition findet man
ausschlie3lich in den schweren, nicht aber in den leichten Immunglobulinketten
[JANEWAY et al., 2005].

Die Verknupfungsstelle von V- und J-Segment befindet sich im Bereich der
CDR3 der Immunglobulinkette (vgl. Abb. 2). Diese Region ist aufgrund der
junktionalen Flexibilitait sowie der N-Addition besonders variabel aufgebaut
[ToMLINSON et al., 1992]. Sie ist jedoch fur die Affinitat eines Antikorpers von

untergeordneter Bedeutung [CLEMENS et al., 1998].

1.2.4 Affinitatsreifung von Antikdrpern

Nachdem die Antikoérper erstmals mit Antigen in Kontakt getreten sind, findet
eine sogenannte Nachreifungsphase statt, in der die Affinitat der Antikdrper
optimiert wird. Man bezeichnet diesen Vorgang als somatische Hypermutation
[WAGNER, NEUBERGER, 1996]. Wéahrend dieser Phase finden vor allem
Punktmutationen innerhalb der gesamten variablen Regionen statt, also
innerhalb der Regionen CDR1 und CDR2 sowie der angrenzenden
Rahmenregionen, nicht aber im Bereich der konstanten Regionen [JANEWAY et
al., 2005]. Die genauen Mechanismen, wie Mutationen in die exprimierten
Immunglobulinketten eingefuhrt werden, sind unbekannt [JAcOBS, BROSS,
2001]. Die Verteilung der auftretenden Mutationen ist bei diesem Prozess
allerdings nicht zuféallig, sondern bevorzugt spezielle Nukleotide und
Mutationsmuster [WAGNER et al., 1995; JoLLy et al., 1996; DORNER et al., 1997].
Die somatische Hypermutation ist der Hauptfaktor fr die enorme Vielfalt des

menschlichen Antikorperrepertoirs [JANEWAY et al., 2005].

1.2.5 Funktion von Antikérpern
Antikdrper spielen als humorale Faktoren der spezifischen Immunitat eine
tragende Rolle in der Abwehr von Krankheitserregern und anderer Antigene

ScHMIDT, THEWS, 1993].
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1.3 Das Magenkarzinom

1.3.1 Der Magen

Der Magen lasst sich von proximal nach distal in Fundus, Korpus und Antrum
unterteilen. Der Eingangsbereich wird als Kardia, der Ausgangsbereich als
Pylorus bezeichnet (vgl. Abb. 4). Als Hauptfunktionen des Magens sind
Aufnahme, Speicherung, Durchmischung, Verdauung und portionsweise
Entleerung des Chymus zu nennen. Zur Aufrechterhaltung dieser Aufgaben
dienen eine ausgepragte Peristaltik sowie die Sekretion von Salzsaure und
Pepsin in Fundus und Korpus und die Schleimproduktion in der Kardia- und
Pylorusregion [BERCHTOLD et al., 1999]. Die Magenschleimhaut wird somit
bereits durch das physiologische Magenmilieu, dariber hinaus aber auch durch
Nahrungsbestandteile, aufgenommene Mikroorganismen und Toxine besonders
beansprucht, was zu zahlreichen Erkrankungen bis hin zum Magenkarzinom

fuhren kann.

Diaphragma
Curvatura g
ventriculi minor

‘
i\

| Incisura
' angularis
!
.

Curvatura
ventriculi major

Abb. 4: Anatomie des Magens. Die Ziffern 1-10 bezeéchnen
die versorgenden Geféfle [BERCHTOLD et al., 1999.

1.3.2 Inzidenz und Risikofaktoren des Magenkarzinoms
Die Inzidenz des Magenkarzinoms hat in den letzten Jahrzehnten weltweit
abgenommen. Die Grunde dafur sind weitgehend unbekannt, zumal ein

Ruckgang schon vor der Entdeckung von H. pylori als atiologischem Faktor zu
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beobachten war. Allerdings ist festzustellen, dass Tumoren vom diffusen Typ
nach Laurén (vgl. Kap. 1.3.3) eine deutliche Zunahme zu verzeichnen haben.
Ebenso ist eine Verdnderung der bevorzugten anatomischen Lokalisation
zugunsten des Kardiakarzinoms zu verzeichnen. Diese proximal gelegenen
Tumoren stehen nicht in Zusammenhang mit schwerer Gastritis, Schleimhaut-
atrophie oder intestinaler Metaplasie, verlaufen aber aggressiver als distal
entstandene Magenkarzinome [CHAN et al., 2001].

Die Inzidenz des Magenkarzinoms variiert zwischen verschiedenen
geographischen Regionen. Besonders hohe Raten findet man in Japan, Korea
und China, in Teilen Europas, wie z. B. Irland sowie in Chile und Kolumbien.
AulRerdem lasst sich eine steigende Inzidenzrate mit zunehmendem
Langengrad sowohl auf der Nord- als auch der Sudhalbkugel erkennen [CHAN
et al., 2001]. Ein dhnliches geographisches Verteilungsmuster zeigt sich auch
bei der chronisch-atrophischen Gastritis, die als Préakanzerose gilt [WECK,
BRENNER, 2006].

Das Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkranken, ist neben dem sozio-
Okonomischen Status [CHAN et al., 2001] auch vom Geschlecht - Manner
erkranken haufiger als Frauen - abhangig. Benigne Magenpolypen gehen mit
einer erhdhten Inzidenz von Magenkarzinomen einher [GALLO, CHA, 2006].

Die chronische Gastritis infolge einer Infektion mit H. pylori steht als definitive
Prékanzerose fest, eine Ausnahme stellen die Kardia-Karzinome dar [MACHIDA-
MONTANI et al., 2004; MuURAKAMI et al., 2006]. Die chronische Gastritis stellt
jedoch auch ohne H. pylori einen unabhéangigen Risikofaktor dar [POTTER,
ULRICH, 2006]. Zudem scheint einer EBV-Infektion eine prokarzinogene
Bedeutung zuzukommen [TAKADA, 2000; Lo et al., 2001].

Zusammenhénge zwischen Erndhrungsgewohnheiten und Karzinominzidenz
sind nachgewiesen. So fassen BARTSCH et al. 1989 die Bedeutung von N-
Nitroso-Verbindungen fur die Entstehung von Magenkarzinomen zusammen.
Als bewiesen gilt auch der Zusammenhang von Magenkarzinom und Konsum
von Rind- und Lammfleisch [CHEN et al., 2002] sowie Salz und gepdkelten
Speisen [RiBoLl, NORAT, 2001]. Daruber hinaus wurden als Tumor

beglunstigende Faktoren tierische Eiweil3e, Cholesterin und Vitamin B12, als
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protektive Faktoren Ballaststoffe, Betakarotin, Folsdure und Vitamin C
nachgewiesen [MAYNE et al., 2001].

Erwiesene Tumor beglnstigende Faktoren sind auch chemische Karzinogene
wie Alkohol und Zigarettenrauch [GALLO, CHA, 2006].

Trotz stetig abnehmender Inzidenzrate steht das Magenkarzinom noch immer
auf Rang zwei der Tumor bedingten Sterblichkeit [CHAN et al., 2001]. Die
Funfjahrestberlebensrate liegt gemittelt Gber alle Tumorstadien bei 15-35% [LiM
et al., 2005].

In ca. 10% der Falle ist die Entstehung eines Magenkarzinoms multizentrisch.

1.3.3 Klassifikation des Magenkarzinoms

Beim Magenkarzinom handelt es sich um ein epitheliales Malignom, das von
der WHO nach histologischen Kriterien in Adenokarzinom, adenomuzinéses
Karzinom, Plattenepithelkarzinom, undifferenziertes und nichtklassifizierbares
Karzinom eingeteilt wird [CLASSEN et al., 1998]. Fir die klinische

Stadieneinteilung ist das TNM-System von herausragender Bedeutung.

Tab. 1: TNM-Kl asdfikation des Magenkarzinoms [nach CLAS<EN et al., 1999

T Primartumor

T1 Tumor auf Mukosa bzw. Submukosa beschrankt

T2 Tumor bis Serosa reichend

T3 Tumor durchbricht Serosa, Nachbarorgane frei

T4 Tumorbefall auch der Nachbarorgane

N Regionale Lymphknoten

NO regionale Lymphknoten frei

N1 regionaler Lymphknotenbefall; weniger als 3 cm vom Tumorrand entfernt
N2 regionaler Lymphknotenbefall; mehr als 3 cm vom Tumorrand entfernt
N3 disseminierter intraabdominaler Lymphknotenbefall

M Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen gesichert

Mx Fernmetastasen maglich, aber nicht gesichert

-10-
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Von prognostischer Bedeutung ist die histologische Einteilung des Magen-
karzinoms nach Laurén in intestinalen und diffusen Typ. Tabelle 2 zeigt die

modifizierte Laurén-Klassifikation.

Tab. 2: modifizierte Laurén-Kl assfikation des M agenkarzinoms [nach CLASEN et al., 1999

Typ Kennzeichen bevorzugte Lokalisation
intestinal hoher differenzierte Karzinomzellen, kohérent, Antrum- und

bilden Tubuli (tubulérer Typ) Kardiabereich
diffus gering differenzierte Karzinomzellen, diffus verstreut | Korpus

anaplastisch | schmale Zytoplasmasdume ohne Differenzierung

Mischtyp heterogenes Bild

Von geringerer Bedeutung sind die an das TNM-System angelehnte Stadien-
einteilung nach UICC, die morphologische Einteilung nach Borrmann Typ I-1V,
die Klassifikation nach dem Wachstumsverhalten nach Ming sowie die
histogenetische Differenzierung [CLASSEN et al., 1998].

Dartber hinaus wird bei einer histopathologischen Untersuchung eine Tumor-
graduierung durchgefuhrt. Wichtige Kriterien fur die Einteilung sind Kernatypien,
Mitosen und Differenzierungsgrad des Tumors, also Ahnlichkeit zum
Ursprungsgewebe [BOCKER et al., 1997]. Die Graduierung reicht von G1 (gut

differenziert) bis G3 (undifferenziert).

1.3.4 Therapie des Magenkarzinoms

Die kurative Therapie des Magenkarzinoms ist nur durch operative MaRnahmen
wie Magenresektion oder Gastrektomie unter Mitnahme der regionalen
Lymphknoten und umliegenden Gewebes zu erreichen. Je nach Tumortyp und
Ausdehnung wird bei der Resektion ein Sicherheitsabstand von 3,5 bis 7 cm
eingehalten. Beim diffusen Typ nach Laurén besteht immer die Indikation zur
Gastrektomie, wenn der Allgemeinzustand des Patienten dies zuldsst. Durch
operative Therapie kann die Finfjahresiberlebensrate je nach Tumorstadium
auf bis zu 100% beim Friuhkarzinom und auf immerhin 10-15% beim

fortgeschrittenen Karzinom gesteigert werden [BERCHTOLD et al., 1999].
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Mit fortgeschrittenem Tumorstadium spielt jedoch die Mikrometastasierung eine
zunehmende Rolle, welche eine kurative Resektion nicht mehr ermdglicht.
Durch adjuvante Therapieverfahren der Radio- und Chemotherapie konnte in

Therapiestudien eine Prognosebesserung erreicht werden [Lim et al., 2005].

1.4 Immunitat und Tumorentstehung

Bereits vor fast 100 Jahren, 1909, als das menschliche Immunsystem noch
kaum erforscht war, postulierte Paul Ehrlich die kérpereigene Erkennung und
Eliminierung von Tumoren [EHRLICH, 1909]. Uber 60 Jahre spater erhielt diese
Hypothese im englischen Sprachraum den Namen ,cancer immuno-
surveillance®, also eine Wachfunktion des Immunsystems gegen das Auftreten
von Krebs [BURNET, 1970]. Es gilt inzwischen als gesichert, dass neben nicht-
immunologischen Mechanismen zur Verhinderung von Tumoren [JAKOBISIAK et
al., 2003] eine solche Funktion des Immunsystems existiert [SoLoskI, 2001;
NAGORSEN et al., 2003], und dass Fruhstadien von Tumoren Strategien
entwickeln, sich dem Angriff des Immunsystems zu entziehen, also vor der
Immunantwort zu ,flichten* (engl.: tumor-escape) [KHONG, RESTIFO, 2002;
PiEMONTI et al.,, 2003; MAPARA, SYKES, 2004]. Neben physikalischen
Tumoreigenschaften wie Fibrosierung oder Schleimbildung [JANEWAY et al.,
2005] existieren zahlreiche immunologische Escape-Mechanismen [ADAM et al.,
2003]. Es existieren auch Studien, die verschiedene solcher Mechanismen
speziell fur Magenkarzinome beschreiben [KoyamA et al., 1998; SaTo et al.,
1999; ZHENG et al., 2003; NAKAMURA et al., 2004; MAJIMA et al., 2005].

Als Resultat weitreichender Interaktionen zwischen diesen beiden Prozessen -
Immunabwehr und Tumor-Escape - kommt es im Frihstadium der Tumor-
entstehung schliel3lich entweder zur Elimination durch das Immunsystem,
einem Gleichgewicht von Tumorwachstum und Abwehrmechanismen
(Equilibrium) oder einem manifesten Tumorprozess (Tumor-Escape), der
resistent gegen die Wirkung des Immunsystems fortschreitet [DuNN et al.,
2004a]. Dabei beeinflusst das Immunsystem den Tumor in seinem
Wachstumsverhalten, was man englisch als immunoediting (auf deutsch etwa

Immunpragung) bezeichnet [DuNN et al., 2002 und 2004b; SmyTH et al., 2006].

-12-
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Diese Beeinflussung des Tumors kann sich unter Umstdnden sogar
begiinstigend auf dessen Wachstumsverhalten auswirken [PAWELEC, 2004].

Im Gegensatz zum zellularen Arm der ,cancer immunosurveillance” ist der
humorale Teil bisher nur von wenigen Arbeitsgruppen untersucht worden.
Dennoch gibt es aussagekraftige Daten Uber primére humorale Aktivitat gegen
die Entstehung von Tumoren [KoDA et al., 1998; BOHN, 1999; VOLLMERS,
BRANDLEIN, 2002, 2005 und 2006; BRANDLEIN et al., 2003a; TouBI, SHOENFELD,
2007]. Grundlegender Mechanismus dieser angeborenen Immunabwehr ist das
Erkennen von verdnderten Epitopen, also veranderten phéanotypischen
Eigenschaften einer Zelle, beispielsweise im Glykolysierungsmuster bestimmter
Oberflachenproteine [GIRARDIN, PHILPOTT, 2004]. Auch maligne Transfor-
mationen einer Zelle haben neben veranderten Wachstums- und Regulations-
eigenschaften typischerweise eine Verdnderung des Epitopmusters durch
Expression neuer, tumorspezifischer Oberflachenstrukturen zur Folge [TURNER,
1992; EGEA et al., 1993; HANISCH et al., 1996; LiakATOS, KuNz, 2007]. Diese fur
das angeborene Immunsystem unbekannten, sich von kdrpereigenen
Strukturen unterscheidenden Epitope dienen als Zielstruktur des in der
Einleitung dargestellten komplexen Abwehrsystems aus zellularen und
humoralen Mechanismen. Eine entscheidende Bedeutung kommt dabei den
zeitlebens von jedem Individuum produzierten kdrpereigenen Antikérpern zu.
Die Analyse der Spezifitat dieser Antikorper bezlglich eines bestimmten
Antigens, beispielsweise bestimmter Epitope auf der Oberflache von
Tumorzellen, ist durch die humane Hybridom Technologie mdglich geworden
[SiINKovICS, DREESMAN, 1983; WINTER, MILSTEIN, 1991]. Dabei werden durch
Verschmelzen (Hybridisierung) eines B-Lymphozyten und einer immortalisierten
Heteromyelomzelle Zellklone geschaffen, welche sich wie Myelomzellen rasch
vermehren und dabei monoklonale humane Antikdrper produzieren [SEVIER et
al, 1981]. Mit Hilfe dieser Technologie konnte in den vergangenen Jahren eine
Vielzahl von Antikdrpern mit tumorspezifischer Aktivitat [BRANDLEIN, VOLLMERS,
2004a] und Aktivitdt gegen Tumorvorstufen [BRANDLEIN et al., 2003b; BRANDLEIN
et al., 2004b] isoliert und charakterisiert werden. Interessanterweise gelang

deren Nachweis jedoch nicht nur bei Patienten mit manifesten
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Tumorerkrankungen, sondern auch bei gesunden Individuen als Bestandteil der
angeborenen Immunitat [BoHN, 1999; BRANDLEIN et al., 2003a]. Diesen
Antikdrpern sind entscheidende Merkmale gemeinsam. Es handelt sich um
Antikdrper vom IgM-Isotyp, die in der Regel keimbahnkodiert oder nur gering
mutiert vorliegen und bestimmten IgVy-Genfamilien angehdren. Sie binden an
posttranskriptionell modifizierte Carbohydrate, die ausschliel3lich auf
Tumorzellen exprimiert werden, also tumorspezifisch sind, und induzieren eine
direkte Apoptose der jeweiligen Tumorzelle [TouBl, SHOENFELD, 2007].

Der am besten untersuchte derartige tumorspezfische Antikérper SC-1 wurde
1989 aus Milzlymphozyten eines an Magenkarzinom erkrankten Patienten
durch Fusion mit dem Heteromyelom SPM4-0 etabliert [VOLLMERS, O’'CONNOR,
1989]. Seine Bindungsstelle liegt an einem Zuckerrest im oberen Bereich von
CD55, einem tumorspezifischem Epitop, welches nicht nur auf Zellen des
Primartumors, sondern auch auf Metastasen und disseminierten Tumorzellen
exprimiert wird. In vitro und in vivo l6st SC-1 eine Apoptose von Tumorzellen
und eine Reduktion disseminierter Tumorzellen aus [VOLLMERS et al., 1998a
und 1998b; HENsEL et al.,, 1999a und 2001, ILLERT et al., 2005]. Seine
potentielle therapeutische Wirksamkeit wurde in einem ersten Kklinischen

Heilversuch nachgewiesen [VOLLMERS et al., 2000].

1.5 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit werden die variablen Schwerkettengene von Immunglobulin-
sequenzen (IgVy) aus Tumorgewebe infiltrierenden B-Lymphozyten von acht
Patienten mit manifestem Magenkarzinom analysiert und mit solchen aus
tumorfreiem Antrumgewebe derselben Patienten als Referenzgewebe
verglichen. Der Focus dieser Arbeit liegt somit auf der Analyse der
immunologischen Situation vor Ort (in situ), also innerhalb des gesunden sowie
des maligne erkrankten Organgewebes, in diesem Fall der Magenschleimhaut.
Aus Magenresektaten von karzinomerkrankten Patienten kbnnen mittels DNA-
Isolierung Immunglobuline gewebestandiger Plasmazellen gewonnen und
deren variable Schwerkettenfragmente mittels PCR amplifiziert werden. Dabei

ist nicht nur eine Zuordnung zu den bekannten, in Datenbanken verfigbaren
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Keimbahngenen mdoglich, sondern dariber hinaus eine exakte Analyse der
Mutationen in den entsprechenden in situ nachgewiesenen Immunglobulinen.

In Kenntnis einer im Organismus vorhandenen humoralen Aktivitat gegen die
Entstehung von Tumoren (vgl. 1.4) sind diesbeziiglich Unterschiede im
Vergleich von Tumorgewebe und tumorfreiem Referenzgewebe mdglich, deren
Auswertung zum Verstandnis der Interaktionen von humoraler Aktivitdt des

Immunsystems und Tumorentstehung beitragen kdnnte.
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2 Material und Method en

2.1 Material

2.1.1 Enzyme und Chemikalien

2.1.1.1 Enzyme
Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen Amersham Pharmacia
Biotech (Freiburg), Eppendorf (Hamburg), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und

Stratagene (Amsterdam) bezogen.

2.1.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen geliefert: Applied
BioSystems (Weiterstadt), Boehringer (Mannheim), GIBCO BRL (Eggenstein),
Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth GmbH (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen).

2.1.1.3 Kits

Folgende Fertigkits wurden verwendet:

DNeasy™ Tissue Kit der Firma Quiagen (Hilden)

Jetsorb Gel Extraction Kit der Firma Genomed (Bad Oeynhausen)

PCR-Script™ Amp Cloning Kit der Firma Stratagene (Amsterdam)

2.1.1.4 Grol3enstandards
Als Grol3enstandards fir DNA-Agarosegele wurden eine 100 bp Leiter sowie
eine 1 kbp Leiter Gene Ruler™ der Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) ver-

wendet.

2.1.2 Losungen, Puffer, Medien
TAE-Laufpuffer 10 ml 50x TAE
70 pl Ethidiumbromid
ad 500 ml H2O bidest
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50x TAE 121 g Trisbase
28,55 ml Eisessig
50 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
ad 500 ml H2O bidest
TE 1ml1MTris/HCI pH 7,5
200 pl 0,5 M EDTA pH 8,0
ad 100 ml H2O bidest
pH 7,5 bzw. 8,0
LB-Medium 10 g/l Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,5
LB-Agar LB-Medium
1,2% Agar
LBamp-Medium LB-Medium
100 pg/ml Ampizillin
SOB-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
10 ml/1 250 mM KCI
ad 11 H,O bidest
pH 7,0 mit 5 N NaOH einstellen; autoklavieren
5 ml steriles 2 M MgCl,

SOB-Agar SOB-Medium
1,2% Agar
SOC-Medium 100 ml SOB-Medium

1 ml sterile 20% Glukose

1 ml sterile 20% Maltose

IPTG 2 g IPTG in 8 ml H,O bidest

X-gal 1 mg X-gal in 50 pg Dimethylformamid
Ethidiumbromid 40 mg/ml in H2O bidest

Ampizillin 50 mg/ml in H2O bidest
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Lésungen zur Herstellung kompetenter E. coli
RF1 100 mM RbCI

50 mM MnCl; x 4 H20

30 mM K-Azetat

10 mM CacCl; x 2 H20

15% (w/v) Glycerol

pH 5,8 mit 0,2 M Essigséaure einstellen; sterilfiltrieren
RF2 10 mM RbCI

10 mM MOPS

10 mM CacCl; x 2 H20

15% (w/v) Glycerol

pH 6,8 mit 0,2 M NaOH einstellen; sterilfiltrieren

Losungen flr Miniplasmidisolierung
GET 50 mM Glukose
10 mM EDTA pH 8,0
25 mM Tris pH 8,0
Lysispuffer 0,2 M NaOH
10% SDS
3 M K-Azetat pH 4,8

2.1.3 Plasmide und Oligonukleotide

Fur die Klonierung wurde der Vektor pPCR-Script Amp SK(+) von Stratagene
(Amsterdam) verwendet. Der Vektor tragt eine Ampizillin-Resistenz und hat
eine GroéRe von 2961 bp.

Alle Oligonukleotide wurden bei der Firma MWG Biotech (Ebersberg) her-
gestellt und bezogen. Die Sequenzen der Oligonukleotide sind in folgender

Tabelle zusammengestellt.
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Tab. 3: Verwendete Oligonukleotide [aus KUPPERS et al., 1993

Sequenz
Vula 5 —-CCATGG ACT GGACCTGGA -3
Vu2a 5 —-ATG GACATACTTTGT TCCAC -3
Vu3a 5 -CCATGGAGTTTGGGC TGAGC -3
Vuda 5 -ATGAAACACCTGTGG TTCTT -3’
Vuoa 5 —-ATG GGG TCAACCGCCATCCT -3
Vuba 5 -ATGTCT GTCTCCTTCCTG AT -3
Vulb 5 —CCT CAGTGAAGT TTCCTG CAAGGC -3
Vu2b 5 -GTCCTG CGC TGG TGA AAACCACAC -3
Vu3b 5 -GGG GTCCCTGAGCTCCTGTGC AG -3
Vuab 5 —GAC CCT GTC CCT CACCTG CCCTGT -3
Vu5Db 5 — AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTGAGGA-3
VH6Db 5 —ACCTGT GCC ATC TCC GGG GACAGT G -3’
Jna 5 —-GGT GACCAG GGTCCCTIGGCCCCAG-3
Jub 5 - GGT GAC CGT GGT CCCTTGCCCCCAG-3

2.1.4 Bakterienstamme

Fur die Herstellung kompetenter E. coli wurde eine Glycerinkultur des E. coli-

Stammes DH5a verwendet.

2.1.5 Ursprungsgewebe

Als Ursprungsgewebe dienten paraffin-gebettete Gewebeblécke von tumor-
freiem Magengewebe des Antrums (im folgenden kurz Antrumgewebe) und

Tumorgewebe der in Tabelle 4 genannten Patienten. Alter und Geschlecht der

Patienten sowie das Tumorstadium stellten keine Auswahlkriterien dar.

2.1.6 Arbeitsmaterial und Hilfsmittel

Die Pipetten wurden von der Firma Eppendorf (Hamburg) geliefert.

Alle verwendeten Plastikmaterialien wurden Uber die Firmen Hartenstein

(Wirzburg) und Greiner Labortechnik (Frickenhausen) bezogen.
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Tab. 4: Patientengut flr Ur sprungsgewebe

SR: Siegelringzdli ges (muzindses) Karzinom
H.p.: -: Infektion ausgeschlossen, O: kein H.p.-Nachweis, +: H.p. nachgewiesen
Gadtritis: 0: nicht beschrieben, +: beschrieben

Fall | interne Sex | Alter | H.p. | Gas | Tumor- | Tumor- Stadium | Grad

Fall-Nr. €) tritis | Typ Lokalisation | (TNM)
#1 |15055/97 | w 73 0 + | diffus-SR | Kardia T2N2M1| G3
#2 (17698/98 | w 87 - + | diffus-SR | Antrum T3N2Mx | G3
#3 |22452/96 | m 60 + + | diffus-SR | Antrum T4N2M1| G3
#4 |23051/96 | m 75 + + | diffus Kardia T2N2Mx | G3
#5 |23592/96 | m | 88 0 0 |intestinal | Korpus T3NOM1| G2
#6 (27253/98 | w 78 - + | diffus-SR | Antrum T2NOMO| G3
#7 |9531/97 m 69 0 0 |diffus-SR |Korpus- T3N2M1| G3
Antrum
#8 | Mais/96 m | 76 0 + |intestinal | Kardia T2N2Mx | G3
2.1.7 Gerate

Fur die Arbeit wurden die Gerate der folgenden Firmen verwendet:
Aquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF

Brutschranke

Sterilbank Lamin Air HLB 2448
Kryostat 2800 Frigocut N
Minizentrifuge Biofuge fresco
Kihlzentrifuge J2-HS
Wasserbad Minitherm 2
Vortex Mixer
Gelelektrophoreseapparatur
Power Supply GPS
Videoauswerteeinheit
UV-Schirm UVT 20 M/W

PCR-Maschine Mastercycler gradient

DNA-Sequencer
Spektrometer
Mikroskop DMIB

Millipore (Eschborn)

Heraeus Thermotech (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Reichert-Jung (jetzt Leica, Wetzlar)

Heraeus (Hanau)

Beckmann (Minchen)

Dinkelberg Labortechnik (Neu-UIm)
NeoLab (Heidelberg)

Biometra (Gottingen)

Pharmacia (Freiburg)
MWG Biotech (Ebersberg)
Herolab (Wiesloch)

Eppendorf (Hamburg)
Applied Biosystems (Weiterstadt)

Kontron

Leica (Wetzlar)
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2.1.8 Hard- und Software

Die Auswertung der Daten erfolgte an einem Bildschirmarbeitsplatz der Firma
Compagq Presario.

Zur Analyse von DNA- und Aminosequenzen wurde das Programm DNAMAN
4.1 von Lynnon Biosoft verwendet. Homologievergleiche wurden mittels der
Internetdatenbanken NCBI-BLAST (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/) und
IMGT-Database (http://www.dnaplot.de/input/human_v.html) durchgefiihrt. Die Vu-
Keimbahn-Sequenzen wurden von IMGT-Database (http://imgt.cnusc.fr:8104
ltextes/IM GTrepertoire/ 1/tabgenes’human/I GH/IGHC/Hu_IGHC.html) verwendet.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Tabellenkalkulation MS
Excel 7.0, die Textverarbeitung mit MS Word 9.0.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe

Am Kryostaten wurden jeweils 10 bis 15 Schnitte zu je 8 um von vorhandenen
Paraffin-Gewebebldcken in ein auf —20° C gekihltes 1,5 miRG uberfihrt und
verdaut. Der Gewebeverdau erfolgte mit dem Quiagen DNeasy™ Tissue Kit.
Das Gewebe wurde in 180 pl ATL Puffer mit 20 ul Proteinase K @. N. bei 55°C
verdaut. Nach grundlicher Durchmischung wurden 200 pl AL Puffer hinzu-
gegeben und fur 10 min bei 70° C inkubiert. Anschlielend erfolgte die Zugabe
von 200 ul 96% Ethanol und griindliche Durchmischung. Die Lésung wurde auf
eine DNeasy-Minisaule gegeben und fur 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Die
Minisaule wurde nun auf ein neues 2 ml-RG gesetzt, mit 500 yl AW1 Puffer
geladen und fur 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert. Nach erneutem Umsetzen der
Minisaule auf ein neues 2 mI-RG wurden 500 ul AW2 Puffer hinzugegeben und
fur 3 min bei 11000 rpm zentrifugiert, um die DNeasy-Membran zu trocknen.
Die Minisaule wurde nun auf ein steriles 1,5 ml-RG gesetzt, mit 100 ul AE
Puffer geladen und fur 1 min bei RT inkubiert. AnschlieRend erfolgte fir 1 min

die Zentrifugation bei 8000 rpm. Das Eluat wurde zuletzt noch einmal auf die
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Minisdule gegeben, erneut fir 1 min bei 8000 rpm abzentrifugiert und bei 4°C

eingelagert.

2.2.1.2 Vy-Familien-PCR aus genomischer DNA

Zur Amplifikation der Vu-Gene der schweren Immunglobulinketten wurde eine
Nested PCR mit Vu-spezifischen Primern [MARKS et al, 1991] durchgefuhrt:

l. Runde:

8 ul genomische DNA
S ul 10x PCR Reaktionspuffer
3yl 25 mM MgCl,
8 i dNTP je 200 pM

0,2 ul Taq Polymerase (5 U/pl)

0,8 ul 1,5 UM Jya Primer

0,8 ul Vu(1-6)a Primer-Mix

24,2 Jl H-O bidest
Die PCR erfolgte nach folgendem Programm:
94°C 1 min

(94°C 40s; 65°C 40s; 72°C 110 s)5x
(94°C40s; 60°C 40s; 72°C 110 s)5x
(94°C40ss; 55°C 40s; 72°C 110 5s)25x

72°C 10 min
4°C o
Il. Runde:

Abweichend von Runde | wurden 0,8 ul Jub Primer sowie 0,8 pl Vy(1-6)b
Primer-Mix verwendet. Statt 8 ul genomischer DNA dienten 8 ul Produkt der |.
Runde als Ausgangsmaterial. Die PCR wurde nach demselben Programm
durchgefihrt wie in Runde I.

Das PCR-Produkt wurde in einem 2%-Agarosegel mit einem Groél3enstandard

verglichen.
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2.2.1.3 Prinzip der Optimierung einer PCR

Da die Konzentration der zu amplifizierenden DNA-Abschnitte in der geno-
mischen DNA sehr gering war, mussten die Reaktionsbedingungen intensiv
optimiert werden. Der Reaktionsansatz wurde, wie in 2.2.1.2 beschrieben, zu-
sammenpipettiert und die MgCl,-Konzentration von 0,5 mM bis 2,5 mM in 0,5-er
Schritten ausgetestet. Die Annealingtemperatur wurde in einer PCR-Maschine
mit Temperaturgradient in 1° GSchritten so variiert, dass ein zufrieden-

stellendes Ergebnis erreicht wurde.

2.2.1.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten Uber ein Agarosegel

Das gewiunschte DNA-Fragment wurde aus dem 2%-Agarosegel ausge-
schnitten und in ein 1,5 mlI-RG uberfuhrt. Mittels des Jetsorb Kits der Firma
Genomed (Bad Oeynhausen) wurde die DNA aus dem Gel extrahiert. Zu dem
Gelstlick wurden 1 ml A1 Puffer und 33 pl Jetsorb Suspension gegeben und bis
zur vollstdndigen Auflosung des Gels unter regelméafRigem Vortexen bei 50° C
inkubiert. AnschlieBend wurde 1 min bei 11000 rpm pelletiert, das Pellet in
300 pl A1 Puffer geldst und erneut fur 1 min bei 11000 rpm pelletiert. Das
erhaltene Pellet wurde nun zweimal in 300 ul A2 Puffer geldst und jeweils fir
1 min bei 11000 rpm pelletiert. Das erhaltene DNA-Pellet wurde in sterilem
Milieu bei RT gut getrocknet. Anschliel3end wurde die DNA in 100 pl TE pH 8,0
gelost und 5 min bei 50° C inkubiert. Danach wurde die DNA mit 10 pl 3 M
Na-Azetat pH 4,8 und 300 pl 96% Ethanol 30 min auf Eis gefallt und fur 15 min
bei 11000 rpm pelletiert. Das Pellet wurde nun mit 200 pl 70% Ethanol
gewaschen, 5 min bei 11000 rpm zentrifugiert und in sterilem Milieu bei RT
getrocknet. Zuletzt wurde das gereinigte DNA-Fragment in 12 yl H,O bidest

aufgenommen und bei 4° C eingelagert.

2.2.1.5 ,Bluntenden” von PCR-Fragmenten
Da die verwendete Tag-Polymerase Uberhange an den Enden von PCR-
Fragmenten produziert, mussten alle Fragmente, die zur Klonierung eingesetzt

werden sollten, vor der Ligation ,gebluntended” werden. Dies erfolgte mit dem
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PCR-Script™ Amp Cloning Kit von Stratagene (Amsterdam) nach folgendem

Schema:
10 pl aufgereinigtes PCR-Fragment in H,O geldst
1,3 pl 10x polishing Puffer
1 i 10 mM dNTP mix (je 2,5 mM)
1 i cloned Pfu DNA Polymerase (0,5 U)

Die bluntended-Reaktion wurde unter Mineraldl 30 min bei 72° C im Wasserbad

inkubiert und anschliel3end bei 4° C gelagert.

2.2.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die bluntended-Ligation eines PCR-Produktes erfolgte mit dem Klonierungskit

PCR-Script™ Amp Cloning Kit von Stratagene (Amsterdam) nach folgendem

Ansatz:

1 i pPCR-Script Amp SK(+) Klonierungsvektor (10 ng/ul)
1 i PCR-Script 10x Reaktionspuffer

0,5 ul 10 mM rATP
4 ul bluntend-PCR-Fragment
1 i Srf | Restriktionsenzym (5 U/ul)
1l T4 DNA-Ligase (4 U/ul)

1,5 pl H>O bidest

Der Ligationsansatz wurde fiir 1 h bei RT inkubiert und anschlie3end fiir 10 min

auf 65° C erhitzt,um die eingesetzten Enzyme zu inaktivieren.

2.2.1.7 Herstellung kompetenter E. coli

Eine SOB-Agarplatte wurde aus einer E. coli-Glycerinkultur beimpft und U. N.
bei 37° C inkubiert. Die Zellen wurden nun von der Platte abgenommen und in
500 ml SOB-Medium Uberfuhrt. Nach Hinzugabe von 5 ml 2 M MgCl,-Ldsung
wurde bei 37° C und 200 rpm inkubiert bis im Spektrometer bei 550 nm eine
optische Dichte von 0,5 bis 0,55 nachzuweisen war. Die Zellen wurden nun in
sterile 250 ml-Zentrifugenrohrchen Uberfihrt und 30 min auf Eis abgekihit.
Danach wurde 15 min bei 2500 rpm und 4° C abzentrifugiert, das Pellet in 20 ml

eiskalter RF1-Losung resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end

-24-



Material und Methoden

wurde 9 min bei 2500 rpm und 4° C zentrifugiert, das Pellet in 7 ml RF2L6sung
resuspendiert und erneut 15 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden schliel3lich
zu 225 pul in einem Trockeneis/Ethanol-Bad aliquotiert und bei —70° C einge

lagert.

2.2.1.8 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli

Die zu transformierenden E. coli wurden auf Eis aufgetaut und 40 pl in ein vor-
gekihltes 15 ml-Falcon-R6hrchen Uberfuhrt. Zu den kompetenten Bakterien
wurden 0,7 pl B-ME pipettiert und vorsichtig gemischt. Die Lésung wurde
daraufhin 10 min auf Eis inkubiert und nach 2, 4, 6, 8 und 10 min erneut vor-
sichtig gemischt. Danach wurden 10 pl Ligationsansatz zupipettiert und 30 min
auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde anschlie3end fur 45 s in ein
42° GWasserbad und danach wieder auf Eis gestellt. Nach 2 min wurden 450 pl
42° C warmes SOGMedium hinzugegeben und die Bakteriensuspension 2 h bei
37° C und 250 rpm geschuttelt. Der Transformationsansatz wurde in vier Teilen
zu 10 pl, 100 pl, 200 pl und Restvolumen auf LBamp-Agar-Platten ausplattiert,
die zuvor zur Blau-WeiR3-Selektion mit je 50 ul IPTG und 25 ul X-Gal versetzt

worden waren.

2.2.1.9 Flussigkultur von Bakterienstammen
Far G. N.-Kulturen einer Minipraparation von Plasmid-DNA wurde eine Bakte-

rienkolonie mit einer sterilen Pipettenspitze in 5 ml LBamp-Medium tGberimpft.

2.2.1.10 Minipraparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Minipraparation von Plasmid-DNA wurden ca. 1,5 ml aus einer 5 ml-. N.-
Kultur entnommen und fur 5 min bei 11000 rpm pelletiert. Das Bakterienpellet
wurde in 100 ul GET aufgenommen und resuspendiert. Daraufhin erfolgte die
Zugabe von 200 pl Lysispuffer, die erhaltene Lésung wurde 3x invertiert und fur
5 min auf Eis gestellt. Nach Beendigung der Inkubation wurden 150 ul 3 M
K-Azetat hinzugegeben, die Losung vorsichtig gemischt und wiederum 5 min
auf Eis gestellt. Danach erfolgte eine 5minutige Zentrifugation bei 11000 rpm

und 4° C. Der erhaltene Uberstand wurde in ein neues 1,5 mRG uberfuhrt, mit

-25-



Material und Methoden

400 pl Phenol-Chloroform nachgereinigt, erneut 5 min bei 11000 rpm und 4° C
abzentrifugiert und in ein neues 1,5 mI-RG Uuberfuhrt. Durch Zugabe von 1 ml
eiskalten 96% Ethanols und 5 min Zentrifugation bei 11000 rpm wurde die
Plasmid-DNA bei RT gefallt. Das DNA-Pellet wurde schliel3lich mit 200 ul 70%
Ethanol gewaschen und in sterilem Milieu bei RT getrocknet. Die Plasmid-DNA
wurde in je 40 pl TE pH 7,5 mit 20 pg/ml RNAse geldst.

2.2.1.11 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA
Fur den Restriktionsverdau von Plasmid-DNA wurden 4 pl eines 40 pl-
Volumens aus einer Minipraparation verwendet. Folgender Standardansatz pro

Restriktionsverdau wurde pipettiert:

4 ul Plasmid-DNA

1 i 10x Puffer (Y+/Tango™)
0,5 ul Sac | Restriktionsenzym
0,5 ul Kpn | Restriktionsenzym

4 ul H>O bidest

Der Restriktionsverdau erfolgte 2 h bei 37° C im Inkubator.

2.2.1.12 Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Gelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden standardmaflig Uber ein 2%iges Agarosegel
aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE mit Ethidiumbromid verwendet. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 220 V und wurde anschlieRend tber eine Video-

auswerteeinheit dokumentiert.

2.2.1.13 Cyclesequencing von DNA

Fur die Sequenzierreaktion wurde folgender Ansatz verwendet:

S ul Plasmid-DNA aus Minipraparation
10 pl Sequenzier-Mastermix

1l Ts-Primer bzw. Ts-Primer

4 ul H2O bidest
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Der Reaktionsansatz durchlief folgende PCR-Zyklen:

(95°C30s; 52°C 15s; 60°C 4 min) 30x

4° Ceo
Das PCR-Produkt wurde anschlieRend Uber eine Sephadex G50 Saule in einer
gelben Eppendorfspitze aufgereinigt und aus dem Eluat die amplifizierte DNA
mit 2 pl 3 M Na-Azetat pH 4,8 und 50 pl 96% Ethanol 15 min bei —20° C gefallt.
Die DNA wurde 15 min bei 11000 rpm pelletiert, mit 200 ul 70% Ethanol
gewaschen und zuletzt in sterilem Milieu bei RT gut getrocknet.
Die automatische Sequenzierung wurde von Herrn Sergej Tchuvpilo mittels

eines DNA-Sequencers der Firma Applied Biosystems durchgefihrt.

2.2.2 Farbemethoden

Vor der Verwendung des tiefgefrorenen Gewebes wurde dieses mikroskopisch
untersucht, um Tumorgewebe bzw. in gesundem Antrumgewebe die
Abwesenheit von Tumorgewebe festzustellen. Dazu wurden am Kryostaten von
jedem Gewebeblock 4 um-Schnitte auf Objekttrager angefertigt und diese HE-
gefarbt.

2.2.3 Auswertung der Daten

2.2.3.1 Sequenz- und Mutationsanalysen der Vy-Regionen

Zur statistischen Auswertung der amplifizierten Sequenzen wurden von jedem
Fall #1 - #8 je funf Antrum- und finf Tumor-Sequenzen herangezogen.

Die 80 Sequenzen wurden jeweils mit dreistelligen Zahlen nummeriert. Die
erste Ziffer gibt dabei die Patientennummer entsprechend Tab. 2-2 an. Die
zweite Ziffer steht fur die Gewebeart, 1 fur Antrum und 2 fir Tumor. Die dritte
Ziffer gibt die Nummer der Sequenz (eins bis funf) innerhalb dieser
Klassifizierung an.

Uber die Internetdatenbanken NCBI-BLAST und IMGT-Database wurde jede
Sequenz mit allen bekannten Keimbahngenen verglichen, jeweils dasjenige mit
der groRten Homologie ermittelt und fir die Mutationsanalyse verwendet. Im

Programm DNAMAN wurden amplifizierte Sequenz und mutmallliches
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Keimbahngen gegentbergestellt und die Anzahl der Mutationen getrennt nach
CDR und FR sowie nach stillen Mutationen und Austauschmutationen erfasst.
Die Ermittlung der immanenten Mutationsanfalligkeit Rf der Keimbahngene
erfolgte nach CHANG, 1994. Sie beschreibt die Anfélligkeit einer Sequenz fir
Austauschmutationen als Quotient der Summe aller mdglichen Replacement-
Mutationen und der Summe aller durch Punktmutationen erreichbaren
Mutationen.

Die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass somatische Mutationen in den analysierten
Vu-Sequenzen nicht durch Antigenselektion, sondern rein zufallig entstanden

sind, wurde ebenfalls nach CHANG, 1994 nach folgender Formel berechnet:

p={n/[kifh- k) o - )"
Dabei ist n die Gesamtzahl aller beobachteten Mutationen, k die Anzahl der
beobachteten Replacement-Mutationen in den CDRs oder FRs und g die
Wahrscheinlichkeit dafir, dass eine Replacement-Mutation in den CDRs oder
FRs auftritt:
g =CDR, [Rfpr bzw. g=FR4 [Rf

Dabei stehen CDR¢ und FR(¢ flr die relative Ladnge der CDR bzw. FR bezogen
auf die Gesamtlange des untersuchten Keimbahngens. Rfcpr und Rfgr stehen
fur die immanente Mutationsanfélligkeit der CDR- bzw. FR-Region [CHANG,
CASALI, 1994].

2.2.3.2 Methoden der Statistik

Zur Berechnung des Mittelwertes u wurde die allgemein tbliche Formel

1 .o
H = n EZ X

verwendet. Dabei steht x fiur die Einzelwerte und n fur die Anzahl der

Einzelwerte.

Die Standardabweichung o beschreibt die mittlere Streuung der einzelnen

Werte um den Mittelwert. Sie berechnet sich als:

a=J%DZ(xi—u>2
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Zum Test der Signifikanz von Differenzen wurde der zweiseitige Student-t-Test
angewandt. Dabei wird ein Widerspruchsbeweis gefuhrt, d. h. es wird eine
sogenannte Nullhypothese aufgestellt und diese auf einem vorher
festzulegenden Signifikanzniveau abgelehnt. Kann man z. B. die Nullhypothese:
.Die Werte der Kategorie A sind im Mittel genauso grol3 wie die Werte der
Kategorie B." auf einem Signifikanzniveau von 0,95 ablehnen, so kann man mit
95%iger Wahrscheinlichkeit davon ausgehen, dass die Differenz der Mittelwerte
A und B nicht zufallig, also signifikant, ist. Die Irrtumswahrscheinlichkeit
entspricht in diesem Fall dann 0,05. Von hochsignifikanten Ergebnissen spricht
man, wenn die Nullhypothese auf dem Signifikanzniveau 0,99, also mit der
Irrtumswahrscheinlichkeit 0,01 abgelehnt werden kann.

Die Vorteile des Student-t-Testes sind unter anderem seine Robustheit
gegenuber Abweichungen der Messwerte von der idealen Gaul3’'schen Normal-
verteilung sowie die Unabhangigkeit von der Standardabweichung ab einer
genugend grofRen Stichprobenanzahl [BASLER, 1994]. Die Stichprobenzahl war
bei allen in dieser Arbeit errechneten Wahrscheinlichkeiten ausreichend grof3.

Den dabei errechneten t-Wert erhélt man als

t = (1_112) q/nlmz
\/012 [(nl _1)"'022 [ﬂnz _1) M+,

n+n,—-2

Die dazugehorige Sicherheitswahrscheinlichkeit erhalt man schliel3lich aus der

Verteilungsfunktion ® der normierten Normalverteilung:
X 1 oy
dx)= [—[e ?
(X J; o dy

Zur Veranschaulichung: Um die Nullhypothese auf dem Signifikanzniveau 0,99

ablehnen zu kdénnen, muss der t-Wert gréf3er als 2,326 sein.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des Ursprungsgewebes

Zur sicheren Charakterisierung des Ursprungsgewebes wurden von allen
verwendeten Gewebeproben histologische Schnitte angefertigt, gefarbt und
mikroskopisch untersucht. Bei allen acht Patienten stellt sich im Antrum-
Gewebeblock tumorfreies Magenschleimhautgewebe dar, wahrend im Tumor-
Block bei allen acht Patienten zumindest ein Grof3teil der gesamten
Schnittflache von tumortypischem Gewebe eingenommen wird. Abb. 5 zeigt
stellvertretend je einen Ausschnitt aus Antrum- und Tumorgewebe.

Antrumgewebe Tumor gewebe

Abb. 5: histologischer Ausshnitt aus untersuchtem Ur sprungsgewebe

3.2 |dentifizierung der IgVy-Klassen

Aus den verwendeten Magengewebeproben konnten mit Hilfe der in Kap. 2
beschriebenen Methoden Immunglobuline extrahiert und deren Sequenzen
amplifiziert und analysiert werden. Zur ldentifizierung der im Antrum- bzw.
Tumorgewebe vorkommenden Immunglobuline wurden diese, wie in Kap.
2.2.3.1 beschrieben, mit den bekannten Keimbahngenen der IMGT-Datenbank

verglichen und jeweils dem mit der gréR3ten Ubereinstimmung zugeordnet.

-30-



Ergebnise

Es zeigt sich in Antrumgewebe ein Uberwiegen von Keimbahngenen der

Familien V43 (18 von 40 Sequenzen) und Vul (9 von 40 Sequenzen), dem-

gegenuber jedoch in Tumorgewebe eine Haufung der Familien Vu4 und Vul (je

11 von 40 Sequenzen) sowie V45 (8 von 40 Sequenzen). Eine Ubersicht tiber

die Familienzugehorigkeit aller amplifizierten Immunglobuline gibt Tabelle 5.

Tab. 5: Absolute Haufigkeit der Zugehdrigkeit zu den mmunglobulin-V-Unterfamili en

Immunglobulin-Vy-Unterfamilie

Gewebetyp Vhl Vh2 Vh3 VH4 Vub VH6 Vu7
Antrum 9 4 18 3 5 1 0
Tumor 11 4 4 11 8 1 1

Unter Berlcksichtigung der Tatsache, dass die einzelnen IgVy-Familien

unterschiedlich viele Keimbahngene beinhalten, kann man Erwartungswerte fur

die prozentualen Anteile der einzelnen Familien an der Gesamtzahl der

amplifizierten Gene errechnen [BREzZINSCHEK et al, 1997]. Abb. 6 zeigt die

Abweichung der ermittelten Haufigkeitsverteilung von den Erwartungswerten.
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Es zeigt sich fur die Familien Vy1, 2, 6 und 7 sowohl in Antrum- also auch in
Tumorgewebe eine Haufigkeit, die dem errechneten Erwartungswert annahernd
entspricht. Klasse Vy3 ist in Tumorgewebe deutlich unterreprasentiert. Klasse
Vu4 dagegen zeigt ein Ubererwartungsgemald hohes Auftreten in Tumor-
gewebe, in Antrumgewebe sind Immunglobuline der Klasse Vy4 demgegentber
deutlich seltener nachweisbar, als erwartet. Klasse Vy5 zeigt in Antrum- und
Tumorgewebe signifikant gegeniber dem Erwartungswert haufigeres
Vorkommen.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass in Tumorgewebe deutlich
seltener als erwartet, und als dies in Antrumgewebe der Fall ist,
Immunglobuline der Familie Vy3, dafir deutlich haufiger Immunglobuline der

Familie Vu4 nachgewiesen werden konnten.

3.3 Charakterisierung der IgVy-Keimbahngene

Zur weiteren Charakterisierung der amplifizierten Vy-Regionen wurden die
Sequenzen wie beschrieben auf ihre Keimbahngenzugehdorigkeit untersucht.
Tab. 6 zeigt getrennt nach Antrum- und Tumorgewebe die Haufigkeit, mit der
die jeweiligen Keimbahngene nachgewiesen werden konnten.

Es zeigen sich sowohl in Antrum- als auch in Tumorgewebe in allen IgVu-
Familien unterschiedliche Keimbahngenzugehdrigkeiten, was einer grof3en
Vielfalt der gebildeten Immunglobuline in beiden Gewebetypen entspricht. Eine
Ausnahme stellt die Familie V42 dar. Hier gehéren sieben von acht Sequenzen
dem Keimbahngen 2/70*01 an.

Eine deutliche Differenz zwischen Antrum- und Tumorgewebe erkennt man in
Unterfamilie Vu4. In Antrumgewebe gehdren alle Sequenzen demselben
Keimbahngen an, im Tumorgewebe zeigt sich eine deutlich Variabilitat, wobei
das in Antrumgewebe vertretene Vy-Gen 4/30-4*01 in Tumorgewebe nicht
nachweisbar ist.

Besonders haufig zeigen sich in tumorfreiem Magengewebe die Gene 2/70*01,
3/23*01, 3/11*01, 3/30-3.30-5*01, 4/30.4*01 und 5/51*01. Letzteres tritt neben
den Genen 4/61*01, 2/70*01 und 1/69*02 auch gehauft in Tumorgewebe auf.
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Tab. 6: Absolute Haufigkeit n der eéinzelnen Keimbahngene in Antrum- und Tumor gewebe

Antrum

Familie

Keimbahngen

IgVHl

3*01
8*01
18*01
69*01
e*02

N N N = N S

|gVH2

70*01

IgVu3

1101
15*02
23*01
30-3.30-5*01
43*01
48*01
48*02
53*02
66*01

IgVH4

30-4*01

WP P P DN W PSP ®

IgVu5

51*01
a*01

IgVH6

1*02

IgVH7
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Familie

Keimbahngen

IgVHl

3*01
8*01
18*01
69*01
69*02
e*01
e*02

IgVH2

70*01
70*02

IgVu3

11*01
23*01
33*01
74*03

P R R Rk WERr P WNN R RS

IgVH4

4*01

4*03
30-1-4.31*01
34*01

39*03

59*02

61*01

IgVu5

51*01
51*03
a*01

IgVH6

1*02

IgVH7

4-1*02

PR R P O R P RPN PR R
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Tab. 7: Mutationsanalyse der gewonnenen Vy-Sequenzen (Antrumgewebe)

Fall | Seq. | Keimbahngen | Mut. FR | Mut. Mut. ges. | mut. | mut. mut. | Homologie
S/R CDR | S/R; 2| AS AS AS in %
S/R FR CDR |gesamt
#1 |111 |1-18*01 0/4 2/4 2/8; 10 3 3 6 95,6
112 | 2-70*01 2/1 0/0 2/1; 3 1 0 1 98,9
113 |1-18*01 0/1 0/0 0/1;, 1 1 0 1 99,6
114 |1-8*01 5/5 1/2 6/7;, 13 4 2 6 94,8
115 | 3-43*01 1/2 1/4 2/6; 8 2 3 5 96,7
#2 |211 |3-30...-5*01 2/4 0/3 2/7;, 9 4 3 7 96,4
212 |3-11*01 0/2 0/0 0/2; 2 2 0 2 99,2
213 |3-11*01 1/0 0/0 1/0; 1 0 0 0 99,6
214 |5-51*01 0/2 0/1 0/3; 3 2 1 3 98,9
215 |3-23*01 1/3 2/2 3/5;, 8 2 2 4 96,8
#3 311 |1/69*01 0/0 1/0 1/0; 1 0 0 0 99,6
312 |3-30...-5*01 0/0 3/2 3/2; 5 1 0 1 98,0
313 [1-69*01 8/5 0/8 |8/13; 21 5 7 12 91,6
314 |5-51*01 1/2 0/1 1/3; 4 2 1 3 98,5
315 |2-70*01 1/3 0/2 1/5; 6 2 2 4 97,6
#4 |411 |4-30-4*01 8/5 3/4 |11/9; 20 5 4 9 92,2
412 |3-48*01 3/2 1/3 4/5; 9 2 2 4 96,4
413 |3-11*01 0/0 0/0 0/0; O 0 0 0 100,0
414 |3-48*01 1/8 3/6 | 4/14; 18 5 3 8 92,6
415 |1-3*01 1/0 0/0 1/0; 1 0 0 0 99,6
#5 |511 |2-70*01 2/10 1/3 | 3/13; 16 8 3 11 94,0
512 |1-3*01 3/7 1/4 | 4/11; 15 6 3 9 94,0
513 |3-23*01 2/2 0/3 2/5;, 7 2 2 4 97,2
514 |3-23*01 2/5 2/6 | 4/11; 15 5 4 9 94,0
515 |3-23*01 3/6 2/4 | 5/10; 15 5 3 8 93,9
#6 |611 |3-15*02 1/4 1/4 2/8; 10 4 3 7 95,9
612 |3-30...-5*01 1/5 0/3 1/8; 9 5 3 8 96,4
613 |3-53*02 417 1/7 5/14;19 6 7 13 92,3
614 |5-a*01 3/2 0/2 3/4; 7 2 2 4 97,2
615 |3-66*01 2/11 1/2 | 3/13; 16 8 1 9 93,4
#7 |711 |5-a*01 3/3 0/1 3/4; 7 3 1 4 97,3
712 |4-30-4*01 4/0 0/0 4/0; 4 0 0 0 98,4
713 |1-e*02 2/1 0/0 2/1; 3 1 0 1 98,6
714 |3-48*02 2/3 2/2 4/5; 9 3 2 5 96,4
715 |1-e*02 1/1 0/0 1/1; 2 1 0 1 99,1
#8 |811 |6-1*02 3/5 0/5 | 3/10; 13 4 4 8 94,7
812 |5-51*01 1/1 0/4 1/5; 6 1 3 4 97,7
813 |4-30-4*01 3/0 0/0 3/0; 3 0 0 0 98,8
814 |2-70*01 717 1/9 | 8/16; 24 6 7 13 91,3
815 |3-43*01 0/2 1/3 1/5; 6 2 2 4 97,6
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Tab. 8: Mutationsanalyse der gewonnenen Vy-Sequenzen (Tumor gewebe)

Fall | Seq. | Keimbahngen | Mut. FR | Mut. Mut. ges. | mut. | mut. mut. | Homologie
S/R CDR | S/R; | AS AS AS in %
S/R FR | CDR
#1 121 |2-70*01 4/9 1/1 |5/10; 15 7 1 8 94,5
122 | 3-33*01 6/21 4/4 | 10/25; 35 18 3 21 85,9
123 | 4-61*01 3/1 0/3 3/4;, 7 1 3 4 97,3
124 | 4-61*01 6/4 0/1 6/5; 11 3 1 4 95,6
125 | 5-51*01 0/8 2/5 | 2/13; 15 7 4 11 94,3
#2 |221 |4-4*01 1/13 1/9 | 2/22; 24 10 6 16 85,3
222 |1-3*01 3/10 1/5 | 4/15; 19 8 5 13 89,8
223 | 4-30...-31*01 1/8 0/4 |1/12; 13 8 3 11 94,9
224 | 2-70*01 8/26 | 1/11 | 9/37; 46 18 10 28 82,6
225 | 7-4-1*02 6/8 0/6 |6/14; 20 8 6 14 92,0
#3 | 321 |1-69*02 13/19 | 3/14 | 16/33; 49 12 8 20 80,1
322 | 3-23*01 6/12 2/7 | 8/19; 27 10 5 15 89,1
323 |5-51*01 4/30 | 1/11 | 5/41; 46| 23 7 30 82,3
324 | 1-e*02 12/17 | 3/14 | 15/31; 46 11 9 20 79,3
325 |4-61*01 5/16 | 1/15 | 6/31; 37 13 12 25 85,6
#4 421 |3-74*03 4/15 1/9 | 5/24; 29 12 6 18 88,3
422 |2-70*01 10/10 | 2/3 | 12/13; 25 9 3 12 90,1
423 |1-e*01 13/20 | 3/14 | 16/34; 50 13 9 22 79,9
424 |5-51*01 4/30 | 1/11 | 5/41; 46| 23 7 30 82,5
425 |1-18*01 8/10 0/4 |8/14; 22 9 2 11 91,1
#5 |521 |1-69*02 9/20 | 0/11 | 9/31; 40 15 10 25 83,9
522 |5-51*03 6/22 | 0/15 | 6/37; 43 19 11 30 83,7
523 | 6-1*02 4/15 2/3 | 6/18; 24 13 3 26 90,2
524 |5-51*01 4/15 | 1/12 | 5/27; 32 13 8 21 87,6
525 |5-51*01 2/14 | 1/11 | 3/25; 28 12 8 20 88,9
#6 |621 |5-a*01 3/6 1/3 4/9; 13 5 3 8 94,8
622 |1-69*01 3/3 1/3 4/6; 10 3 3 6 96,0
623 | 2-70*02 6/25 0/4 |6/29; 35 18 3 21 86,5
624 | 1-69*01 5/14 1/6 | 6/20; 26 11 5 16 89,5
625 | 4-30...31*01 5/7 1/4 | 6/11; 17 7 3 10 93,0
#7 | 721 |4-39*03 9/29 | 2/18 | 11/47; 58 19 11 30 76,6
722 | 4-61*01 5/16 3/6 |8/22; 30 11 4 15 88,0
723 | 4-59*02 5/18 2/6 | 7/24; 31 13 5 18 87,5
724 | 1-18*01 5/8 2/3 | 7/11; 18 6 2 8 92,8
725 |1-8*01 6/12 0/4 |6/16; 22 11 4 15 91,2
#8 |821 |4-4*03 4/6 0/2 4/8; 12 5 2 7 95,2
822 |3-11*01 3/5 2/4 5/9; 14 4 3 7 94,4
823 | 4-34*01 6/7 1/4 | 7/11; 18 7 3 10 92,8
824 | 1-69*02 13/19 | 3/14 | 16/33; 49 12 8 20 80,2
825 |5-51*01 2/11 0/8 |2/19; 21 8 5 13 92,0
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3.4 Mutationsanalyse im Vergleich Antrum vs. Tumor

Eine genaue Sequenz- und Mutationsanalyse der gewonnenen Vy-Sequenzen
ist in den Tabellen 7 (Antrumgewebe) und 8 (Tumorgewebe) dargestellt. Die
Spalten vier bis sechs zeigen jeweils die Anzahl der Punktmutationen, d. h. der
veranderten Basen, in kodierender Region, Rahmenregion und Gesamt-
sequenz. Dabei steht R fur Austausch- (engl.: replacement) und S fur stille
(engl.: silent) Mutationen. Die Spalten sieben bis neun zeigen die Anzahl der
dadurch ausgetauschten Aminosauren. Die unterschiedlichen Zahlenwerte sind
darauf zurtckzufihren, dass stille Mutationen keinen und mehrere Austausch-
mutationen innerhalb eines Basentriplets nur einen Aminosaureaustausch nach
sich ziehen.

Es zeigen sich in allen Bereichen signifikant hohere Mutationsraten fur
Tumorgewebe als fur Antrumgewebe. Dazu wurde fur beide Vergleichsgruppen
jeweils der Mittelwert aller 40 Sequenzen fur die Punktmutationen sowie die
mutierten Basentriplets in CDR, FR und Gesamtsequenz berechnet.
AnschlieBend wurde jeweils der Wert aus Antrumgewebe mit dem aus
Tumorgewebe verglichen. Fur alle gegenibergestellten Werte liegt die
Mutationshéaufigkeit in Tumorgewebe hochsignifikant héher als in tumorfreiem
Antrumgewebe. Die Signifikanz wurde mit dem Student-t-Test nachgewiesen.
Die Ergebnisse zeigt zusammenfassend Tabelle 9.

Tab. 9: Signifikanz der Mutationsergebnisse

Signifikanztest Anzahl Mutationen in Anzahl mutierter AS in
(Student-t) CDRs FRs gesamt | CDRs FRs gesamt
Antrum [V 5,575 3,175 8,750 2,875 2,075 4,950
o 3,866 2,897 6,316 2,193 1,929 3,801
Tumor [V 19,525 8,550| 28,075| 10,875 5,350| 16,225
o 9,168 4,944 13,29 5,211 2,963 7,418
t-Test t 8,867 5,932 8,305 8,949 5,859 8,555
p <0,0005| <0,0005| <0,0005| <0,0005| <0,0005| <0,0005
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Auch in der Qualitdt der ermittelten Mutationen zeigen sich Unterschiede
zwischen beiden Gewebegruppen. So liegt die R:S-ratio, also das Verhaltnis
von Austausch- zu stillen Mutationen in Antrumgewebe im Mittel bei 2,10, in
Tumorgewebe dagegen hochsignifikant héher bei 3,89 (p<0,001, t=3,395). Die
hohere Gesamtzahl an Mutationen in Tumorgewebe fuhrt somit auch zu einem
hoheren Anteil an Austauschmutationen.

Entsprechend der hdheren Mutationsrate liegt die Homologie, also die
prozentuale Ubereinstimmung von amplifizierter Sequenz mit der
urspringlichen Keimbahnsequenz, in Tumorgewebe deutlich niedriger als in
Antrumgewebe. Es zeigt sich eine Homologie zwischen 76,6% und 97,3% flr
Tumorgewebe, dagegen zwischen 91,3% und 100% in Antrumgewebe. Im
Mittel liegt die Homologie bei 88,63% (Tumor) vs. 96,52% (Antrum). Auch
dieser Unterschied ist hochsignifikant (p<0,0005, t=8,466).

In Antrumgewebe liegt eine Sequenz (Nr. 413) in der Keimbahnkonfiguration
vor, weitere funf Sequenzen (Nr. 213, 311, 415, 712, 813) weisen nur stille
Mutationen auf. Ohne Austauschmutation in den CDR-Regionen sind 11 von 40
Sequenzen (27,5%). Ebensoviele Sequenzen weisen lediglich eine
Austauschmutation in der Gesamtsequenz auf. Fast ein Drittel, n&dmlich 13 von
40 Sequenzen (32,5%), weisen eine Homologie von tber 98% auf und zeigen
maximal vier Mutationen in der Gesamtsequenz, davon maximal drei
Austauschmutationen.

In Tumorgewebe dagegen liegt keine ermittelte IgVu-Region in der Keimbahn-
konfiguration vor, alle amplifizierten Sequenzen weisen zwischen vier und 47
Austauschmutationen auf, die geringste Mutationshaufigkeit liegt bei sieben,
davon vier Austauschmutationen (Nr. 123), entsprechend einer Homologie von
97,3%.

3.5 Mutationsanfalligkeit der ermittelten IgVy-Keimbahngene

Als Mal3 fir die Mutationsanfalligkeit der Sequenz wurden fur die ermittelten
Keimbahngene die Replacement-Frequenz Rf sowie die R:S-ratio, also das
Verhéltnis von erwarteten Replacement-Mutationen zu erwarteten stillen

Mutationen, errechnet [CHANG, CASALI, 1994]. Als Replacement-Mutationen
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werden solche Mutationen bezeichnet, die zu einem Aminosaure-Austausch

fuhren.

Tab. 10: Rf- und R:S-Werte der ermittelten Keimbahngene

Werte gerundet.
Keimbahngen | Rf CDR Rf FR Rf gesamt | R:S CDR R:SFR R:S
gesamt

1/3*01 0,73611 0,72821 0,72977 3,21212 3,40800 3,36709
1/8*01 0,77778 0,72308 0,73388 4,14815 3,27907 3,42949
1/18*01 0,74306 0,71795 0,72291 3,45161 3,15789 3,21341
1/69*01 0,73611 0,72137 0,72428 3,02857 3,19697 3,16168
1/69*02 0,72917 0,72308 0,72428 2,91667 3,22901 3,16168
1/e*01 0,73611 0,72137 0,72428 3,02857 3,19697 3,16168
1/e*02 0,73611 0,72515 0,72755 3,02857 3,23478 3,18667
2/70*01 0,78431 0,72308 0,73577 4,61538 3,00000 3,25150
2/70*02 0,78431 0,72310 0,73611 4,61538 2,99270 3,25153
3/11*01 0,78472 0,71282 0,72702 4,34615 3,06618 3,27160
3/15*02 0,78571 0,71453 0,72714 4,50000 2,92308 3,13333
3/23*01 0,76389 0,71111 0,72154 3,54839 2,99281 3,09412
3/30.3-30.5*01 0,75000 0,71624 0,72291 4,00000 3,01439 3,17470
3/33*01 0,77778 0,71624 0,72840 4,66667 3,01439 3,25767
3/43*01 0,77083 0,71966 0,72977 3,96429 3,07299 3,22424
3/48*01 0,81250 0,70940 0,72977 4,87500 3,02920 3,30435
3/48*02 0,81250 0,71282 0,73251 4,87500 3,08889 3,35849
3/53*02 0,76296 0,71453 0,72361 3,67857 3,02899 3,13855
3/66*01 0,75556 0,71795 0,72500 3,64286 3,08824 3,18293
3/74*03 0,79861 0,71111 0,72840 4,79167 2,90909 3,17964
4/4*01 0,74074 0,70270 0,71368 3,44828 2,78571 2,95575
4/4*03 0,72917 0,71111 0,71468 4,03846 2,86897 3,04678
4/30.1-4.31*01 0,73203 0,70769 0,71274 3,39394 2,87500 2,97175
4/30-4*01 0,74510 0,70427 0,71274 3,67742 2,82197 2,97175
4/34*01 0,75556 0,70769 0,71667 3,64286 2,87500 3,00000
4/39*03 0,75817 0,70769 0,71816 4,00000 2,83562 3,02857
4/59*02 0,73333 0,70427 0,70972 3,53571 2,80272 2,92000
4/61*01 0,73856 0,70427 0,71138 3,53125 2,80272 2,93296
5/51*01 0,74306 0,72821 0,73114 3,82143 3,30233 3,39490
5/51*03 0,74306 0,72821 0,73114 3,82143 3,30233 3,39490
5/a*01 0,75694 0,73333 0,73800 4,19231 3,37795 3,51634
6/1*02 0,75439 0,71949 0,72778 3,90909 3,06202 3,23457
7/4-1*02 0,73611 0,71624 0,72016 3,21212 3,12687 3,14371
Mittelwert 0,75771 0,71630 0,72463 3,85327 3,05342 3,18231
Standard- 0,02361 0,00789 0,00748 0,56336 0,17220 0,14904
abweichung
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Es ergibt sich ein Mittelwert von Rf = 0,72463 und R:S = 3,18231. Diese Werte
stimmen mit hinreichender Genauigkeit mit den von T. H. Jukes ermittelten
Werten fiur Keimbahngene Uberein [JUKES, KING, 1979]. Dabei ist jedoch eine
ungleiche Verteilung der Mutationsanfalligkeit Gber die einzelnen Regionen der
Keimbahngene augenscheinlich. Es zeigt sich in den CDR-Regionen im
Durchschnitt eine signifikant hohere (Rf = 0,75771, R:S = 3,85327), in den FR
eine signifikant niedrigere Mutationsanfalligkeit (Rf = 0,71630, R:S = 3,05342),
als in der Gesamtsequenz. Die kodierenden Regionen sind somit anfalliger fur
Mutationen als die nicht-kodierenden. [CHANG, CASALI, 1994]

Diese Zahlen veranschaulicht Tab. 11.

Tab. 11: Rf- und R:S‘Wertein CDR und FR im Vergleich zur Gesamtsequenz
p gibt die Wahrscheinlichkeit daftr an, dassder Wert vom Wert der Gesamtsequenz
signifikant abweicht, t-Wert aus dem Student-t- Test.

Rf P R:S p
Gesamtsequenz 0,72463 3,18231
CDR-Regionen 0,75771 < 0,0005 3,85327 < 0,0005
(t=7,67) (t=6,61)
FR-Regionen 0,71630 < 0,0005 3,05342 0,0006
(t=4,40) (t=3,25)

3.6 Nachweis von Antigenkontakt

Ausgehend von den berechneten Rf-Werten der Keimbahngene (vgl. Kapitel
3.5) kann man fur die amplifizierten Sequenzen die Wahrscheinlichkeit dafir
berechnen, dass die Austauschmutationen in den CDR- bzw. FR-Regionen
zufallig und nicht durch Antigenkontakt zustande gekommen sind. Die dafir
bendtigte Formel [CHANG, CASALI, 1994] wurde in Kap. 2.2.3.1 vorgestellt. Tab.
12 zeigt fur alle 80 Sequenzen diese Wahrscheinlichkeitswerte.

Alle Tumorsequenzen sind mit hoher Wahrscheinlichkeit durch Antigenkontakt
zustande gekommen. Die Wahrscheinlichkeit, dass kein Antigenkontakt statt-
gefunden hat, liegt bei allen Sequenzen unter 50%, bei einem Viertel der

Sequenzen (10/40) sogar unter 1% in den kodierenden Regionen.
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Tab. 12 Wahr scheinlichkeiten p dafir, dassdie Austauschmutationen in CDR bzw. FR rein
zufalli g (ohne Antigenkontakt) entstanden sind. Werte gerundet.

Fall | Seq. | Keimbahngen p CDR p FR
#1 111 |1-18*01 0,03760 0,13418
112 |2-70*01 0,58721 0,31327
113 |1-18*01 0,85322 0,57613
114 |1-8*01 0,29391 0,08758
115 |3-43*01 0,01943 0,05311
#2 | 211 |3-30...-5*01 0,10436 0,19120
212 | 3-11*01 0,71402 0,32720
213 | 3-11*01 0,84499 0,42798
214 |5-51*01 0,32056 0,42580
215 | 3-23*01 0,23893 0,15183
#3 | 311 |1-69*01 0,85460 0,42112
312 | 3-30...-5*01 0,13567 0,01390
313 | 1-69*01 0,00527 0,00129
314 | 5-51*01 0,36467 0,35395
315 | 2-70*01 0,19502 0,29285
#4 | 411 |4-30-4*01 0,18826 0,00400
412 | 3-48*01 0,14579 0,01728
413 | 3-11*01 1,00000 1,00000
414 | 3-48*01 0,03888 0,10608
415 |1-3*01 0,85460 0,41563
#5 |511 |2-70*01 0,23971 0,18531
512 | 1-3*01 0,10834 0,13336
513 | 3-23*01 0,06250 0,09978
514 | 3-23*01 0,01355 0,03869
515 | 3-23*01 0,11705 0,08569
#6 | 611 |3-15*02 0,03211 0,12287
612 |3-30...-5*01 0,10436 0,25843
613 | 3-53*02 0,00969 0,03321
614 |5-a*01 0,20890 0,08583
615 | 3-66*01 0,28373 0,14599
#7 | 711 |5-a*01 0,39608 0,20457
712 | 4-30-4*01 0,51110 0,03808
713 | 1-e*02 0,58987 0,31964
714 | 3-48*02 0,27251 0,09662
715 | 1-e*02 0,70335 0,49123
#8 | 811 |6-1*02 0,04897 0,11023
812 | 5-51*01 0,00507 0,04349
813 | 4-30-4*01 0,60448 0,00862
814 | 2-70*01 0,00725 0,00364
815 |3-43*01 0,04301 0,15940
Mittelwert Antrum 0,30397 0,20127
Standardabweichung 0,29563 0,19792

Fortsetzung nachste Seite
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Fortsetzung Tab. 12

Fall | Seq. | Keimbahngen p CDR p FR
#1 121 |2-70*01 0,20336 0,20206
122 | 3-33*01 0,16567 0,13049
123 | 4-61*01 0,06463 0,02904
124 | 4-61*01 0,31963 0,10520
125 | 5-51*01 0,04183 0,18750
#2 |221 |4-4*01 0,03298 0,14878
222 |1-3*01 0,08376 0,15879
223 | 4-30...-31*01 0,08623 0,20586
224 | 2-70*01 0,05626 0,11730
225 | 7-4-1*02 0,04060 0,05245
#3 321 |1-69*02 0,00483 0,00298
322 | 3-23*01 0,06003 0,06439
323 |5-51*01 0,03512 0,07874
324 | 1-e*02 0,00697 0,00335
325 |4-61*01 0,00014 0,04052
#4 |421 | 3-74*03 0,01955 0,12432
422 |2-70*01 0,19934 0,03557
423 |1-e*01 0,00619 0,00454
424 |5-51*01 0,03512 0,07874
425 |1-18*01 0,19497 0,08763
#5 |521 |1-69*02 0,01407 0,07439
522 |5-51*03 0,00056 0,07621
523 | 6-1*02 0,18422 0,12484
524 |5-51*01 0,00094 0,05901
525 |5-51*01 0,00098 0,09974
#6 |621 |5-a*01 0,18928 0,14244
622 |1-69*01 0,12281 0,05468
623 | 2-70*02 0,14183 0,03093
624 | 1-69*01 0,09394 0,14256
625 | 4-30...31*01 0,14858 0,09045
#7 | 721 |4-39*03 0,00165 0,06756
722 | 4-61*01 0,14175 0,13943
723 | 4-59*02 0,12326 0,14335
724 |1-18*01 0,23856 0,09943
725 | 1-8*01 0,20240 0,15994
#8 821 |4-4*03 0,28909 0,19988
822 |3-11*01 0,10724 0,05907
823 | 4-34*01 0,14520 0,05404
824 | 1-69*02 0,00483 0,00298
825 |5-51*01 0,00557 0,14725
Mittelwert Tumor 0,09535 0,09566
Standardabweichung 0,08708 0,05677
Mittelwert insgesamt 0,19966 0,14846
Standardabweichung 0,24160 0,15487
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In den Antrumsequenzen zeigt sich ein etwas anderes Bild: zwar ist ein Teil der
Sequenzen mit hoher Wabhrscheinlichkeit durch Antigenkontakt mutiert.
Allerdings findet man hier zahlreiche Falle wenig mutierter Sequenzen, bei
denen ein Antigenkontakt unwahrscheinlich ist. Eine Sequenz (Nr. 413) liegt in
der Keimbahnkonfiguration vor, die Wahrscheinlichkeit fir einen nicht
stattgehabten Antigenkontakt liegt somit auch bei 1,0 (100%). Andere
Sequenzen, die nur geringfigig von der Keimbahnkonfiguration abweichen,
erreichen Wahrscheinlichkeitswerte bis Uber 85% fur nicht stattgehabten
Antigenkontakt. Insgesamt hat bei einem Viertel der Antrumsequenzen (10/40)
mit hoher Wabhrscheinlichkeit (>50% in den kodierenden Regionen) kein
Antigenkontakt stattgefunden. Dies sind die Sequenzen Nr. 112, 113, 213, 311,
413, 415, 712, 713, 715 und 813.

Zusammenfassend ergeben sich hiermit innerhalb des Antrumgewebes
Hinweise auf Vorliegen nattrlicher Immunitat aber auch durch Antigenkontakt
gereifter Immunitat. In Tumorgewebe dagegen finden sich ausschlieRlich
Sequenzen, die mit hinreichender Wahrscheinlichkeit auf Antigenkontakt

zuriickzufiihren sind.

3.7 Vergleich von Sequenzen desselben Keimbahngens aus

unterschiedlichen Patienten

Die amplifizierten Sequenzen aus Antrum- und Tumorgewebe wurden einander
gegenubergestellt, um mogliche Regionen mit identischen Mutationsmustern,
sog. hotspots, nachzuweisen. Verglichen wurden jeweils die Sequenzen der
Keimbahngene Vu1-69 (DP-10; 2 Antrumsequenzen/5 Tumorsequenzen), 2-
70*01 (DP-27; 4/3), 3-23*01 (DP-47; 4/1), 4-61*01 (DP-66; 0/4) und 5-51*01
(DP-73; 3/6). Andere Keimbahngene traten in zu geringer Haufigkeit auf, um auf
hotspots schlie3en zu kénnen.

Exemplarisch ist dies fur DP-27 (vier Antrumsequenzen) und DP-66 (vier

Tumorsequenzen) in Abb. 7 dargestellt.
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16
ighv2-70-01 ACC CTC ACA CTG ACC TGC ACC TTC TCT GGG TTC
814 S — [CT——— S
ighv4-61-01 ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GCC
124 S
325 S —— (o e oA
722 S —— (o S -

ighv2-70-01 TCA CTC AGC ACT AGT GGA ATG TGT GTG AGC TGG
511 - ---T---G--- --- G- -C - A
814 - - -AT-GCG- oo -o- -G - AT
ighv4-61-01 TCC GTC AGC AGT GGT AGT TAC TACTGG AGC TGG
123 e s
124 e e
325 ce- o= “AT -CC -A -C =T -T- e A

722 e s ST G TTC T T

ighv2-70-01 ATC CGT CAG CCC CCA GGG AAG GCC CTG GAG TGG
814 - S
ighv4-61-01 ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA CTG GAG TGG
% J—— O
124
cY1-J——— | K A- A
1277 2 J—— (o NS

59
ighv2-70-01 CTT GCA CTC ATT GAT TGG GAT GAT GAT AAATAC
112 e e e e e i s i T
<Y 1J——— N Ty
5 A—— Ac- mms e e oo iDLl
814 G --- AG --- -G --CAG --- -
ighv4-61-01  ATT GGG TAT ATC TAT TAC AGT GGG AGC ACCAAC
(% J—— ]
124 [cHR—_— Too cee e e e e oo T
325 T- CAA-G --AA- -CTG- --- --GG- —

722 e T T L TAC G G- oee en e
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60
ighv2-70-01 TAC AGC ACA TCT CTG AAG ACC AGG CTC ACC ATC
112 - - Ar =me cem o amm e e e e

5 —— O

814 - R cRSSp— G - - T-- -
ighv4-61-01  TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA
124 S ——— CHp—— (CHp——
325 - LI

722 T-= G o e e G- -
ighv2-70-01  TCC AAG GAC ACC TCC AAA AAC CAG GTG GTC CTT
112 e e e e e e e e N
cHT-J———— [T —— A
511 C- -
814 e o o e e e e e J——
ighv4-61-01 TCA GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG
124

325 TA- -on oem em e o o e e e

722 - (/N [Ep——— T oo g

ighv2-70-01  ACA ATG ACC AAC ATG GAC CCT GTG GAC ACA GCC
511 (17N oXpp—
814 oS C--
ighv4-61-01 AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCT GCG GAC ACG GCC
124 - GA-- G omoem T Co Aeomm
325 T G Ao —
722 - GC G C- A wm mom o o oo e mem

97
ighv2-70-01 ACG TAT TAC TGT GCA ...
112
315
511 - A= Comsom
814 - (O —
ighv4-61-01 GTG TAT TAC TGT GCG ...
123
124
cYiJ—— G- G- G
722 A-A-- Com = oee

Abb. 7: exemplarische Gegeniiberstellung von Sequenzen zur hotspot-Suche (unvoll standig);
Austauschmutationen unterstrichen, stille Mutationen nicht;
Fettdruck: CDR-Regionen.
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Es zeigt sich zum einen eine Haufung der Mutationen innerhalb der CDR-
Regionen sowie der direkt anschlieBenden Abschnitte der FR-Regionen. Eine
besondere Anfélligkeit gegentber Mutationen beobachtet man bei einzelnen
Basentriplets bzw. Aminosauren. Dies sind im Keimbahngen Vuj1-69 die
Aminosauren Ser3l, Ala34, und Ser36, die beiden erstgenannten liegen in
CDR1, die dritte im direkt folgenden Abschnitt der FR2-Region. Ein ahnliches
Bild zeigt sich in Vu2-70*01 bei Ser31 (CDR1) und Ser61 (FR3) in 3-23*01 bei
Ser32 (CDR1), Ala51 (FR2) und Ser58 (CDR2) sowie in 5-51*01 bei Ser29,
Thr30, Ser31 (alle CDR1), Met49 (FR2), Tyr53 (CDR2), GIn66, Ser78 und
Ser85 (alle FR3). In Sequenzen des Keimbahngens 4-61*01 kdnnen keine
hotspots nachgewiesen werden, allerdings wurde hier auch die kleinste Anzahl

an Sequenzen verglichen.

3.8 Einzelfallbetrachtungen einiger spezieller Sequenzen

Einige Sonderfalle in den Mutationen der verschiedenen Sequenzen sollen im

Folgenden gesondert dargestellt werden.

3.8.1 Sequenzen ohne Auftreten von Austauschmutationen
Sechs der insgesamt 80 amplifizierten Sequenzen (Nr. 213, 311, 413, 415, 712
und 813) liegen in der Keimbahnkonfiguration vor oder weisen lediglich stumme

Mutationen auf. Alle sechs Sequenzen stammen aus Antrumgewebe.

3.8.2 Mutationen, die zu einer Abbruchsequenz fihren

In drei Sequenzen wurde jeweils ein Basenaustausch registriert, der zu einer
Abbruchsequenz fuhrt. Alle drei Sequenzen stammen aus Tumor-Gewebe (Nr.
222, 522 und 825). Das Abbruchkodon entstand einmal in FR2, einmal in CDR1
sowie einmal in FR3. Diese Mutationen wurden fir die statistische Auswertung

als Replacement-Mutationen gezahlt.
3.8.3 Deletionen

In zwei Sequenzen konnte eine Deletion im Sinne eines Verlustes mehrerer

Triplets nachgewiesen werden. Es handelt sich um den Verlust von drei Triplets
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in der CDR2-Region einer Antrumsequenz sowie um den Verlust von zwei
Triplets in der FR2-Region einer Tumorsequenz. Beide Sequenzen stammen
aus Gewebe desselben Patienten (Fall #6, Nr. 611 und 623). Sie sind in Abb. 8

dargestellt.
3.8.4 Insertionen

Insertionen, also Einflgungen von Basentriplets, wurden in den amplifizierten

Sequenzen nicht nachgewiesen.
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ighv3-15-02 TCC CTT AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA TTC
611 - [ —— S
ighv3-15-02 ACT TTC AGT AAC GCC TGGATG AGC TGG GTC CGC
611 S Y € I
ighv3-15-02 CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT GGC

611 U [of
ighv3-15-02 CGT ATT AAA AGC AAA ACT GAT GGT GGG ACA ACA
611 G- --- GAA ... ... ... ce- = G-

ighv3-15-02 GAC TAC GCT GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC
611 S — [

ighv3-15-02  ATC TCA AGA GAT GAT TCA AAA AAC ACG CTG TAT
611

ighv3-15-02 CTG CAA ATG AAC AGC CTG AAA ACC GAG GAC ...
611

*k%k

ighv2-70-02 ACC CTC ACA CTG ACC TGC ACC TTC TCT GGG TTC
623 S | p— T-- G am e
ighv2-70-02 TCA CTC AGC ACT AGT GGA ATG TGT GTG AGC TGG
623 - - -G -2 - TG --- --- A-- G GIC
ighv2-70-02 ATC CGT CAG CCC CCAGGG AAG GCC CTG GAG TGG
623 - G- CC-— ... e T g
ighv2-70-02 CTT GCA CTC ATT GAT TGG GAT GAT GAT AAATAC
2 J—— o

ighv2-70-02 TAC AGC ACA TCT CTG AAG ACC AGG CTC ACC ATC
623 - - [oRpEE— [CHESI G- -

ighv2-70-02 TCC AAG GAC ACC TCC AAA AAC CAG GTG GTC CTT
623 S | —

ighv2-70-02 ACA ATG ACC AAC ATG GAC CCT GTG GAC ACG ...
623 - - AT- G- G- A

Abb. 8: Sequenzen, in denen eine Deletion nachgewiesen werden konnte;
Austauschmutationen unterstrichen, stille Mutationen nicht;
Fettdruck: CDR-Regionen; farbig: Deletionen.
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4 Diskussion

Maligne Tumoren sind das Ergebnis einer intensiven Wechselwirkung von
spontan auftretenden Mutationen primar gesunder korpereigener Zellen und
dem angeborenen und erworbenen Immunsystem. Die Entstehung eines
Tumors ist dabei das Resultat zumindest teilweise erfolgreicher Tumor-Escape-
Mechanismen, mit denen es dem malignen Prozess ausnahmsweise gelingt,
sich der kérpereigenen Immunabwehr zu entziehen (vgl. Kap. 1.4).

Unter diesem Aspekt wurden in der vorliegenden Arbeit die variablen
Schwerkettengene von gewebestandigen B-Lymphozyten aus Tumorgewebe
und tumorfreiem Referenzgewebe von Patienten mit Magenkarzinom
verglichen. Vergleichbare in-situ-Untersuchungen tumorinfiltrierender B-
Lymphozyten sind bisher nur in geringer Anzahl veroéffentlicht. Im Folgenden
soll diskutiert werden, welche Bedeutung den im Ergebnisteil (Kap. 3)
erlauterten nachweisbaren Unterschieden zukommt.

Entscheidende Unterschiede zwischen beiden Gewebetypen zeigen sich zum
einen in der Haufigkeitsverteilung der vorkommenden Keimbahngene (Kap. 3.2
und 3.3). DarUber hinaus zeigen sich in Tumorgewebe gegeniber Antrum eine
Haufung von Mutationen in allen IgVy-Abschnitten mit entsprechend niedrigerer
Homologie zum Keimbahngen, eine U(Uberproportionale Haufung von
Austauschmutationen gegenuber stillen Mutationen, welche sich in einer
hoheren R:S-ratio ausdriickt, sowie ein Fehlen von IgVy-Genen, die in der
Keimbahnkonfiguration vorliegen oder zumindest eine starke Homologie
aufweisen (Kap. 3.4).

Anhand der in Kap. 3.5 berechneten Mutationsanféalligkeit der IgVy-
Keimbahngene konnte in Kap. 3.6 gezeigt werden, dass alle aus Tumorgewebe
extrahierten IgVu-Sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit das Ergebnis von
Antigenkontakt sind. Demgegentber liegen in Antrumgewebe Sequenzen ohne
Hinweis auf Affinitatsreifung vor, insbesondere eine Sequenz in der
Keimbahnkonfiguration.

Durch den Vergleich von verschiedenen Sequenzen, die sich vom selben
Keimbahngen ableiten (Kap. 3.7) konnten zwar gewisse identische

Mutationsmuster nachgewiesen werden, allerdings wird deren Relevanz
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beziglich mdglicherweise zugrundeliegenden Einflusses tumorspezifischer
Antigene auf die Affinitatsreifung im Folgenden noch relativiert werden.

In Kap. 3.8 wurden einige Sonderfalle unter den amplifizierten Sequenzen
vorgestellt.

Im Bereich der verdnderten Haufigkeitsverteilung der nachgewiesenen
Keimbahngene stellt sich als auffalligste Tatsache dar, dass Immunglobuline
der Klasse Vu3 in Tumorgewebe deutlich seltener nachweisbar sind, als
erwartet, und als dies in Antrumgewebe der Fall ist. Bemerkenswert ist dies
insbesondere aufgrund der Tatsache, dass nahezu alle in der Vergangenheit
nachgewiesenen naturlichen IgM-Antikérper mit Anti-Tumor-Aktivitat Vy-Gene
aus der Vy3-Familie beinhalten [BRANDLEIN et al., 2003a]. Auch die weitere
Charakterisierung  der  amplifizierten  Sequenzen  hinsichtlich  ihrer
Keimbahngenzugehdrigkeit in Kap. 3.3 ist diesbezlglich auffallig. Die
haufigsten bei naturlichen Anti-Tumor-lgM-Antikérpern nachgewiesenen Gene
sind 3/23*01 (DP-47) und 3/30-3.30-5*01 (DP-49) [BRANDLEIN et al., 2003a;
VOLLMERS, BRANDLEIN, 2006]. Insbesondere findet DP-49 Verwendung bei dem
spezifisch gegen Magenkarzinomzellen gerichteten Antikdrper SC-1 [VOLLMERS
et al., 1998b]. V43-Gene wie DP-49 waren bereits in der Vergangenheit gehauft
in Immunglobulinen aus Magenschleimhaut-assoziierten Lymphozyten von
Patienten mit Gastritis und Magenkarzinomen beschrieben worden [HENSEL et
al., 1999b], so dass deren Nachweis in Antrumgewebe von Magenkarzinom-
patienten im Rahmen dieser Arbeit nicht verwundert, wohl aber deren auf3erst
sporadisches Auftreten innerhalb des jetzt untersuchten Tumorgewebes.
Unerwartet seltenes Auftreten von 3/23*01 (DP-47) in IgVy Tumorgewebe
infiltrierender Lymphozyten wurde auch schon bei invasiv-duktalen
Mammakarzinomen beobachtet [SiMsA et al., 2005].

Das gehaufte Auftreten von IgVy5, insbesondere 5/51*01, sowohl in Antrum- als
auch Tumorgewebe ist moglicherweise auf eine hohere Affinitat des Vu5-
Primers wahrend der nested-PCR zurtckzufuhren und auch in anderen
Versuchsreihen, in denen mit denselben Primern gearbeitet wurde, beobachtet
worden [GERHARD et al., 2002]. Eine Haufung von IgVy der Klasse 5 wurde

allerdings ebenfalls schon bei Immunglobulinen Tumor infiltrierender B-
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Lymphozyten in invasiv-duktalen Mammakarzinomen beschrieben [NzuLa et al.,
2003; SivsA et al., 2005].

Eine Haufung von IgVu4 in Tumorgewebe bei gleichzeitig breiter Diversitat
kbnnte einer Immunantwort auf tumorspezifische Oberflachenantigene
entsprechen. So findet man in der Literatur IgVx4 bei Immunglobulinen mit Anti-
Tumor-Aktivitat, z. B. bei Mammakarzinomen [CORONELLA et al., 2002] und
Melanomen [THOMAS et al., 1999].

Die deutlich erhohte Rate an Punktmutationen, insbesondere Austausch-
mutationen, in den Sequenzen aus Tumorgewebe, welche eine deutlich
niedrigere Homologie mit den Keimbahngenen mit sich bringt, als dies in
Antrumgewebe der Fall ist, spricht in hohem MaRe fir eine abgelaufene
Affinitatsreifung der nachgewiesenen IgVy-Sequenzen [BEREK et al., 1991]. Die
Fehlerrate der verwendeten tag-Polymerase von ca. 0,6-0,7/1000 bp ist bei der
Lange der amplifizierten Sequenzen von unter 250 bp vernachlassigbar
[CORONELLA et al., 2002].

Bei der Affinitatsreifung treten wie in Kap. 1.2.4 beschrieben in allen
Abschnitten der variablen Schwerketten erhdhte Raten an Punktmutationen auf
[JANEWAY et al., 2005]. Dementsprechend zeigt sich im Durchschnitt auch eine
deutlich héhere R:S-ratio von 3,89 in Tumorgewebe, Werte von Uber 2,9 gelten
als klarer Hinweis auf Affinitatsreifung [CHANG, CASALI, 1994].

Dies bestatigt sich durch die in Kap. 2.2.3.1 vorgestellte Berechnung der
Wahrscheinlichkeit fur das Zustandekommen der Mutationen ohne bzw. durch
Antigenkontakt, also Affinitatsreifung. Die entsprechenden Ergebnisse wurden
in Kap. 3.6 vorgestellt. Dass in Antrum und Tumor hoch affinitatsgereifte
Immunglobuline exprimiert werden, verwundert insofern nicht, da in der
Schleimhautbarriere des Magens eine intensive Auseinandersetzung des
Immunsystems mit peroral aufgenommenen Mikroorganismen stattfindet (vgl.
Kap. 1.3.1) [BERCHTOLD et al., 1999]. Zudem kdnnen chronische Entziindungs-
prozesse im Bereich der Magenschleimhaut eine Rolle spielen. Bei sechs der
acht Patienten beschreibt der histo-pathologische Befund explizit eine

chronische Gastritis. Bei zwei Patienten ist der Nachweis von H. pylori
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beschrieben, bei weiteren vier kann eine H. pylori-Besiedlung anhand der histo-
pathologischen Beurteilung nicht ausgeschlossen werden (vgl. Tab. 4).

BekanntermalRen besitzen auch Magenkarzinomzellen an ihrer Oberflache
bestimmte Glykoproteine, die als antigene Determinante fir die humorale
Immunantwort dienen kdnnen [OKUYAMA et al., 1998; HENSEL et al., 1999a;
BRANDLEIN et al., 2003b]. Allerdings kann hier lediglich eine primare, IgM-
vermittelte Immunantwort stattfinden, da posttranskriptionell modifizierte
glykopeptidische Antigene, also oligosaccharidische Epitope, im Gegensatz zu
reinen Peptiden nicht Uber T-Lymphozyten prasentiert werden kénnen und
somit nicht zu einer sekundaren Immunantwort, also zur Hypermutation und
Antikorperreifung fihren [JANEwWAY, 2001; BRANDLEIN, VOLLMERS, 2004a]. Die
hochaffinen, hypermutierten Immunglobuline in Tumorgewebe kdnnen somit
nicht gegen diese Glykoproteine, sondern allenfalls gegen andere
tumorspezifische Antigene gerichtet sein. Solchermafl3en affinitatsgereifte
tumorspezifische Immunglobuline, in der Regel IgG, und ihre moglichen
Zielantigene auf der Tumoroberflache werden in der Literatur haufig diskutiert,
u. a. fur Malignome des Colons [MosoLITs et al., 2002], des Pankreas [MAACKE
et al.,, 2002; HoNG et al., 2004], der Lunge [YASUDA et al., 2002, ICHIKI et al.,
2004], der Mamma [HANSEN et al., 2001], der Cervix [O'BRIEN et al., 2001],
sowie des Ovars [LUBORsSKY et al.,, 2005]. Von ihnen leiten sich auch neue
experimentelle adjuvante immunologische Therapieansatze ab [JAGER, JAGER,
2001; CARTER et al., 2004; LIN et al., 2005; VaisITTI et al., 2005]. Der Nachweis
einer vielfaltigen Anzahl hypermutierter Immunglobuline innerhalb eines im
vorliegenden Fall klinisch manifesten, fortgeschrittenen Tumorprozesses legt
allerdings nahe, dass es sich hierbei entweder um eine voéllig tumor-
unabhangige sekundére Immunantwort oder gar eine autoimmunologische
Aktivitdt oder um frustrane, unwirksame Abwehrversuche seitens des
Immunsystems gegen rasch wechselnde Oberflachenstrukturen bei
uberwiegend resistentem Wachstumsverhalten des Tumors handelt [CHIou et
al., 2005]. Diese affinitatsgereiften Antikorper durften im 3E-Modell von Dunn

dann Residuen aus der als ,Equilibrium* bezeichneten Gleichgewichtsphase
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der Immunantwort (vgl. Kap. 1.4) [DuNN, 2004a] entsprechen, der sich jedoch in
diesem Fall der Tumor durch erfolgreiche Escape-Mechanismen entzogen hat.
Umso bedeutsamer koénnten demzufolge jedoch die Unterschiede zwischen
Antrum und Tumor beziglich nicht-affinitatsgereifter, also naiver Immun-
globuline sein. Solche sind in gesundem Antrumgewebe von Magenkarzinom-
patienten eindeutig nachweisbar, innerhalb des manifesten Tumors dagegen
nicht (vgl. Kap. 3.6). Wie in der Einleitung beschrieben ist flir bestimmte
keimbahnkodierte Immunglobuline eine Aktivitat gegen tumorspezifische
Antigene nachgewiesen. Dabei handelt es sich um posttranskriptionell
modifizierte Carbohydrate auf der Oberflache der Tumorzellen (vgl. Kap. 1.4),
eine sekundare Immunantwort ist aus den oben erlauterten Grinden allerdings
nicht mdglich. Moéglicherweise sind die in Antrumgewebe nachgewiesenen
keimbahnkodierten oder nur gering mutierten Immunglobuline also der
entscheidende Bestandteil des Immunsystems, der mit wenigen Ausnahmen in
der Regel effektiv die Entstehung eines Tumorprozesses verhindern kann.
Dazu passt das gehaufte Auftreten von IgVu3 in Antrumgewebe, dieser
Genfamilie gehéren bekanntlich die meisten naiven tumorspezifischen
Antikdrper an [BRANDLEIN et al., 2003a]. Die interessante Beobachtung in dieser
Arbeit ist somit nicht das Fehlen von keimbahnkodierten Immunglobulinen
innerhalb des Tumorprozesses, sondern die Tatsache, dass uberall dort, wo
kein Tumor vorliegt, eine solche immunologische Situation vorliegt, oder
umgekehrt, nur dort, wo keine primare Immunantwort in Form nicht-mutierter
Immunglobuline nachweisbar ist, findet sich ein manifester Tumorprozess.
Dabei kann man Uber die Mechanismen, mit denen sich der Tumor der
primaren humoralen Wachfunktion des Organismus (immunosurveillance)
entzogen hat, nur spekulieren. Mogliche Escape-Mechanismen wurden in Kap.
1.4 bereits vorgestellt.

Im Hinblick auf die affinitdtsgereiften Immunglobuline sollen jetzt noch die in
Kap. 3.7 dargestellten Mutationsmuster diskutiert werden. Innerhalb der
Sequenzen zeigen sich bestimmte Regionen bzw. Nukleotide, die besonders
bevorzugt mutieren. Diese bezeichnet man in der englischsprachigen Literatur

als ,hotspots* [WAGNER, NEUBERGER, 1996]. Allerdings handelt es sich in der
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Mehrzahl der nachgewiesenen Falle um sogenannte intrinsische hotspots, also
Nukleotide, die unabhangig vom prasentierten Antigen, das die somatische
Hypermutation bedingt, bevorzugt mutieren, wobei die Ursache im molekularen
Prozess der Affinitatsreifung zu suchen ist [JoLLy et al., 1996, JAcOBS, BROSS,
2001]. Schon in Kap. 1.2.4 war beschrieben worden, dass die Verteilung der
Mutationen Uber die Immunglobulinsequenzen nicht nur die kodierenden
Regionen der Immunglobuline [CHANG, CAsALI, 1994], sondern dariber hinaus
spezielle Nukleotide und Mutationsmuster bevorzugt [WAGNER, NEUBERGER,
1996; DORNER et al., 1997; DuNN-WALTERS et al.,, 1998a]. Hiervon zu
unterscheiden sind Mutationsmuster, die von intrinsischen hotspots abgrenzbar
auftreten und vermutlich durch den Einfluss von Antigenen bedingt sind [BETz et
al., 1993]. Die in Kap. 3.7 beschriebenen Nukleotide liegen allerdings praktisch
alle im Bereich intrinsischer hotspots. Insbesondere die Haufung von
Mutationen in Nukleotiden innerhalb der CDR-Regionen, die fir die Aminosaure
Serin kodieren, ist fir Immunglobuline bereits bekannt [WAGNER et al., 1995;
JoLLy et al., 1996].

Lediglich einige der in dieser Arbeit auffalligen Mutationsmuster in Sequenzen
der IgVu5/51*01 kénnten antigenbedingt sein, allerdings ist die Unterscheidung
von intrinsischen und antigenbedingten hotspots generell sehr schwierig [DUNN-
WALTERS, SPENCER, 1998b]. Gerade von den nachgewiesenen IgVu5/51*01
stammt ein Grol3teil der Sequenzen gerade aus Antrumgewebe, so dass der
Einfluss von tumorspezifischen Antigenen hier auf3erst unwahrscheinlich ist.
Innerhalb dreier Sequenzen aus Tumorgewebe traten infolge von Mutationen
Abbruchkodons auf. Dies belegt, dass zumindest ein Teil der hier exprimierten
hypermutierten Immunglobuline gar nicht funktionsfahig ist [ScHIFF et al., 1985].
Bekanntlich konnen wahrend der Affinitatsreifung auch Insertionen oder
Deletionen im Sinne von Einfigungen oder Verlustes ganzer Basentriplets
auftreten [WiLsoN et al., 1998]. Sie bereichern das menschliche
Antikdrperreservoir durch erweiterte Diversitat der gebildeten Immunglobuline
[DE WiDT et al.,, 1999] und sind in naiven, nicht-affinitdtsgereiften B-
Lymphozyten nicht nachweisbar [Goossens et al.,, 1998]. In den hier

untersuchten Sequenzen traten keine Insertionen auf, allerdings konnten zwei
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Deletionen nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.8.3), interessanterweise bei
Sequenzen, die zwar demselben Patienten zuzuordnen sind, allerdings je eine
aus Antrum- und Tumorgewebe, so dass auch hier der direkte Einfluss eines
tumorspezifischen Antigens auf die Affinitatsreifung unwahrscheinlich ist.
Zusammengefasst ergeben sich also in der Tat in situ auf molekularer Ebene
signifikante Unterschiede zwischen IgVy aus Tumorgewebe und tumorfreiem
Gewebe. Insbesondere der Nachweis von nicht-affinitatsgereiften naiven
Immunglobulinen der priméaren Immunantwort in Antrumgewebe und deren
Fehlen in Tumorgewebe, sowie die bei antitumoralen naiven humanen
Antikdrpern haufig nachgewiesene, hier innerhalb des Tumors deutlich
unterreprasentierte IgVu3-Familie legen nahe, dass B-lymphozytare naive
Immunglobuline als Bestandteil der Immuniberwachung (immunosurveillance)
Tumoren effektiv verhindern. Lediglich in Ausnahmeféllen kann trotz
funktionierender primérer humoraler Immunantwort durch nicht ndher bekannte
(Escape-) Mechanismen eine maligne entartete Zelle ausnahmsweise zu einem
Tumorprozess heranwachsen. Zwar lasst der Nachweis stark affinitatsgereifter
IgVw innerhalb des Tumorgewebes Rickschlisse auf eine intensive
Auseinandersetzung des erworbenen Abwehrsystems im Sinne einer
sekundaren Immunantwort mit einer Vielzahl von antigenen Determinanten zu,
seien diese tumorspezifisch oder nicht. Ihr Nachweis innerhalb eines
manifesten Tumorprozesses legt aber nahe, dass sich das Karzinom in seinem
Wachstumsverhalten, insbesondere aber seiner Immunogenitat, dem Zugriff
von zellularer und humoraler Immunabwehr in diesem Stadium bereits
entzogen hat.

Selbstverstandlich bedirfen diese Hinweise der Untermauerung durch weitere
Studien, insbesondere in Bezug auf die Mechanismen, mit denen sich der
Tumorprozess der reguldren Immunantwort entzieht. Entsprechende
Ergebnisse konnten im Hinblick auf neue adjuvante immunologische

Therapieverfahren von Bedeutung sein.
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5 Zusammenfassung

Vor fast 100 Jahren postulierte Paul Ehrlich ein kérpereigenes System, das in
der Lage ist, Tumorentstehung zu erkennen und zu eliminieren. Die
Weiterentwicklung dieser Hypothese fiihrte in den Folgejahren zum Modell der
~immunosurveillance®, einer angeborenen Wachfunktion des Immunsystems,
welche im Regelfall die Entstehung von manifesten Tumoren verhindern kann.
Neben zellularen Bestandteilen wie Makrophagen und nattrlichen Killerzellen
kommt dabei eine entscheidende Bedeutung den B-Lymphozyten mit ihrer
Fahigkeit zur Produktion eines variablen Antikdrperrepertoires zu. Diese
angeborene, IgM-vermittelte, humorale  Abwehrfunktion richtet sich
insbesondere auch gegen glykopeptidische Oberflachenantigene maligner
korpereigener Zellen.

Allerdings scheint sich in seltenen Einzelfédllen ein Tumorprozess durch
Fluchtmechanismen dem Zugriff der Immunabwehr entziehen zu kénnen. Die
intensiven Wechselwirkungen von Immunsystem und Tumorwachstum sind Ziel
weitreichender Forschung geworden, angetrieben von der Hoffnung, in naher
Zukunft neue immunologische Therapieverfahren gegen maligne Tumoren
aufbieten zu kénnen. Bisher wenig untersucht ist allerdings die lokale Situation
der humoralen Immunitét innerhalb von Tumorgewebe.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit eine Sequenzanalyse
des exprimierten Immunglobulin-Repertoires in situ, also aus gewebestandigen
tumorinfiltrierenden B-Lymphozyten und solchen aus tumorfreiem Gewebe
vorgenommen. Als Ausgangsmaterial diente Gewebe aus Magenkarzinomen
und tumorfreier Magenschleimhaut des Magenantrums von acht Patienten mit
fortgeschrittener Tumorerkrankung. Adenokarzinome des Magens stellen eine
multifaktoriell bedingte, weltweit haufig auftretende Tumorentitat mit besonders
schlechter Prognose dar.

In der Tat zeigen sich in den vorliegenden Ergebnissen signifikante
Unterschiede zwischen Tumor und Antrum in den variablen Schwerkettengenen

der gewebestandigen B-Lymphozyten. Diese betreffen sowohl die IgVe-

-55.-



Zusammenfasaung

Familienzugehorigkeit als auch die Mutationsraten und Mutationsmuster der
einzelnen Sequenzen.

Die entscheidenden Beobachtungen im Rahmen dieser Arbeit sind der in situ-
Nachweis von naiven, nicht immunitatsgereiften Immunglobulinen der priméren
Immunantwort, insbesondere der mit Antitumoraktivitat in Verbindung
gebrachten IgVu3-Familie innerhalb des untersuchten Antrumgewebes sowie
deren Fehlen innerhalb des Tumorprozesses. Der Nachweis affinitatsgereifter
Immunglobuline innerhalb des Tumorprozesses legt eine zwar intensive, aber
letztendlich ineffektive Auseinandersetzung des Immunsystems mit dem sich
offenbar in diesem Stadium nicht mehr als ausreichend immunogenen
erweisenden Tumorprozess nahe.

Diese Ergebnisse heben die entscheidende Bedeutung der naiven Immunitat
fur die Verhinderung von Tumoren (Immuniberwachung) hervor. Unklar sind
allerdings nach wie vor die Escape-Mechanismen, die es einem Tumor
erlauben, sich dieser primaren Immunantwort zu entziehen.

Weitere Forschungsarbeit im Bereich naiver Immunglobuline mit Antitumor-
aktivitat, wie beispielsweise dem selektiv an Magenkarzinomzellen bindenden
und Apoptose auslosenden Antikérper SC-1, kénnte dazu beitragen, zukinftig
vollig neue adjuvante immunologische Therapieverfahren in der Tumortherapie

zu etablieren.
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