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1.  Einleitung

1.1 Nattrliche Immunitdt und Tumorabwehr

Zu Beginn der malignen Transformation beschreibt die Initiation die Entstehung eines
genetischen Schadens. Solange solche Alterationen nicht an Tochterzellen
weitergegeben werden, kénnen verschiedene Reparatursysteme effektiv eingreifen. Bei
der Promotion beginnen initiierte Zellen zu proliferieren, der Genschaden wird etabliert.
Im Rahmen der Progression vollzieht sich der irreversible Ubergang zur neoplastischen
Zelle, von der die klonale Expansion zum Tumor ausgeht; mit zunehmender
Entdifferenzierung lésen sich einzelne Zellen aus ihrem Verband und leiten die
Metastasierung ein. (Riede/Schafer et al., 1999)

Bevor es dazu kommt, setzt unser Organismus einige potente ,,Waffen* ein. Der
natirliche, angeborene Teil unseres Immunsystems ist in der Lage, solche alterierten
Zellen zu erkennen und zu eliminieren, so, wie dies auch bei Bakterien und anderen
infektiosen Partikeln der Fall ist (Janeway, 1989; Vollmers et al., 1989). Es stellt sich
dabei eher die Frage, warum und wann es zur Entwicklung eines manifesten Tumors
kommt, wenn man bedenkt, dass Zeit unseres Lebens permanent entartete Zellen in

unserem Korper entstehen, die durch unser Immunsystem unschadlich gemacht werden.

Naturliche Antikorper sind nicht affinitatsgereift und keimbahnkodiert, das heisst, deren
VH-Region ist in nicht oder kaum mutierten Keimbahngenen kodiert; eine somatische
Mutation hat also nicht stattgefunden. Sie gehdren meist zur Klasse der IgM-Antikdrper
und sind in der Lage bestimmte Strukturen wie Phospholipide oder Kohlenhydrate zu
erkennen. Mehrere solcher Antikorper konnten bisher mit Hilfe der humanen
Hybridomatechnologie aus von Tumorpatienten entnommenem Material isoliert
werden, wie u.a. PAM-1, LM-1 und SC-1 (Hensel et al., 1999a und 2001a; Brandlein et
al., 2002 und 2003a und 2004b).

Die molekulargenetischen Mechanismen von Erkennung und Beseitigung
transformierter Zellen bleiben bisher weitestgehend unklar (Medzhitov, 2001; Bohn,
1999). Man geht von zwei verschiedenen Strategien aus, mit denen es Antikdrpern
moglich ist entartete und beschédigte Zellen zu eliminieren. Zum einen ist die

Erkennung des ,,missing-self — fehlende oder herunterregulierte Molekile auf der



Oberflache gesunder Zellen — daflr verantwortlich, das hemmende Signale entfallen
und Naturliche Killerzellen aktiviert werden (Medzhitov and Janeway, 1997). Auf der
anderen Seite konnen Marker des ,,abnormen Selbst“ auf betroffenen Zellen von

Antikorpern erkannt werden.

Haben Antikdrper an solche Antigene auf der Tumorzelloberflache gebunden,
induzieren sie deren Opsonisierung und die ,,complement- und antibody-dependent cell-
mediated cytotoxity* (CDC und ADCC), also die Lyse der Tumorzelle (Bohn, 1999).
Doch der bei Weitem schnellste und sauberste Weg, Zellen zu eliminieren, ist der
programmierte Zelltod. Nattrliche Antikérper sind in der Lage in einer Tumorzelle
Apoptose auszuldsen. Dies ist u.a. bei PAM-1, wie spéter weiter beschrieben (Bréndlein
et al., 2004b), und bei SC-1 — einem natdrlichen IgM-Antikorper - vermittelt tber den
CD55/DAF-Rezeptor in vitro und in vivo der Fall (Vollmers et al., 1995, 1998a und
1998b; Hensel et al., 1999b und 2001b).

Neben T-Zellen, Naturlichen Killerzellen und Makrophagen sind also auch B-Zellen mit
der Sekretion nicht affinitatsgereifter, keimbahnkodierter Antikérper ohne vorherige
Aktivierung oder Selektion maligeblich an der kdrpereigenen Tumorimmunitét beteiligt.
Diese naturlichen tumorspezifischen IgM-Antikérper kénnen sowohl bei erkrankten, als
auch bei gesunden Personen gefunden werden und sorgen durch ihre schnelle
Verfligbarkeit und prompte Effektivitat dafiir, dass unser Organismus nicht schon in
jungen Jahren von transformierten Zellen iberschwemmt wird. Natirliche Immunitét
spielt somit eine bedeutende Rolle in der Erkennung und der priméren Abwehr maligner
Zellen (Bréandlein et al., 2003b; Brandlein et al., 2004).



1.2 Monoklonale Antikdper

In den letzen Jahren hat sich die Idee monoklonale Antikorper als therapeutisches Mittel
einzusetzen in der Medizin immer mehr durchgesetzt. Viele werden gegenwartig
erfolgreich in der Therapie verschiedenster Erkrankungen eingesetzt und weit mehr
befinden sich in Erprobung oder bereits in fortgeschrittenen Phasen der
Zulassungsverfahren (Gura, 2002; Borchmann et al., 2001; Breedveld, 2000; Glennie,
Johnson, 2000).

Schon vor uber 100 Jahren beschaftigte sich Paul Ehrlich mit dem Gedanken, das dem
Menschen eigene Immunsystem mit seinen Antikorpern therapeutisch nutzbar zu
machen. Den Durchbruch dazu brachte die Entwicklung der Hybridomatechnologie
durch Kohler und Milstein 1975, wobei antikorperproduzierende, immortalisierte
Zellklone mittels Fusion von B-Lymphozyten mit Myelomzelllinien geschaffen werden

konnten.

Es gelang erste murine Antikorper aus immunisierten Mausen herzustellen. Diese
zeigten sich jedoch nur begrenzt therapeutisch einsetzbar, da sie aufgrund ihrer
xenogenen Struktur den menschlichen Organismus zur Bildung von Antikérpern, den
human anti-mouse antibodies (HAMA), brachten. Der HAMA-Effekt fuhrt durch die
Eliminierung der murinen Antikorper zu einer verklrzten Halbwertszeit mit einer
notwendigen Dosissteigerung und bedeutet zusatzlich ein erhohtes Risiko fur Patienten,
da nach mehrmaliger Applikation anaphylaktische Reaktionen bis hin zum Schock
auftreten koénnen (Khazaeli et al., 1994). Dieses fiihrte zur Weiterentwicklung und
Verbesserung der Antikdrpermolekile. Mit Hilfe gentechnischer Methoden wurde der
murine Fc-Teil durch einen humanen ersetzt; man spricht von chiméren Antikorpern.
Werden zusatzlich Teile des Fg-Fragmentes durch humane Aminosduresequenzen
ausgetauscht, bezeichnet man diese als humanisierte Antikérper (Borchmann et al.,
2001); es sind nur noch die spezifischen Anteile der Antigenbindungsstelle murinen
Ursprungs. Dadurch kann die exakte Struktur des Antikorpers jedoch so veréndert
werden, dass es zum Verlust von Affinitat und Spezifitdt kommt (Clark, 2000; Winter,
Harris, 1993). Klinisch zeigen diese Mensch-Maus-Hybride, wie z. B. Rituximab
(Mabthera®) oder Trastuzumab (Herceptin®), eine geringere Immunogenitit und eine
langere Halbwertszeit (Lo Buglio et al., 1989; von Mehren et al., 1996 und 2003). Die
restlichen murinen Anteile sind aber noch in der Lage eine HAMA-Immunantwort zu
3



triggern (Vollmers, Bréndlein, 2002; von Mehren et al., 2003). Rein humane Antikdrper
stellen folglich die ideale Losung fur therapeutische Ansatze dar.

Eine Methode diese herzustellen ist die ,,phage display®, bei der Antikorperfragmente in
Bakterien exprimiert werden und Phagenbanken die Selektion humaner Antikdrper
gegen eine groRe Anzahl von Antigenen ermdglichen, wenn diese bereits bekannt sind
(Marks et al., 1991; Griffith et al., 1998; Boel et al., 2000).

Eine andere Mdglichkeit bietet die Immunisierung transgener bzw. transchromosomaler
Maiuse (,,humAb-mouse®), bei denen humane, immunglobulinkodierende DNS-
Sequenzen in die eigentliche DNS integriert werden, um rein humane Antikorper zu

produzieren (Vaughan et al., 1998; Tomizuka et al., 2000).

Letztendlich sind wir in der Lage durch somatische Hybridisierung von humanen
B-Lymphozyten mit einer Heteromyelomzelle immortalisierte, antikrperproduzierende
Zellklone zu schaffen. Mit diesem Verfahren gelang es VVollmers et al. 1989 den rein
humanen monoklonalen Antikorper SC-1 aus Gewebe eines Magencarcinompatienten
zu isolieren. Mehrere Studien zeigten bisher dessen Spezifitdt und Eignung als
adjuvantes therapeutisches Mittel (Vollmers et al., 1995, 2000). Neben der Produktion
der Antikorper ist ein weiterer groRer Vorteil dieser Methode die Mdglichkeit neue
Tumorantigene charakterisieren zu kénnen, wie es bereits bei dem spater beschriebenen

Antikdrper PAM-1 gelungen ist.

Bei der Anwendung monoklonaler Antikorper in der Therapie stehen uns verschiedene
Wege offen. Da gibt es deren natirliche Wirksamkeit der Antigenerkennung mit
Komplementaktivierung, Opsonisierung oder Apoptoseeinleitung, wie es unter anderem
bei Trastuzumab (Herceptin®) Her-2/neu - vermittelt in der Therapie von Mamma-
carcinomen oder bei SC-1 gegen Magencarcinome (Vollmers et al., 1998a und 1998b;
Hensel et al., 1999b und 2001b) der Fall ist.

Desweiteren haben sich in den letzten Jahren mehrere Antikorper etabliert, deren
Strategie in der Bindung und meist Blockade spezifischer Rezeptoren oder Molekdle
besteht. Ein Beispiel ist Infliximab (Remicade®), ein chimérer Antikérper gegen TNF-
o, der Entzlindungsprozesse unterbricht. Er wird in der Therapie des M. Crohn und der

rheumatoiden Arthritis angewendet (Markham, Lamb, 2000). Ahnlich wirkt
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Natalizumab (Antegren®), ein a4-Integrin-bindender monoklonaler Antikérper, der sich
im Zulassungsverfahren der FDA zur Therapie von M. Crohn und der Multiplen
sclerose befindet. Dabei wird die ad-Integrin-vermittelte Leukozytenmigration
verhindert und so ebenfalls der Entziindungsprozess gehemmt (Adis International
limited, 2004; Rudick et al., 2004; Rice et al., 2005). L&angst etabliert hat sich
Abciximab (ReoPro®), das durch die Blockade des GPllla/llb-Rezeptors auf
Thrombozyten die Bildung von Thromben verhindert und zur Kkoronaren

Revaskularisation eingesetzt wird (Borchmann et. al., 2001).

Andererseits bieten Antikérper die Option als Tréger fiir verschiedene therapeutische
Mittel zu fungieren, um diese gezielt an ihren Bestimmungsort zu transportieren. Eine
Maoglichkeit sind Radioimmunkonjugate, also Antikorper, die ein radioaktives Isotop
tragen. Ein Beispiel ist das mit Jod-131 gekoppelte, gegen CD-20 gerichtete
Tositumomab (Bexxar®), welches 2003 von der FDA zur NHL-Therapie zugelassen
wurde (Davies, 2004). Aber auch Kombinationen aus Antikdrpern mit Immuntoxinen
oder Zytostatika haben sich etabliert. Zum Beispiel ist Gemtuzumab-Zogamicin
(Mylotarg®) ein Zytostaseimmunkonjugat in der Therapie der AML (Imaizumi, 2004).
Diese Strategie bietet den entscheidenden Vorteil, dass nebenwirkungsreiche
Therapeutika zielgenau eingesetzt werden kdnnen, wodurch die systemische Toxizitat

minimiert wird (Trail, Bianchi, 1999).

Bispezifische Antikdrper sind ein weiteres Prinzip, wobei ein Molekil zwei
verschiedene Antigenbindungsstellen aufweist, von denen eine an das z.B.
tumorassoziierte Zielantigen, die andere den F.-Rezeptor auf einen Immuneffektorzelle
bindet, wodurch die Zelllyse ausgeldst werden kann (von Mehren et al., 2003).
Aktuellere Weiterentwickungen, zeigen an in vitro Untersuchungen, als auch ersten
klinischen Studien vielversprechende Ergebnisse, die maoglicherweise manch
monoklonalen Antikorper in Bezug auf dessen Effektivitat in der onkologischen
Therapie Uberfligeln kénnten (Chames et. al., 2009). So scheint ein rekombinanter,
humanisierter bispezifischer Antikérper, welcher an dasselbe Antigen des EGF-
Rezeptors bindet wie auch Cetuximab, sich in Untersuchungen an ausgewahlten
Zelllinien, dem bislang eingesetzten monoklonalen Antikorper Cetuximab (Erbitux®)

bezlglich der Wachstumshemmung Uberlegen zu sein (Asano et. al., 2008).



Mittlerweile gibt es vielfaltige antikorperbasierte Therapiekonzepte in der modernen
Medizin, die vor allem in der Tumortherapie immer mehr an Bedeutung gewonnen
haben. Einige Antikdrper werden jetzt schon geraume Zeit erfolgreich eingesetzt, aber
viele andere sind noch in der Erprobung als adjuvante oder sogar first-line
Therapeutika, um ihren Wert zur Verbesserung der Lebensqualitdit und der

Lebensverlangerung unter Beweis zu stellen.

Wir haben hier zusatzlich die Mdglichkeit, mit monoklonalen Antikorpern, die durch
somatische Hybridisierung geschaffen wurden, neue tumorassoziierte Antigene zu
identifizieren, diese zu beschreiben und weitere Aufschliisse Gber die Tumorbiologie zu
erhalten. Damit sind sie ein wertvolles Mittel flr Diagnostik und Prévention, bieten aber
auch der Forschung wichtige Grundlegende Erkenntnisse, mit deren Hilfe sich

mdoglicherweise Angriffspunkte fir neue Behandlungskonzepte erschliessen lassen.



13 Antikorper PAM-1
Der rein humane IgM-Antikérper PAM-1 (Klon 103/51) konnte mittels Hybridoma

Technologie aus einem Patienten mit Magenkarzinom isoliert werden, indem man
dessen Milzzellen mit dem Heteromyelom HAB-1 fusionierte (Vollmers et al., 1994).
PAM-1 ist ein IgM/A-Antikorper, der von einem nicht mutierten DP-49 Gen der VHs-
Familie (IgHV3-30/3.30.5*01) codiert wird, also zur Gruppe der naturlichen Antikdrper
gezahlt werden kann (Hensel et al., 1999b; Hensel et al., 2001a). Die Homologie zur
Keimbahn-Sequenz der schweren Immunglobulinkette betrdgt 100%. Die leichte A-
Immunglobulinkette weist drei Aminosaureaustausch-Mutationen in der framework
region und eine stille Mutation in der complemet-determining region auf. Die
Homologie zum Keimbahn-Gen (IGLV3-1*01) betragt hier 98,7%.

Im Falle von PAM-1 konnte das korrespondierende Antigen identifiziert werden. Der
Antikorper bindet an einen Carbohydratrest eines 130 kDa schweren
Membranmolekils. Dabei handelt es sich um eine modifizierte Form des CFR-1
Rezeptors (Cystein-rich fibroblast growth factor receptor 1), welcher ausschliellich auf
erkrankten Geweben - insbesondere auf pramalignen und malignen epithelialen
Tumoren - exprimiert wird. Eine Expression auf gesunden Zellen zeigte sich bei keinem
der untersuchten Normalgewebe (Hensel et al., 2001a, Brandlein et al., 2003). CFR-1
wurde zuerst in Hihnerfibroblasten als ein FGF-bindendes Molekil identifiziert (Burrus
et al., 1992). Lokalisiert werden konnte es auch im Golgi-Apparat von CHO-Zellen.
CFR-1, ein multifunktionales Protein, ist homolog zu MG 160 und ESL-1 (E-selectin
ligand 1). MG 160 ist ein Golgi-spezifisches Protein in Ratten, welches an Verarbeitung
und Sekretion von Wachstumsfaktoren beteiligt ist (Gonatas et al., 1989; Stieber et al.,
1995; Zuber et al., 1997; Gonatas et al., 1998). Ebenso wurde MG 160 auch in
Pankreaskarzinomen nachgewiesen (Crnogorac-Jurcevic et al., 2001). Bei ESL-1
handelt es sich um ein humanes Zytokin, das auf Myeloid- und einigen Lymphomzellen
exprimiert wird. Es wird durch Zelladhdsionsmolekile moduliert, welche die Bindung
von neutrophilen Granulozyten an das Endothel vermitteln (Steegmaier et al., 1995 und
1997). Bei dem Rezeptor von PAM-1 (Klon 103/51) handelt es sich um eine neue,
bisher nicht beschriebene Isoform von CFR-1 (Hensel et al., 2001a).
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Abb. 1: CFR-1/PAM-1 Rezeptor

Wie mehrere Voruntersuchungen zeigen, wird der CFR-1/PAM-1 Rezeptor auf einer
Vielzahl epithelialer Tumoren exprimiert, nicht jedoch auf gesunden Zellen. Zu den
Tumoren, die durch den Antikdrper PAM-1 spezifisch erkannt werden, gehdren das
Adenocarcinom von Colon, Mamma, Lunge, Magen und Prostata. Aber auch
Carcinome des Pancreas, des Osophagus, der Cervix uteri, der Ovarien, sowie der Leber
werden erkannt. Zudem exprimieren Plattenepithelcarcinome von Lunge, Osophagus
und der Cervix uteri den CFR-1/PAM-1 Rezeptor. Desweiteren ist es bislang gelungen,
bei Versuchen mit PAM-1 nachzuweisen, da3 er in der Lage ist sowohl in vitro an
ausgewahlten Tumorzelllinien, als auch als fragmentierter Antikorper im Tierversuch in
vivo Apoptose auszuldsen und somit eine eigenstandige therapeutische Aktivitat gegen
maligen Zellen auslésen zu kdnnen. (Vollmers et al., 1994; Hensel et al., 1999b; Hensel
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et al., 2001a; Brandlein et al., 2003a und 2004b; Vollmers und Brandlein, 2006, 2007,
2009)

Die Tumorspezifitdt und die bereits nachgewiesene Fahigkeit zur Apoptoseinduktion
von PAM-1 gibt Grund zur Annahme, dass auch dieser Antikorper Mdglichkeiten fur

Diagnose und Therapie maligner Erkrankungen bieten wird.



14 Antikdrper LM-1

Der rein humane monoklonale Antikérper LM-1 (Klon L11/64-28) konnte ebenfalls mit
Hilfe der Hybridomatechnologie aus Lymphknotenmaterial eines an einem

Adenocarcinom der Lunge (T2, Ny, Gg) erkrankten Patienten gewonnen werden.

LM-1 gehort - ebenso wie PAM-1 - der Klasse IgM/A-Immunglobuline an. In der
Sequenzanalyse der variablen Region der schweren Kette des Antikdrpers zeigte sich,
dass LM-1 von einem nur gering mutierten Gen der Familie VH,; (IGHV4-30.1/4-
31*01) kodiert wird. Mit einer Homologie von 99,6% zur Keimbahn-Sequenz bei einer
geringen R/S-Ratio in der framework region und in der complement-determining region
liegt auch hier der Schluss nahe, dass LM-1 zu den nicht affinitatsgereiften, natirlichen

Antikdrpern gehort.

Das mit LM-1 korrespondierende Antigen wurde bisher noch nicht weiter
charakterisiert. Es konnte allerdings in Western Blot-Analysen gezeigt werden, dass
LM-1 eine starke Reaktion mit einem einzelnen Antigen aus der Carcinomzelllinie
LOU-NHO91 bei ca. 70 kDa aufweist.

Weiterhin wurde bisher eine breite Reaktivitdt von LM-1 auf verschiedenen Tumoren
nachgewiesen. So zeigte sich eine positive Farbung mit Adenocarcinomen bei Magen,
Colon, Pancreas, Prostata, Ovar und Uterus, bei Adeno- und Plattenepithelcarcinomen
der Lunge, Urothelcarcinomen der Harnblase, Nierenzellcarcinomen, invasiven ductalen
und lobuldren Mammacarcinomen und Plattenepithelcarcinomen des Osophagus. Auch
konnte gezeigt werden, dass LM-1 auf verschiedensten Normalgeweben — Magen,
Colon, Lunge, Osophagus, Schilddriise, Harnblase, Niere, Prostata, Hoden, Mamma —
keine positive Reaktion aufwies. Desweiteren ist es bereits gelungen nachzuweisen, daf
LM-1 bei in vitro Untersuchungen die Fahigkeit besitzt, an ausgesuchten Zelllinien
Apoptose auszulésen, was auf eine zukunftige therapeutische Einsatzmoglichkeit
hindeutet. LM-1 zeigte somit bisher eine reine Tumorspezifitdt in Bezug auf sein
korrespondierendes Antigen, sowie die Fahigkeit zumindest in vitro Apoptose
auszulésen — also ideale Eigenschaften eines fur Diagnose und Therapie maligner
Erkrankungen geeigneten Antikorpers. (Brandlein et al., 2002; Brandlein et al., 2003a; ;
Bréandlein et al., 2004b)
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15 Das colorectale Carcinom

Darmkrebs umfasst Krebserkrankungen von Dickdarm, Mastdarm und Anus. Im Jahr
2006 stand dieser fiir beide Geschlechter mit einer Mortalitatsrate zwischen 12 und 16%
an zweiter bzw. dritter Stelle der Krebstodesursachenstatistik in Deutschland. Der
Altersgipfel liegt in der 6. und 7. Lebensdekade. Den Neuerkrankungszahlen des Jahres
2004 zufolge wurde bei rund 73.000 Menschen, entsprechend einer Inzidenz von 16-
17% aller maligner Neuerkrankungen in Deutschland, Darmkrebs festgestellt (dkfz
Heidelberg, 2006; ,,Krebs in Deutschland 2003-2004. Haufigkeiten und Trends*,2008).

Die Karzinogenese der Coloncarcinome ist ein multifaktorielles Geschehen.
Risikofaktoren sind colorektale Adenome, hoher Konsum tierischer Fette und rotem,
gebratenem Fleisches, aber auch Bewegungsmangel scheint eine ursachliche Bedeutung
zu haben (Willett et al., 1990; Gerhardsson De Verdier et al., 1990, 1991;Longnecker et
al.,1995;Emmrich et al., 1999; Voskuil et al.,2002; Fung et al., 2003; Lee, 2003; Wie et
al., 2004; Schmiegel et.al 2008). Bis zu 7% der colorektalen Carcinome sind auf
hereditdare Syndrome zurlckzufuhren (Pistorius et al., 2000). Der autosomal-dominant
vererbten HNPCC liegt der Ausfall von DNA-mismatch-repair-Enzyme (hMSH-2 und
hMLH-1) zugrunde (Stern et al., 1998). Auch die autosomal-dominante FAP, mit einer
Mutation des APC-Gens (van der Luijt et al., 2000; Stern et al., 1998), gilt als obligate
Prékanzerose. Desweiteren neigen Patienten mit M. Crohn oder Colitis ulcerosa dazu,
colorektale Carcinome zu entwickeln (Gillen et al., 1994; Mellemkjaer et al., 1995;
Schmeigel et al., 2008). Dabei bestimmen Manifestationsalter, Dauer und Ausdehnung
der Erkrankung das Risiko (von Herbay et al., 1999; Herfarth et al., 1998).

Die Adenom-Carcinom-Sequenz gilt als wahrscheinliche Pathogenese (Kronborg,
2000). Maligne Tumoren entwickeln sich aus primér gutartigen epithelialen L&sionen,
die als prakanzerds eingestuft werden missen (Cummings, 2000; Scheiden et al., 2000;
Wehrmann et al., 2000). Gestitzt wird dies durch paralleles Auftreten von Adenomen
und Carcinomen, sowie dem Nachweis von Adenomresten in Carcinomen (Bedenne et
al., 1992; Scheiden et al., 2000). Molekulargenetisch zeigt sich ein Vielstufenprozell mit
kumulativen Alterationen und Verlusten von Genen, welche Zellteilung, Apoptose und
DNA-Reparatur kontrollieren (Rafter et al., 1998), der zur Entstehung des Carcinoms
flhrt (Cho et al., 1992; Stern et al., 1998; Vogelstein et al., 1988).
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Die WHO-KIassifikation beschreibt 8 histologische Typen: das Adenocarcinom, die
Mehrzahl der Tumoren (Held-Warmkessel, 1998), muzindse Adenocarcinome,
Siegelringzellcarcinome, Kkleinzellige, squamdse, adenosquamdse, medulléare, sowie

undifferenzierte Carcinome.

Das Staging erfolgt mit Hilfe der TNM-Klassifikation oder der modifizierten
Klassifikation nach Dukes von 1932. Beide beschreiben Ausdehnung des Primértumors,

Lymphknotenstatus und Fernmetastasierung.

Die Metastasierung erfolgt bevorzugt lymphogen oder hdmatogen und betrifft zuerst die
Leber, spater folgen unter anderem Lunge und Skelett (Mizuno et al., 1998; Horton et
al., 2000; Mezger et al., 1997). Die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung steigt mit
dem TNM-Stadium, sowie dem Grading des Tumors (Okabe et al., 1998). Bei
Durchbruch der Lamina muscularis mucosae ist mit Lymphknotenmetastasen zu
rechnen (Mitooka, 2000).

Colorektale Carcinome kdnnen lange klinisch stumm bleiben oder uncharakteristische
Symptome  verursachen. Die Befunde reichen von Verdnderungen der
Stuhlgewohnheiten bis hin zu abdominellen Schmerzen, Erbrechen, rektalen
Blutabgangen und Eisenmangelanamie (Colecchia et al., 1999; Mezger et al., 1997,
Sanner et al., 1997; Ho et al., 1998). Als schwere Komplikationen treten unter anderem
ein lleus oder Perforationen mit Peritonitis auf (Chen et al., 2000; larumov et al., 1999;
Maurer et al., 1998).

Da sich colorektale Carcinome in der Mehrzahl der Félle aus adenomatdsen Vorlaufern
entwickeln, kann die Coloskopie mit Polypektomie entscheidend zur Senkung von
Inzidenz und Mortalitit, sowie zur Verbesserung der Prognose beitragen (Declan
Fleming, 1998; Held-Warmkessel, 1998; Mueller et al., 1999; Truninger et al., 2000;
Imperiale et al., 2002) und ist damit ein effektives Mittel der Pravention (Markowitz et
al., 1999; Porschen et al., 1998; Wehrmann et al., 2000). Beim Screening stehen digital-
rektale Untersuchungen, Tests auf okkultes Blut im Stuhl sowie endoskopische und
rontgenologische Verfahren (Declan Fleming, 1998; Held-Warmkessel, 1998;
Truninger et al., 2000; Levine et al., 2000; Schmeigel et al., 2008) zur Auswahl.

Therapie der Wahl ist die radikale Resektion des Primdrtumors und dessen
Lymphabflul3gebietes (Meyer, 1997, Schmeigel et al., 2008). Ein Groliteil der Patienten
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kann in kurativer Absicht behandelt werden (Weitz et al., 1998). Unter adjuvanten
Therapieansétzen spielt insbesondere die Chemotherapie mit 5-FU kombiniert mit
Folinsdure oder Methotrexat und Oxaliplatin eine wichtige Rolle (Bokemeyer et al.,
1997; Macdonald, 1999; de Gramont et al.,, 2007). Palliative Optionen sind
Laserevaporisation, Kryochirurgie oder endoskopische Stentimplantation (De Palma et
al., 1996; Desroches et al., 1999; Meijer et al., 1999; Law et al., 2000). Die kumulierten
relativen 5-JUR liegen inzwischen bei 60% (,,Krebs in Deutschland 2003-2004.
Haiifigkeiten und Trends“,2008) Immuntherapeutische Strategien werden diskutiert.
Riethmiller et al. zeigten 1998, dass nach der Behandlung mit dem murinen
monoklonalen Antikérper 17-1A (Edrecolomab, Panorex®), der gegen das auf
normalen und auf entarteten Zellen exprimierte epitheliale Glykoprotein 40 (Ep-CAM)
gerichtet ist (Litvinov et al., 1994), bei Patienten mit reseziertem colorektalem
Carcinom (Dukes C) eine Abnahme der Mortalitat und der Rezidivrate zu verzeichnen
war. Der Vertrieb dieses seit 1994 in Deutschland zur postoperativen adjuvanten
Therapie des colorektalen Carcinoms im Stadium Dukes C zugelassenen Antikdrpers
musste jedoch im August 2000 eingestellt werden, da sich die Monotherapie mit
Panorex® in einer internationalen Phase-I11-Studie der Standardchemotherapie mit 5-
FU/Folinsdaure unterlegen gezeigt hatte (Pressemitteilung Glaxo Wellcome/Centocor,
2000). Jedoch beweisen sich aktuell die beiden monoklonalen Antikdrper Bevacizumab
und Cetuximab in einigen Studien v.a. in Kombination mit herkdmmlichen
Chemotherapieschemata als vorteilhaft (Kabbinavar et al., 2005; Folprecht et al., 2006;
Van Cutsem et al., 2008; Schmeigel et al., 2008)
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1.6 Das Bronchialcarcinom

Der Lungenkrebs gehort weltweit zu den hdufigsten Krebsformen. Mit 26,% der
Gesamtmortalitdt war das Bronchialcarcinom 2006 in Deutschland die haufigste
Krebstodesursache bei Mé&nnern, bei Frauen mit 14,2% an zweiter Stelle. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt im Ende der 6. Lebensdekade. Den geschétzten
Neuerkrankungszahlen in Deutschland zufolge, gehort der Lungenkrebs im Jahr 2004
mit ca. 45 000 neuen Féllen jahrlich zu den 3 hé&ufigsten Krebsformen. (dkfz
Heidelberg, 2006; ,.Krebs in Deutschland 2003-2004. Hiiifigkeiten und Trends*,2008)

Der wichtigste Risikofaktor ist das Tabakrauchen. 87% der Lungenkrebserkrankungen
bei Mannern und 56% bei Frauen sind darauf zuriickzufiihren (Jockel et al., 1995).
Dabei ist das Risiko abh&ngig von der Zeit, die man im Leben raucht, vom Alter des
Konsumbeginns (IARC 1986), und von der Anzahl der taglich gerauchten Zigaretten
(Doll, Peto 1976). Fir das Passivrauchen hat sich ebenfalls ein deutlich erhéhtes Risiko
gezeigt (Becher, Wahrendorf 1994; Brennan, 2004). In Kombination mit der
Schadstoffbelastung in der Auenluft multipliziert sich das Risiko um ein vielfaches
(Hemminki, Pershagen 1994; Gustavsson, 2002). Auch fir berufliche Expositionen
wurde ein erhohtes Lungenkrebsrisiko nachgewiesen (Jockel et al. 1995). Das
bekannteste Karzinogen ist Asbest (IARC 1977). Daneben sind Tatigkeiten in
Kohlegas- und Koksherstellung und Giel3ereien von Bedeutung, sowie die Exposition
gegenuiber Arsen, Chrom, Nickel, polyzyklischen Kohlenwasserstoffen, Dieselabgasen
(Bofetta et al. 1995; Becker et al. 1996) und ionisierender Strahlung (Preston et al.1987;
IARC 1988).

Eine genetische Disposition scheint sich beim Plattenepithelcarcinom bei Frauen durch
eine familidre Haufung anzudeuten, jedoch sind bisher keine vererbbaren Faktoren
bekannt. Auch deren Bedeutung fir die Karzinogenese und der quantitativer Anteil an
Lungenkrebs, flr den ererbte Faktoren verantwortlich sind, wurden bisher nicht geklart.
(Berchtold et al., 2001; Osann 1991; dkfz Heidelberg, 2004)

Auf  molekularer Ebene weil man von verschiedenen chromosomalen,
karzinogeninitiierten Verdnderungen, z.B. Allelverluste auf Chromosom 3pl4 —
betreffend Rezeptoren fir Differenzierungsfaktoren wie Thyroxin und Retinsdure - und

auf Chromosom 9g21, 13qg und 17p13 mit dem Verlust der Tumorsuppressorgene p16,
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Rb und p53. Weiterhin kennt man die Aktivierung von Onkogenen der ras- und myc-
Familie und viral getriggerte Verdnderungen, die eine mogliche Ursache darstellen.
(Berchtold et al., 2001 ; Buchhagen, 1991;Mao et al., 1997; Sasaki, 2003)

Bei den Bronchialcarcinomen unterscheidet man Kleinzeller (SCLC) von den nicht
kleinzelligen Carcinomen (NSCLC). Diese Einteilung ist im Bezug auf biologisches
Verhalten und Therapierbarkeit sinnvoll. Man differenziert Plattenepithelcarcinome (35-
40%), Adeno-carcinome (25-30%), SCLC (20-25%), groRzellige Carcinome (10%) und
seltenere Entitaten (5%) (histopathologische Einteilung nach der internationalen
Klassifizierung laut WHO).

Das Plattenepthelcarcinom der Lunge entwickelt sich aus einer Metaplasie Uber eine
Dysplasie hin zum Carcinoma in Situ und zum invasiven Carcinom, welches friih

regionale Lymphknotenmetastasen bildet. Die MUZ betragt ohne Therapie 7 Monate.

Das peripher liegende Adenocarcinom ist der haufigste Lungenkrebs von Nichtrauchern
und Raucherinnen. Es entsteht als bronchiogenes Adenocarcinom aus schleimbildendem
Epithel, bildet frih Pleurakarzinosen, metastasiert vornehmlich hamatogen und setzt
intrapulmonale Absiedlungen. Eine Sonderform ist das bronchioloalveolare Carcinom,
oder Alveolarzellcarcinom aus Clarazellen oder Typ-2-Alveozyten. Oft mit
fibrosierenden Lungenerkrankungen vergesellschaftet, tritt es multifokal auf und neigt
frih zur hamatogenen Streuung. Die MUZ liegt ohne Therapie bei 8 Monaten.
GroRzeller sind entdifferenzierte Plattenepithel- oder Adenocarcinome. Das biologische
Verhalten ahnelt dem des Adenocarcinoms. Die MUZ betragt ohne Therapie 4 Monate.

Das SCLC, ein hochmaligner Tumor anaplastischer Zellen neuroendokriner
Differenzierung, ist schnellwachsend und fihrt friih zu lymphogenen und hdmatogenen
Metastasen. Typisch fir diese Tumoren aus Zellen des APUD-Systems ist die ektope
Bildung von Hormonen und autoantikdrperahnlichen Substanzen mit der Folge
paraneoplastischer Syndrome, z.B. das Cushing-Syndrom, das Karzinoid-Syndrom oder
das Lambert-Eaton-Syndrom. Man unterscheidet die Stadien ,,limited disease* — 30% d.
F., einseitiger Befall, kein Pleuraergu — und ,extensive disease — 70% d. F.,
kontralateraler Befall. Diese sind entscheidend fir Prognose und Therapie.
(Riede/Schéfer et al., 1999; Berchtold et al., 2001; Herold et al. 2001; AWMF online,
2004)
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Klinisch fehlen spezifische Frihsymptome. Anfangs bestehen therapieresistenter Husten
und Dyspnoe, spater auch H&moptysen und poststenotische Pneumonien. Pleuraexsudat,
Phrenikus- oder Recurrensparese deuten auf inoperable Stadien hin. Beim Pancoast-
Syndrom der Lungenspitze werden Pleura, Thoraxwand und zervikale Plexus arrodiert;
es kommt zu Symptomen wie der Horner Trias. Auch paraneoplastische Syndrome
geben oft erste Hinweise auf die Erkrankung. (Herold et al., 2001)

Die Diagnostik bedient sich Rontgen-Thoraxaufnahmen, CTs und gegebenenfalls
MRTs. Mit der Bronchoskopie kann die endobronchiale Ausdehnung bewertet und
Gewebe als Biopsie oder bronchioalveolarer Lavage gewonnen werden. Die FDG-PET
bietet die bisher sensitivste Screeningmethode von nicht detektierten Primartumoren,
Rezidiven oder Metastasen (Higashi, 2003; Kahn, 2004).

Die Einteilung des Tumors erfolgt innerhalb der TNM-Klassifikation, bzw. bei NSCLC
in flr Therapie und Prognose relevante Stadien I-1V (Stadiengruppierung der UICC)
(AWMF online, 2004). In Stadium | und Il bestehen kurative Mdglichkeiten. Therapie
der Wahl ist die radikale onkologische Tumorresektion. Die 5-JUR betragt postoperativ
40-80%, die Rezidivrate liegt bei 40-50% in den ersten 5 Jahren. Im Stadium I1I besteht
bei Operation eine 5-JUR von nur 20%. Die Prognose bessert sich unter neoadjuvanter
Chemotherapie. Bei nicht resektablen Tumoren liegt die 5-JUR nach lokaler Radiatio
bei 3-5%. In Stadium IV sind palliative Therapieoptionen in Form von Chemotherapie,
Radiatio, endoskopischer Lasertherapie, Stenteinlage und Endobrachyradiotherapie von
Bedeutung. (Berchtold et al. 2001; Herold et al., 2001)

Die schlechteste Prognose haben SCLC. Bei Diagnose haben diese Tumoren meist
disseminiert metastasiert. Aggressive Chemotherapie bringt hohe Remissionsraten, die
jedoch von kurzer Dauer sind. Mit kombinierter Radiochemotherapie kdnnen 5-10% der
Patienten kurativ behandelt werden. Die MUZ unter adaquater Chemotherapie betragt
8-16 Monate, ohne Therapie 7-14 Wochen. (Hahn, 2000; Herold et al. 2001; Hurria,
2003)
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1.7 Das Pancreascarcinom

Der Bauchspeicheldrusenkrebs ist weltweit eine der todlichsten Krebserkrankungen mit
einer Mortalitatsrate von nahezu 100% (Lowenfels et. al., 2004). In Deutschland liegt es
bei beiden Geschlechtern an 4. Stelle der Krebstodesursachenstatistik. Das
Pancreascarcinom gehort zu den selteneren Krebsformen. Laut den geschatzten
Neuerkrankungszahlen aus dem Jahr 2004 liegt dieser bei Méannern mit 6.320
Neuerkrankungen — entsprechend 2,7% — und bei Frauen mit 3,7%, also ca. 6.620 neuen
Féllen, an 9. bzw. 10. Stelle der Gesamtstatistik fur Deutschland. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt zwischen der 6. und der 8. Lebensdekade. (dkfz Heidelberg,
2006; ,,Krebs in Deutschland 2003-2004. Haiifigkeiten und Trends®,2008)

Der einzig gesicherte Risikofaktor dieser Erkrankung scheint das Tabakrauchen zu sein
(Doll, Peto et. al., 1994; IARC 1986; Yun et al., 2005). Weitere Ausltoser wie
Adipositas, hoher Fettkonsum und ein geringer nutritiver Kohlenhydratanteil werden
diskutiert (Lowenfels et. al., 2004; Lillemoe et. al., 2000). Alkoholabusus ist in neueren
Studien als Ursache eher ausgeschlossen worden (YE et. al., 2002). Erkrankungen wie
chronische Pankreatitis (Bansal et. al., 1995 und 1996; Lowenfels et. al., 1993) oder
Diabetes mellitus (Calle et. al., 1998; Everheart et. al., 1995; Rousseau et al, 2006) —
bisher umstritten — bergen ein erhdhtes Risiko in sich. Eine vererbbare Pradisposition
scheint in 5-10% der Félle eine Rolle zu spielen (Lynch et. al., 1995 und 1996;
McWilliams et al; 2005). Familidre Syndrome wie FAP, HNPCC, das Peutz-Jeghers-
Syndrom, FAMMM, familidre Brust- und Ovarialcarcinome, Mukoviszidose und
hereditdre Pancreatitis gehen mit einem gehauften Auftreten von Pancreascarcinomen
einher (Giardiello et. al, 1993; Gold et. al, 1998; Evans et. al., 1995; Lillemoe et. al,
2000; AWMF online 2006). Verschiedene assoziierte Keimbahn-mutationen, wie z.B.
pl6, BRCA-1, BRCA-2, hMSH-2, hMLH-1 konnten auch bei Pancreastumoren

nachgewiesen werden (Brentnall et. al, 1999; Lal et. al., 2000).

Uber 80% der Pancreascarcinome sind (duktale) Adenocarcinome, seltener sind
Azinuszell-carcinome,  Zystadenocarcinome, neuroendokrine  Carcinome  oder
Riesenzell-carcinome. Eine Sonderform ist das Papillencarcinom, ein Adenocarcinom
nahe der Papilla doudeni major, welches sich durch seine Lokalisation in Klinik,
Therapie und Prognose hervorhebt. (Riede/Schéfer et al., 1999; Berchtold et al., 2001)
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Ein Tumorprogressionsmodell &hnlich dem der Coloncarcinome scheint auch fir das
Pancreas zuzutreffen. Bei L&sionen mit minimalen Atypien (PanIN-1A/-B) zeigen sich
Mutationen im K-ras-Onkogen und eine Uberexpression von HER-2/neu. Hohergradig
verénderte Lasionen haben einen Verlust des p16-Tumorsuppressorgens (PanIN-2); eine
Inaktivierung von p53, DPC4 und BRCA-2 liess sich bei schweren Atypien im Sinne
eines Carcinoma in situ nachweisen (Brat et. al., 1998; Hruban et. al., 2000).

Pancreascarcinome metastasieren schnell und unabhéngig von der TumorgroRe. Sie
streuen meist lymphogen, aber auch hdmatogen in Leber und Lunge. Durch die
Nachbarschaft zu Duodenum, Gallengangen, und Magen kommt es frih zur
Organinfiltration. Ohne Therapie liegt die MUZ bei 1-3 Monaten (Riede/Schéfer et al.,
1999; Berchtold et al., 2001).

Spezifische Frihsymptome gibt es nicht; Beschwerden sind uncharakteristisch, &hneln
einer Pankreatitis. Pancreaskopfcarcinome konnen einen schmerzlosen Ikterus bei
Gallengangsobstruktion verursachen. Carcinome der Cauda zeigen erst spat Symptome.
Diagnostik und Staging bedienen sich vornehmlich der Sonographie, des ERCP bzw.
MRCP, CTs, MRTs und evtl. eines FDG-PETs. (Herold et al. 2001; Berchtold et al.,
2001)

Therapie der Wahl ist die radikale Resektion im Sinne der Whipple-Operation.
Allerdings sind nur 10-20% aller Patienten bei Diagnose in einem resektablen Stadium.
Palliativ sind Chemotherapie (auch adjuvant) mit Gemcitabin oder 5-FU/Folinsdure
(Kuwahara, 2003; Oettle, 2007), Stenteinlage oder biliodigestive Anastomosen bei
Gallengangsobstruktion und eine Bestrahlung moglich. Nur 5-10% der Patienten sind 5
Jahre nach Resektion noch rezidivfrei, die 5-JUR nach Operation im Stadium T:NoMo
betragt 30%. (Herold et al. 2001; Berchtold et al., 2001; AWMF online, 2006)
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1.8 Ziel der Arbeit

Bei den fur diese Arbeit verwendeten Antikérpern PAM-1 und LM-1 handelt es sich um
rein humane, keimbahn-kodierte monoklonale Antikérper der Klasse IgM. Beide
wurden mit Hilfe der humanen Hybridomatechnologie aus Gewebe von Tumorpatienten
gewonnen. Wahrend das spezifische Antigen fir LM-1 bisher noch nicht genau
beschrieben wurde, handelt es sich im Falle des PAM-1-Antikorpers um eine neue
Variante des CFR-1-Rezeptors.

In dieser Arbeit sollten erste Erkenntnisse bezliglich der Spezifitadt und der Konstanz der
Reaktivitat der Antikorper gegentiber ausgewahlten Tumoren vertieft werden. Des
Weiteren lassen sich vergleichende Beobachtungen der Ergebnisse der verschiedenen
verwendeten Antikorper anstellen und eventuell Ruckschliisse tber die Verteilung
Expression der Rezeptoren bzw. der spezifischen Oberflichenantigene auf den
Tumorzellen erlauben. Dabei werden Zusammenhange bezliglich der Expression der

Antigene und der Tumorstadien betrachtet.

Dazu wurden Serien von Pancreascarcinomen, Coloncarcinomen und Adeno- und
Plattenepithelcarcinomen der Lunge per Immunperoxidasefarbung auf Paraffinschnitten

angefertigt und untersucht.

Die hier gewonnenen Daten kénnen weitere Informationen tber die diagnostische, aber
auch mogliche therapeutische Anwendbarkeit von PAM-1 und LM-1 geben, und damit
auch die Basis fur weiterfihrende Forschung und klinische Erprobung bieten.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Bezugsquellen der verwendeten Verbrauchsmittel

2.1.1.1 Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Deckglaser Marienfeld, Laboratory Glassware, Germany

Microtomklingen R35 Produkte fir Medizin AG, Koéln

Objekttrager SuperFrost Plus Menzel-Glaser, Germany;

R. Langenbrinck, Emmendingen

Pipettenspitzen Greiner, Frickenhausen; Hartenstein, Wirzburg

Tabelle 1: Ubersicht Verbrauchsmaterialien

Alle weiteren verwendeten Plastikwaren wurden von der Firma Greiner, Frickenhausen

bezogen.

2.1.1.2 Verwendete Chemikalien und Reagenzien:

BSA (bovines Serumalbumin, Carl Roth Gmbh + Co, Karlsruhe

Fraktion V)

DAB
(Sigma Fast 3,3"-Diaminobenzidine  [Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim

Tablet sets)

Entellan Merck, Darmstadt
FCS (Fetal Calf Serum) GIBCO, Karlsruhe
Glyceringelatine Merck, Darmstadt
Hamalaun Merck, Darmstadt
Humanserum (AB-Plasma) Abteilung fir Transfusionsmedizin,
L-Glutamin GIBCO, Karlsruhe
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Kaninchenserum Linaris , Wertheim-Bettingen

Penicillin/Streptomycin GIBCO, Karlsruhe

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching/Osterreich

Tabelle 2: Ubersicht Chemikalien und Reagenzien

Alle weiteren verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Sigma (Minchen),

Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt),

Noras (Wurzburg) oder J.T.

(Deventer/Holland) in der hdchsten Reinheitsstufe bezogen.

2.1.1.3 Verwendete Antikorper:

Baker

Chrompure human IgM

Dianova, Hamburg

Mouse anti human Cytokeratin 5/6

Dako, Hamburg

Mouse anti human Cytokeratin 7

Dako, Hamburg

Mouse anti human Cytokeratin 8

Chemicon Int. Inc., USA

Mouse anti human Cytokeratin AE1/AE3

Dako, Hamburg

Rabbit anti Mouse 1g, HRP

Dako, Hamburg

Rabbit anti human IgM

Dako, Hamburg

Tabelle 3: Antikorpertbersicht

2.1.2 Geréate

Fur die Arbeit wurden Gerate der folgenden Firmen verwendet:

Aquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF

Millipore, Eschborn

Blotkammer

Bio-Rad, Minchen

Brutschrénke

Heraeus Thermotech, Hanau

Kuhl- und Gefrierschrank (-20° C)

Liebherr; Privileg; Quelle, Firth

Magnetrihrer IKAMAG RTC

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroskop Leica DMLB

Leica Mikrosystems, Wetzlar
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Mikroskop Olympus BX50 + Videokamera | Olympus,

3CCD Sony Sony Deutschland GmbH, Kdln
Mikrotom Hn 40 Reichert-Jung, Heidelberg
pH-Meter pH 525 WTW, Weilheim i. OB
Pipetten Gilson, Middleton, USA

Eppendorf, Hamburg

Schnellkochtopf

Vortex-Genie 2 Bender & Hobein  AG,
ZUrich/Schweiz

Wasserbad MEDAX Nagel KG, Kiel

Waage Sartorius, Gottingen

Tabelle 4: Geréatelbersicht

2.1.3 Hard- und Software

Statistische Auswertungen und graphische Darstellungen erfolgten mit dem Programm
EXCEL (Microsoft, USA).

Immunhistochemische Farbungen wurden mittels eines Olympus Mikroskops und einer
Sony Videokamera Uber das Programm Image Access 3.02 erstellt und mit Photoshop
6.6 (Adobe) und PowerPoint (Microsoft, USA) bearbeitet.

2.1.4 Losungen, Puffer

DAB-Reagenz

5 ml Leitungswasser
1 DAB-Tablette, 1 Wasserperoxyd-Tablette

(% ml Sigma Fast 3,3 -Diaminobenzidine Tablet; Sigma, Steinheim)

22



BSA/PBS

5mg BSA (Rinderserumalbumin) auf 1ml PBS

PBS

120 mM NaCl
2 mM KCI

3 mM KH,PO4

7 mM Na;HPO4

RPMI — Basismedium

RPMI 1640 (500ml)

1% Glutamin (5ml)

1% Penicillin/Streptomycin (5ml)
10% FCS (50ml)

Tris-NaCl
3gTris

40,5 g NaCl

ad 5 | Aqua dest.

— pH 7,4 mit rauchender HCI einstellen

Zitronensaure
10 mM Zitronensaure-Monohydrat
ad 2 | A.dest

— pH 5,5 mit NaOH-Pl&tzchen einstellen
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2.2 Immunhistochemische Methoden
2.2.1 Herstellung von Paraffinschnitten
Native Gewebeproben wurden mit 4% Formalin fixiert und anschlieBend maschinell
entwéssert (Tissue Tek VIP, Firma Sakura). Danach wurde es in flissiges Paraffin
uberfuhrt und mit Hilfe eines Histocenter-Gerates (Firma SHANDON), eingebettet.

Nach erhérten des Paraffins konnen die fixierten Gewebeblécke geschnitten werden.

Hierzu wurden die Paraffinblocke fir ca. 30 min. in einen Gefrierschrank (-20° C)
gelegt. Danach wurden mit Hilfe eines Mikrotoms 2 pum dicke Gewebeschnitte
hergestellt, die zuerst auf ein Wasserbad bei RT zur Entspannung des Schnittes
aufgetragen und dann zum Strecken auf ein Wasserbad bei ca. 30° C gelegt wurden. Die
gestreckten Gewebeschnitte wurden dann auf Super Frost Plus Objekttrager aufgezogen
und zum Trocknen Uber Nacht in den Brutschrank (37° C) gestellt, um dann
weiterverarbeitet oder an einem trockenen Ort bei Raumtemperatur bis zu ihrer weiteren

Verwendung gelagert zu werden.

2.2.2 Immunperoxidase-Farbung von Paraffinschnitten mit Antikoérpern

Vor der immunhistochemischen Farbung wurde das Paraffin durch Inkubation in

folgender Alkoholreihe aus dem Gewebe entfernt:
2 X 5 min 100% Xylol
2 X 5 min 100% Ethanol
1 x 5 min Methanol (70 ml + 500 pl H,05)
2 x 3 min 90% Ethanol
2 x 3 min 80% Ethanol
2 X 3 min 70% Ethanol

Danach wurden die Schnitte einmal mit Tris/NaCl gewaschen und im Anschluss in
einem Schnellkochtopf fir 5 min in Zitronensdaure (ph5,5) gekocht. Dann musste das
Gewebe, um unspezifische Bindungsstellen zu blocken, fir 30 min mit 0,5% BSA/PBS

inkubiert werden und anschliessend dreimal mit Tris/NaCl gewaschen werden. Nun
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wurden die vorbehandelten Schnitte fiir die Dauer von 2,5 h in einer feuchten Kammer
bei 37°C mit dem jeweiligen Primar-Antikdrper und den diversen Kontrollen inkubiert.
Die Antikorper wurden mit 0,5% BSA/PBS auf die jeweilige Konzentration eingestellt.
Nach der Inkubation mit dem Primér-Antikorper wurden die Schnitte dreimal mit
Tris/NaCl gewaschen und danach mit den entsprechenden Sekundar-Antikdrpern fir 1 h
in der feuchten Kammer bei RT inkubiert. Hierauf wurde erneut dreimal mit Tris/NaCl
gewaschen und die Schnitte im Anschluss fir 10 min in PBS gestellt. Dann wurden
diese fur 10 min mit DAB (diaminobenzidine (0,05%) -hydrogen peroxide (0,02%)) in
der abgedunkelten feuchten Kammer fiir 10 min bei RT inkubiert. Nach Abstoppen der
Reaktion mit Aqua dest. und Gegenfarbung mit Hamalaun (5 min) wurden die
Objekttréager 10 min lang flieRend gewéssert und schlieflich zur Konservierung mit auf
60°C erwéarmter Glyceringelatine eingedeckt. AbschlieBend wurden die auf den
Objekttréagern eingebetteten Schnitte noch mit Entellan versiegelt, um einem maoglichen

Ausbleichen der Farbung vorzubeugen.

2.2.3 Verwendete Antikdrper flr Immunperoxidase-Farbungen

Monoklonale Konzentration
: Ig-Isotyp/ Ursprung :
Antikorper Paraffinfarbung
PAM-1 IgM/ human 9 pg/ml
LM-1 IgM/ human 25 pg/mi

Negativ Kontrollen

Chrompure IgM IgM/ human 25 pg/mi

RPMI - Basismedium

Tabelle 5: Ubersicht tiber die Konzentration der verwendeten humanen monoklonalen

Antikorper und der Negativkontrollen
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Isotyp/
Kontroll-Antikorper | Gewebe | Karzinomtyp | Konzentration
Ursprung
Anti-human Lunge | Plattenepithel
Cytokeratin 5/6 1:50 lgG1/Maus
(CK5/6)
Anti-human
Cytokeratin 7 Pankreas Adeno 1:20 IgG1/ Maus
(CK7)
Anti-human Lunge Adeno
. 1:20 IgGl/ M
Cytokeratin 8 (CKS8) g aus
Anti-human
Cytokeratin Colon Adeno 1:50 1gG1/ Maus
AE1/AE3

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Positivkontrollen bei Immunperoxidase-Farbungen

AB-Plasma

(Humanserum)

Sekundar- : L
: Ursprung | Verdinnung Gelost in konjugiert
Antikorper
Anti-human IgM Rabbit 1:50 70% PBS +30% | Peroxidase
Kaninchenserum
Anti-Maus 1gG Rabbit 1:50 70% PBS +30% | Peroxidase

Tabelle 7: Ubersicht verwendeter Sekundar-Antikorper bei Immunperoxidase-

Farbungen
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3 Ergebnisse
3.1 Ubersicht der Ergebnisse

In allen bisherigen Untersuchungen mit PAM-1 und LM-1 zeigte sich eine eindeutige
Verteilung des CFR-1/PAM-1- und des LM-1-Rezeptors ausschliesslich
aufprakanzerdsen oder maligne entarteten Zellen; gesundes, normales Gewebe zeigte
keinerlei Reaktion in den immunhistochemischen Féarbungen. Um diese
tumorspezifische Reaktivitdt der beiden monoklonalen IgM-Antikorper auf malignen
Geweben weiter zu untersuchen und zu untermauern, wurden im Rahmen dieser Arbeit
an einigen ausgesuchten Tumoren zwischen 20 und 35 Félle aufgearbeitet. Die

Ergebnisse werden in Tabelle 8 in einer Ubersicht dargestellt.

Anzahl
Tumorart untersuchter Positivkontrolle PAM-1 LM-1
Tumoren
Colon-Ca 31 AE1/AE3 31+ 30+ 30+
Lunge-Adeno-Ca |22 CK8 20+ |22+ 22 +
Lunge-Pe-Ca 22 CK 5/6 19+ |22+ 22 +
Pancreas-Ca 35 CK7 32+ 34+ 35+

Tabelle 8: Ubersicht der Ergebnisse

3.2 Die Antikorper PAM-1 und LM-1

Der mittels humaner Hybridoma Technologie isolierte IgM-Antikérper PAM-1 wurde
bereits in der Einleitung erwéhnt und ist ein gutes Beispiel fir einen tumorspezifischen
IgM-Antikorper. Wie schon beschrieben bindet der monoklonale Antikdrper an eine
neue Variante von CFR-1. Durch Immunperoxidase-Farbungen konnte gezeigt werden,
dass CFR-1/PAM-1 auf allen soweit getesteten Carcinomen exprimiert wird, sowie auf
der H. pylori-assoziierten Gastritis und der Dysplasie des Magens. Nicht entziindlich
verdnderte Magenschleimhaut und alle anderen bisher getesteten Normalgewebe zeigten
keine Reaktion mit dem PAM-1 Antikorper. Dieses begrenzte Verteilungsmuster lasst

vermuten, dass der CFR-1/PAM-1 Rezeptor hauptséchlich auf prakanzerds veranderten
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Zellen und Carcinomzellen exprimiert wird und essenziell fur Proliferationsprozesse zu

sein scheint (Hensel et al., 2001a).

Der zweite hier untersuchte, ebenfalls rein humane Antikorper, ist der bereits zuvor
beschriebene IgM-Antikérper LM-1. Auch bei diesem hat sich in den bisher
durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchungen  dessen  selektive
Tumorreaktivitat erwiesen. LM-1 zeigt eine breite Kreuzreaktion mit den
unterschiedlichsten Carcinomen, jedoch nicht mit gesunden Geweben, und kann damit

ebenfalls als tumorspezifisch eingestuft werden.

Um diese Beobachtungen naher zu untersuchen wurden weiterfihrende immunhisto-
chemische Studien auf einer Auswahl von epithelialen Tumoren und deren

Normalgeweben durchgefiihrt.

3.2.1 Expression von CFR-1/PAM-1 und des LM-1-Rezeptors auf gesundem Gewebe

Um eine mogliche CFR-1/PAM-1- und LM-1-Rezeptor-Expression auf Normalgeweben
auszuschliessen, wurden Paraffinschnitte von Normalgeweben entparaffiniert und mit 9
pg/ml des Antikorpers PAM-1 bzw. mit 25 pg/ml des Antikorpers LM-1 respektive
diverser  Kontrollen  inkubiert.  Zur  histologischen ~ Begutachtung  der
Gewebemorphologie wurde von jedem Organ zusétzlich eine HE-Féarbung durchgefihrt.
Um Kreuzreaktionen, welche durch den Sekundar-Antikérper verursacht werden
konnten auszuschlieRen, wurde bei jeder Farbung ein Schnitt nur mit dem
Sekundarantikdrper inkubiert. Die  gefarbten Gewebeschnitte  wurden
lichtmikroskopisch analysiert. Diese zeigten keine Reaktion mit PAM-1 oder mit LM-1.
Als Beispiele fur die Abwesenheit des CFR-1/PAM-1-Rezeptors bzw. der
Bindungsstelle fur den LM-1-Antikdrper auf normalen Geweben sind in Abbildung 2
exemplarisch die Ergebnisse der Immunperoxidase-Farbungen einiger ausgewéhlter
Falle dargestellt. So zeigten die Antikdrper PAM-1 und LM-1 auf normalem Gewebe
von Colon (1), Lunge (2) und Pancreas (3), in den immunhistochemischen
Untersuchungen konstant keinerlei Reaktion.
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Abb. 2: Immunhistochemische Farbung mit den Antikérpern PAM-1 und LM-1 auf normalen

Geweben. Die Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxilin/Eosin (HE), nur dem Sekundar-Antikorper als
Negativ-Kontrolle, der jeweiligen Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und 9 pg/ml des Antikorpers PAM-1
bzw. 25 pg/ml des Antikdrpers LM-1 gefarbt: 1 - normales Colongewebe; 2 - gesundes Lungengewebe; 3
- normales Pancreasgewebe. Beide Antikorper zeigen auf gesundem Gewebe der untersuchten Organe
keine Reaktion, eine Farbung konnte nirgendwo festgestellt werden.
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3.2.2 LM-1und PAM-1 auf Gewebe von Coloncarcinomen

Die Expression des CFR-1 Rezeptors, der durch den monoklonalen humanen IgM-
Antikorper PAM-1 identifiziert wird, wurde, wie schon erwéhnt, bereits fir eine
gewisse Anzahl von verschiedenen Carcinomen und diverser Prakanzerosen
beschrieben (Hensel et al., 2001a). Auch der Antikdrper LM-1 hat mehrfach seinen
selektiven Bindungscharakter an entarteten Zellen gezeigt. An insgesamt 31
verschiedenen Fallen von Coloncarcinomen wurden Immunperoxidase-Farbungen
angefertigt, die die bisher vorhandenen Daten bestétigen. Die Paraffinschnitte wurden
mit 9 pg/ml des PAM-1-Antikorpers und mit 25 pg/ml des LM-1-Antikorpers inkubiert
bzw. mit dem Sekundar-Antikdrper solitar als Negativkontrolle und einer entsprechend

ausgewahlten Positivkontrolle (siehe Tabelle 6) gefarbt.

Abbildung 3 zeigt exemplarisch die Expression des PAM-1- bzw. LM-1-definierten
Rezeptors auf einigen Fallen von Coloncarcinomen. Neben den geeigneten Positiv- und
Negativkontrollen, ist zur histomorphologischen Begutachtung auch eine
Hé&matoxilin/Eosin-Farbung dargestellt. Die beispielhaft ausgewahlten
immunhistochemischen Féarbungen zeigen deutlich, dass sowohl der Antikérper PAM-1
als auch LM-1 spezifisch an die Tumorzellen der Gewebeschnitte bindet. Es werden
durchgehend entartete Zellen markiert. Das den Tumor umgebende Gewebe zeigt
hingegen keine Reaktion, auch die Negativkontrollen, bei denen nur der Sekundér-

Antikorper verwendet wurde, zeigen keine Farbreaktionen.
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Abb. 3: Immunhistochemische Farbungen der IgM-Antikdrper PAM-1 und LM-1 an exemplarisch
ausgewahlten Fallen von Coloncarcinomen: Die Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxilin/Eosin (HE),
nur dem Sekundar-Antikorper als Negativ-Kontrolle, der jeweiligen Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und
9 pg/ml des Antikorpers PAM-1 bzw. 25 pg/ml des Antikérpers LM-1 gefarbt. Die Bilder zeigen
exemplarisch die deutliche spezifische Bindung der beiden humanen Antikdrper an Tumorzellen; normale

Zellen des gesunden umgebenden Gewebes bleiben unberihrt.
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In der folgenden Tabelle 9 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Studien auf
insgesamt 31 Fallen von Coloncarcinomen zusammengefasst. Im Anhang ist sie
nochmals aufgefiihrt, mit zusatzlichen Informationen bezliglich Herkunft, Staging und
Entdifferenzierung der Tumoren. Bis auf einen Einzelfall zeigt sich eine deutliche

tumorspezifische Reaktion der Antikorper PAM-1 und LM-1. Das die Tumoren

umgebende Gewebe wurde dagegen nicht angefarbt.

PAM-1 LM-1
Tumor RPMI CplgM AE1/AE3 Grading Grading
Histologie, Staging, Negativ-  Negativ- Positiv- Intensitat Intensitat
Grading (soweit bekannt) kontrolle  kontrolle kontrolle % pos. % pos.
Tumorzellen ~ Tumorzellen
Col MaRig differenziertes AdenoCa ++ -+ ++ ++
PT3 pN2 pMy G2 - - ' >95% >95%
Co2 MaRig differenziertes AdenoCa ++ neg - +
PT2No G - ) "] eorom | sorow
Co3 MaRig - wenig diff. Adeno-Ca ++ ++
PTzpN; Gz L . . i 90% >95%
Co4 MaRig differenziertes AdenoCa ++ oo+t
PT4pN1 pMy G, Ly . . i >95% >95%
Cob5 MaRig differenziertes AdenoCa +++ +
PT3 pPNo pM, G2 . . ' >95% 40-50%
Cob MaRig differenziertes AdenoCa +++ 4+ -+ ++
PT:PNo PM, G _ ) ' >05% | 90%
Co7 MaRig differenziertes AdenoCa ++ + - ++
T PNo P, G _ ) ' S95% | >05%
Co8 MaRig differenziertes AdenoCa neg - + | neg - ++
PT3 pN. pMy G, _ - ' 60-70% 60-70%
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Co9 Wenig differenziertes AdenoCa + +
PT2PNo Gs 90% 90%
Col0 | MaRig differenziertes AdenoCa neg - ++| neg - +
PT3 PNo pM, G, 30-40% | 40-50%
Coll |MaRig differenziertes AdenoCa ++ -+ ++ +++
PT3 pNo pMy G, >95% >95%
Col12 | Ulzeriertes AdenoCa neg - ++ | neg - +
PT2 PNo pM; 70-80% | 60-70%
Col3 | MéRig differenziertes AdenoCa neg - + + - ++
PT2 PNy pMy G2 Vy 90% >95%
Col4 | MaéRig differenziertes AdenoCa + - ++ neg - +
YPTs PNo pMy G 40-50% | 40-50%
Col5 |MaRig differenziertes AdenoCa +-+++ | ++ -+ ++
ypT3 pNo pMy G2 90% 90%
Col6 | MaRig differenziertes, AdenoCa neg -+++| neg — ++
YPTs PN1pMy Gz Ly 30-40% | 10-20%
Col7 |MaRig differenziertes AdenoCa neg - + neg
PT3 PNo pM, G, 10-20% 0-10%
Col18 |MaRig -wenig diff. AdenoCa + 4.4+
PT3pNo pMy Gy 40-50% | 60-70%
Co19 | MaRig differenziertes AdenoCa ++ + - ++
PT1pNo pMy G, >95% >95%
Co20 | MéRig differenziertes AdenoCa neg - + + oo o+
PT2 PNo pMy G, 70-80% 90%
Co21 |Hoch differenziertes AdenoCa neg neg - +
PT1 PN pMy Gy 0-10% 40-50%
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Co22 | MaRig differenziertes AdenoCa +-++ +4+-+++
YPT3 PNz pM, G, Ly 90% >95%
Co23 | MaRig differenziertes AdenoCa neg - + | ++-+++
PT2 PNo pM, G, 30-40% 90%
Co24 | MaRig differenziertes AdenoCa + - ++ +++
PT3PNo M, G2 Ly 90% >95%
Co25 | MaRig differenziertes AdenoCa N DA
PT2pN2 pMx G, Ly >95% >95%
Co026 | Wenig differenziertes AdenoCa + - ++ +
PT3 pNo pMy G3 60-70% 40-50%
Co27 | Wenig differenziertes AdenoCa + neg - +
PT4pNo pMy G3 70-80% 60-70%
Co028 | MéaRig differenziertes AdenoCa +-++ ++-+++
PT3 pNo pMy G, >95% >95%
Co029 | MaéRig differenziertes AdenoCa + - ++ | ++-+++
pT3 pNo pMy G, S95% 5950
Co30 | MaRig differenziertes AdenoCa Fo++ Fot++
PTa PR M G- 70-80% |  90%
Co31 | MaRig differenziertes AdenoCa neg - + +-++
PTaPNo pMy G 60-70% | 70-80%

Tabelle 9: Ergebnisse der Farbungen mit den Antikérpern LM-1 und PAM-1 an

Gewebeproben von Coloncarcinomen
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3.2.3 LM-1und PAM-1 auf Geweben von Adenocarcinomen der Lunge

Von insgesamt 22 verschiedenen Féllen von Adenocarcinomen der Lunge wurden
Immunperoxidase-Farbungen angefertigt, die die bisher gewonnenen Daten bestétigen.
Die Paraffinschnitte wurden mit 9 pg/ml des PAM-1-Antikorpers und mit 25 pg/ml des
LM-1-Antikorpers inkubiert bzw. mit dem Sekundar-Antikorper solitar als
Negativkontrolle und einer entsprechend ausgewdhlten Positivkontrolle (s. Tabelle 6)
gefarbt. Alle hier untersuchten Félle zeigten ausnahmslos eine positive Farbung mit
beiden Antikdrpern und somit auch hier eine tumorspezifische Verteilung der bindenden
Antigene.

Abbildung 4 zeigt exemplarisch die Expression des PAM-1- bzw. LM-1-definierten
Rezeptors auf einigen Fallen von Adenocarcinomen der Lunge. Neben der geeigneten
Positiv- und Negativkontrolle, ist zur histomorphologischen Begutachtung auch eine
H&matoxilin/Eosin-Farbung dargestellt. Die ausgewdéhlten immunhistochemischen
Farbungen zeigen deutlich, dass sowohl der Antikérper PAM-1 als auch LM-1
spezifisch an die Tumorzellen der Gewebeschnitte bindet. Es werden durchgehend
entartete Zellen markiert. Das den Tumor umgebende Gewebe zeigt hingegen keine
Reaktion, auch die Negativkontrollen, bei denen nur der Sekund&r-Antikorper

verwendet wurde, zeigen keine Farbreaktionen
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Abb. 4: Immunhistochemische Farbungen der IgM-Antikdrper PAM-1 und LM-1 an exemplarisch
ausgewahlten Féallen von Adenocarcinomen der Lunge: Die Paraffinschnitte wurden mit
Hamatoxilin/Eosin  (HE), nur dem Sekundér-Antikorper als Negativ-Kontrolle, der jeweiligen
Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und 9 pg/ml des Antikérpers PAM-1 bzw. mit 25 pug/ml des Antikorpers
LM-1 gefarbt. Die Bilder zeigen exemplarisch die deutliche spezifische Bindung der beiden humanen

Antikorper an Tumorzellen; normale Zellen des gesunden umgebenden Gewebes bleiben unberihrt.
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In der folgenden Tabelle 10 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Studien auf
insgesamt 22 Fallen von Adenocarcinomen der Lunge zusammengefasst. Im Anhang ist
sie nochmals aufgefiihrt, mit zusatzlichen Informationen bezliglich Herkunft, Staging
und Entdifferenzierung der Tumoren. Bis auf 3 Falle bei der Reaktion mit PAM-1 und
2 Einzelfélle in der Reihenuntersuchung mit LM-1, bei denen sich nur eine schwach
ausgepragte Reaktion zeigt, ist eine deutliche tumorspezifische Reaktion der Antikorper
PAM-1 und LM-1 mit den entarteten Zellen erkennbar. Das die Tumoren umgebende

Normalgewebe wurde dagegen nicht angefarbt.

Cplg PAM-1 LM-1
Tumor RPMI CKS8
M Grading Grading
Histologie, Staging, Negativ- Positiv- Intensitat Intensitat
Grading (soweit bekannt) kontrolle ~ NegatV- yontrolle % pos. % pos.
kontrolle Tumorzellen ~ Tumorzellen
LA1 MéRig differenziertes Adeno-Ca + +
90% 90%
LA2 Gut differenziertes Adeno-Ca +-++ +
- - +
>95% >95%
LA3 Wenig differenziertes AdenoCa +-++ neg - +
- - +
PT1pNo G3
>95% >95%
LA4 Wenig differenziertes Adeno-Ca ++ +
- - +
>95% 90%
LAS MaRig differenziertes, Adeno-Ca + + +-++
PT2 pNo pMy G, >95% >95%
LAG6 Wenig differenziertes, Adeno-Ca +-++ +
- - +
PT1 pNo pMy G3 90% 70-80%
LA7 Hochdifferenziertes, bronchiolo-
neg - + neg - +
alveolares Adeno-Ca - - +
40-50% 40-50%
PT2 pNo Gy
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LAS Bronchiolo-alveolares Adeno-Ca + +
- 90% 70-80%
LA9 MaRig differenziertes Adeno-Ca + +4+- +++
PT2 PN; PM, G ) J95% | 90%
LA10 |MaRig differenziertes Adeno-Ca ++ +++
PT2 PN PM, G, - >95% >95%
LA11 |Wenig differenziertes Adeno-Ca +H-+++ |-+ ++
PT2 Ny pM, Gs Ly _ Jo5% | >95%
LA12 | MaRig differenziertes Adeno-Ca neg -+ +
) 10-20% 30-40%
LA13 | MaRig differenziertes Adeno-Ca + - ++ + - +4+
PT1 pNo pMy G, - >95% >95%
LA14 |MaRig differenziertes, Adeno-Ca ++-+++ ++
. 90% 90%
LA15 |Adeno-Ca +++ + 4+
pT: G, - >95% >95%
LA16 |Bronchiolo-alveoldres Adeno-Ca neg - + +
PT2 pPNo ] >95% 90%
LA17 | Wenig differenziertes Adeno-Ca N R
PT2pN:pM G2 ) >95% >95%
LA18 |MaRig differenziertes, bronchiolo- + 4+ 4+
alveoldres Adeno-Ca B ~95% ~05%
LA19 |MaRig differenziertes, z.T. +-++ +-++
bronchiolo-alveoldres Adeno-Ca ) 95% 90%
LA20 |Papillares Adeno-Ca ++-+++ ++
) >95% >95%
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LA21 |Gutdifferenziertes Adeno-Ca + +
- - +
pT, G, 90% 90%
LA22 |Hoch - maRig differenziertes,
+ +
bronchio-alveolares Adeno-Ca - - +
90% 60-70%
pT2 pN; pMy G,

Tabelle 10: Ergebnisse der Farbungen mit den Antikérpern LM-1 und PAM-1 an

Gewebeproben von Adenocarcinomen der Lunge.

3.24 LM-1und PAM-1 auf Geweben von Plattenepithelcarcinomen der Lunge

An insgesamt 22 verschiedenen Fallen von Plattenepithelcarcinomen der Lunge wurden
Immunperoxidase-Farbungen angefertigt, die die bisher gewonnenen Daten bezuglich
Sensitivitdt und Tumorspezifitdt der Antikorper PAM-1 und LM-1 bestétigen. Die
Paraffinschnitte wurden mit 9 pg/ml des PAM-1-Antikorpers und mit 25 pg/ml des LM-
1-Antikorpers inkubiert bzw. mit dem Sekundéar-Antikorper solitér als Negativkontrolle
und einer entsprechend ausgewahlten Positivkontrolle (siehe Tabelle 6) gefarbt. Alle
hier untersuchten Falle zeigten ausnahmslos eine deutliche positive Farbung mit beiden
Antikdrpern und somit auch hier eine tumorspezifische Verteilung der bindenden

Antigene.

Abbildung 5 zeigt exemplarisch die Expression des PAM-1- bzw. LM-1-definierten
Rezeptors auf einigen Féllen von Plattenepithelcarcinomen der Lunge. Neben
geeigneten Positiv- und Negativkontrollen, ist zur histomorphologischen Begutachtung
auch eine Hamatoxilin/Eosin-Farbung dargestellt. Die beispielhaft ausgewahlten
immunhisto-chemischen Farbungen zeigen deutlich, dass sowohl der Antikérper PAM-
1 als auch LM-1 spezifisch an die Tumorzellen der Gewebeschnitte bindet. Es werden
durchgehend entartete Zellen markiert. Das den Tumor umgebende Gewebe zeigt
hingegen keine Reaktion, auch die Negativkontrollen, bei denen nur der Sekundar-

Antikorper verwendet wurde, zeigen keinerlei Farbreaktionen
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Abb. 5: Immunhistochemische Farbungen der IgM-Antikdrper PAM-1 und LM-1 an exemplarisch

ausgewdahlten Féllen von Plattenepithelcarcinomen der Lunge: Die Paraffinschnitte wurden mit
Hamatoxilin/Eosin  (HE), nur dem Sekundér-Antikorper als Negativ-Kontrolle, der jeweiligen
Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und 9 pg/ml des Antikérpers PAM-1 bzw. mit 25 pg/ml des Antikorpers
LM-1 gefarbt. Die Bilder zeigen exemplarisch die deutliche spezifische Bindung der beiden humanen

Antikorper an Tumorzellen; normale Zellen des gesunden umgebenden Gewebes bleiben unberihrt.
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In Tabelle 11 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Studien auf insgesamt 22
Féllen von Plattenepithelcarcinomen der Lunge zusammengefasst. Im Anhang ist sie
nochmals aufgefiihrt, mit zusatzlichen Informationen beztglich Herkunft, Staging und
Entdifferenzierung der Tumoren. Bis auf einen Fall bei der Reaktion mit PAM-1 und 2
Einzelfélle in der Untersuchung mit LM-1, bei denen sich nur eine sehr schwach
ausgeprégte Reaktion zeigt, ist eine deutliche tumorspezifische Reaktion der Antikorper

PAM-1 und LM-1 erkennbar. Das umgebende Normalgewebe wurde nicht angeféarbt.

Cpl PAM-1 LM-1
Tumor RPMI S ;E Grading Grating
Histologie Staging und Grading (soweit Negativ- Intensitat Intensitét
bekannt) kontrolle  Negativ-  Positiv- % pos. % pos.
kontrolle ~ kontrolle  r;mor7elien  Tumorzellen
LP1 GroRzelliges, wenig diff. PE-Ca + + - ++
. . * > 95% > 95%
LP2 MaRig - wenig diff. PE-Ca pT; +4-+++ | -+ ++
PNo PMy G2 _ ' >95% | > 95%
LP3 MaRig differenziertes PE-Ca pT; neg - + neg - +
PN: pM, G, ] i 90% > 95%
LP4 MaRig differenziert PE-Ca pT;3 ++ +++
PNo PMy G2 - ' >95% | > 95%
LP5 mischdifferenziertes PE-Ca +-++ +-++
] ) > 95% > 95%
LP6 wenig differenziertes PE-Ca +++ +++
) ¥ > 95% > 95%
LP7 MaRig differenziertes, PE-Ca ottt | -+t
pT. pNo M G ' ol sosw | > osw
LP8 Wenig differenziertes, PE-Ca L; +++ ++ +
) ) > 95% > 95%




LP9 wenig differenziertes PE-Ca pT, +++ + - ++
PNo pMy G3 Ly 70-80% 60-70%
LP10 | maRig differenziertes PE-Ca ++ + 4 -+ 4+
PT3 pNo pMy G, Ly > 95% > 95%
LP11 | Wenig differenziertes PE-Ca + - ++ neg - +
PT4pN1 pMy Gg 60-70% 30-40%
LP12 | méaRig differenziertes, PE-Ca + +
pT: G, 90% 90%
LP13 | MaRig differenziertes PE-Ca ++ + ++ +
PT1pNo pM, G, Ly > 95% > 95%
LP14 | méRig differenziertes PE-Ca + + + - ++
pT2 pN2 pMy G3 > 95% > 95%
LP15 | MaéRig - wenig diff. PE-Ca ttottt | ot aa
PT1PNo PMy G 90% > 95%
LP16 | Wenig differenziertes PE-Ca + - ++ + +
pT2 Gs > 95% 90%
LP17 | MaRig - wenig diff. PE-Ca ++ + - ++
PT1 PN, pMy Gs > 95% 40-50%
LP18 | Mé&Rig differenziertes, PE-Ca bttt o+
pT2 pNo pM, G, > 95% > 95%
LP19 | MaRig differenziertes PE-Ca +-++ +
PT2 PNy pMy G, 70-80% 70-80%
LP20 | MaRig differenziertes PE-Ca o4+ -+ + 4+
PT2 pNo pM; G, > 95% > 95%
LP21 | MaRig differenziertes PE-Ca 4+ ++
PT1pNo pMy G, >95% | 70-80%




LP22 | Wenig differenziertes PE-Ca ++ ++

pPT1pNo pMy G > 95% 90%

Tabelle 11: Ergebnisse der Farbungen mit den Antikérpern LM-1 und PAM-1 an
Gewebeproben von Plattenepithelcarcinomen der Lunge

3.25 LM-1und PAM-1 auf Geweben von Pancreascarcinomen

Von insgesamt 35 verschiedenen Féllen von Pancreascarcinomen wurden
Immunperoxidase-Farbungen angefertigt, die die bisher gewonnenen Daten bezuglich
Sensitivitat und Tumorspezifitat der Antikdrper PAM-1 und LM-1 bestétigen. Die
Paraffinschnitte wurden mit 9 pg/ml des PAM-1-Antikorpers und mit 25 pg/ml des LM-
1-Antikorpers inkubiert bzw. mit dem Sekundér-Antikorper solitér als Negativkontrolle

und einer entsprechend ausgewéhlten Positivkontrolle (siehe Tabelle 6) gefarbt.

Abbildung 6 zeigt exemplarisch die Expression des PAM-1- bzw. LM-1-definierten
Rezeptors auf einigen Fallen von Pandreascarcinomen. Neben der geeigneten Positiv-
und Negativkontrolle, ist zur histomorphologischen Begutachtung auch eine
Hé&matoxilin/Eosin-Farbung dargestellt. Die beispielhaft ausgewahlten
immunhistochemischen Féarbungen zeigen deutlich, dass sowohl der Antikérper PAM-1
als auch LM-1 spezifisch an die Tumorzellen der Gewebeschnitte bindet. Es werden
durchgehend entartete Zellen markiert. Das den Tumor umgebende Gewebe zeigt
hingegen keine Reaktion, auch die Negativkontrollen, bei denen nur der Sekundar-

Antikorper verwendet wurde, zeigen keinerlei Farbreaktionen.
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Abb. 6: Immunhistochemische Farbungen der IgM-Antikdrper PAM-1 und LM-1 an exemplarisch

ausgewdahlten Féallen von Pancreascarcinomen: Die Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxilin/Eosin
(HE), nur dem Sekundar-Antikorper als Negativ-Kontrolle, der jeweiligen Positivkontrolle (laut Tabelle
6) und 9 pg/ml des Antikérpers PAM-1 bzw. mit 25 pg/ml des Antikorpers LM-1 geféarbt. Die Bilder
zeigen exemplarisch die deutliche spezifische Bindung der beiden humanen Antikorper an Tumorzellen;

normale Zellen des gesunden umgebenden Gewebes bleiben unberihrt.
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In der folgenden Tabelle 12 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Studien auf
insgesamt 35 Féllen von Adenocarcinomen bzw. neuroendokrinen Carcinomen des
Pancreas zusammengefasst. Im Anhang ist sie nochmals aufgefuhrt, mit zusatzlichen
Informationen bezliglich Herkunft, Staging und Entdifferenzierung der Tumoren. Bis
auf 6 Falle bei der Reaktion mit PAM-1 und 2 Einzelfalle in der Reihenuntersuchung
mit LM-1, bei denen sich nur eine sehr schwach ausgepragte Reaktion zeigt, und in
einem Fall, bei dem die Reaktion mit PAM-1 negativ war, waren die sonstigen
Egebnisse durchgehend eindeutig positiv. Es ist eine deutliche tumorspezifische
Reaktion der Antikorper PAM-1 und LM-1 erkennbar. Das die Tumoren umgebende
Normalgewebe wurde dagegen nicht angefarbt.

PAM-1 LM-1
Tumor RPMI CplgM CK7 Grading Grading
Histologie, Staging und Grading (soweit  Negativ-  Negativ- Positiv- Intensitat Intensitat
bekannt) kontrolle  kontrolle kontrolle % pos. % pos.
Tumorzellen ~ Tumorzellen
PAN1 | Wenig differenziertes Adeno-Ca N + - ++ +
pT2 pN; pM, G5 60-70% 70-80%
PAN2 | Wenig differenziertes Adeno-Ca neg - + neg - +
- - +
PTs PN pMy Gs Vs 10-20% | 20-30%
PAN3 | Hochdiff. endokrines Carcinoid + + - ++
- - +
PT3 pN1p pMy >95% >95%
PAN4 | Wenig diff.endokrines Pancreas-
+ + +
Ca (Carcinoid) - - +
70-80% 90%
Ly
PAN5 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + - ++ +
- - +
PT3pNo pM; G, L,y 70-80% 90%
PANG6 | Hellzelliges Adeno-Ca ++ +4+-+++
- - +
PT1 pNo pMy >95% >95%
PAN7 | Periampullédres Adeno-Ca N neg - + +-++
PT3 PNy pMc G Ly 40-50% 90%
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PANS8 | MaRig differenziertes Adeno-Ca neg - + + - ++
PT4PNo My G, _ 40-50% | 70-80%
PAN9 | Wenig differenziertes Adeno-Ca + - ++ +++
PT3 PNy pMy Gs Ly _ 70-80% >95%
PAN10 | Mé&Rig differenziertes Adeno-Ca neg - + ++
PTs PN pMy Gz Ly _ 70-80% 90%
PAN211 | Mé&Rig differenziertes Adeno-Ca +-++ [neg-+++
PTs PN pM, G, Ly - 70-80% 90%
PAN12 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + - +++ | neg— ++
PT3 PNy, pM, G, - 70-80% | 70-80%
PAN13 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + - ++ + - ++
PT3 PNy, pMy G, - 60-70% 90%
PAN14 | Hoch differenziertes Adeno-Ca ++ +++
PTs PN, pMy Gy Ly . 90% >95%
PAN15 | MaRig differenziertes Adeno-Ca oot |+t
PTs PN, pMy G2 - >95% >95%
PAN16 | MéRig differenziertes Adeno-Ca ++-+++ +++
PT3 pPN1, pMy G, - >95% >95%
PAN217 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca +++ +++
PTs PN pMy V - >95% >95%
PAN18 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + 4+ +++
PTs PN G2 - >95% >95%%
PAN19 | Wenig differenziertes Adeno-Ca F oo+t +4+
PT3 pNi, Gs -
90% >95%
PAN20 | Mé&Rig differenziertes Adeno-Ca + oo+ + + - ++
) 90% >95%

PT3 PNy pMy G,
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PAN21

MaRig - wenig diff. Adeno-Ca

+ + ++-+++
PT3 PN pMy G2 Vi Ly ) 90% 90%
PAN22 | Wenig differenziertes Adeno-Ca neg - + neg - +
PT3pNo pM( Gs Vi Ly ) 20-80% | 90%
PAN23 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + - ++ ++
pT5 PNy PM, G, ) 90% >95%
PAN24 | Wenig differenziertes Adeno-Ca + - ++ ++
PTspN: pM, G5 Ly ) >95% 90%
PANZ25 | Gut differenziertes, + + - ++
neuroendokrines Ca ) >95% >95%
PAN26 | Wenig differenziertes Adeno-Ca - +++
pT5 PNo PM, G _ 0-10% | 90%
PAN27 | MéRig bis wenig differenziertes, 44 .
Adeno-Ca -
0T PNy, pM, Gos >95% >95%
PANZ28 | Hoch differenziertes endokrines ++ ++
Carcinom ) 95% 95%
PAN29 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca neg - + ++
pT5 PNy PM, G, ) 90% >95%
PAN30 | MéaRig - wenig diff. Adeno-Ca + - ++ + - ++
PT4 PNy pM; G, ) 90% 90%
PAN31 | MéaRig - wenig diff. Adeno-Ca ++ ++
PT4 PN pM; Gs _ 505% | >95%
PAN32 | Wenig differenziertes Adeno-Ca + 4 + oo o+
PTs PN PV Gs L _ >95% >95%
PAN33 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca + - ++ ++
PTs PNo PMx G _ >05% | >05%
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PAN34 | Hoch differenziertes, ++ ++
neuroendokrines Carcinom

>95% >95%
PAN35 | MéaRig differenziertes Adeno-Ca ++ +4+-+++
- - +
PTsPRo pMy G >95% >95%

Tabelle 12: Ergebnisse der Farbungen mit den Antikdrpern LM-1 und PAM-1 an

Gewebeproben verschiedener Pancreascarcinome

3.3 Ergebnissbewertung mit Bezug zu klinischen Tumorstadien

Die in den Ergebnistabellen 9, 10, 11 und 12 aufgezeigten Auswertungen der Farbungen
beziglich Grading/Intensitat und dem prozentualen Anteil der angefarbten Tumorzellen,
wurden angefertigt, um diese mit klinischen Parametern wie dem TNM-Stadium und
dem histologischen Differenzierungsgrad G in Verbindung zu bringen. Dabei sollten
etwaige Korrelationen zwischen Verteilung und Expression des betreffenden
Tumorantigens und Entdifferenzierung bzw. Fortschreiten des Tumorstadiums
betrachtet werden. Zusatzlich wurde eine quantitative Einschatzung getroffen, um den
prozentualen Anteil der gefarbten Tumorzellen zu beschreiben, welche ebenfalls in der
tabellarischen Zusammenfassung der Ergebnisse festgehalten wurde. Beobachtungen
dieser Art konnen Ruckschlusse uber die Expression des jeweiligen spezifischen
Tumorantigens ermoglichen. Man kann dabei versuchen zu zeigen, ob das fragliche
Antigen im Laufe der Entwicklung eines Tumors, dem Fortschritt seines Stadiums, oder
beziglich seines Differenzierungsgrades, Veranderungen betreffend das qualitative und
auch quantitative Vorkommen aufweist, bzw. ob Tumoren die Expression dieser

spezifischen Antigene im Laufe ihrer Entwicklung modulieren.

Die folgenden Abbildungen 7 und 8 zeigen exemplarisch die in der Wertung der
Ergebnistabellenen vorgenommenen Einstufungen der Farbeergebnisse bezuglich des
Grades der Intensitdt an Einzelfallen von einigen untersuchten Adenocarcinomen der

Lunge.
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Abb. 7: Immunhistochemische Farbung des IgM-Antikdrpers LM-1 exemplarischer Féllen
pulmonaler Adenocarcinome: Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxilin/Eosin (HE), dem Sekundér-
Antikorper als Negativ-Kontrolle, der Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und mit 25 pg/ml des Antikorpers
LM-1 gefarbt. Es zeigt sich von links nach rechts eine Zunahme der Intensitat der Farbung.
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Abb. 8: Immunhistochemische Farbungen des IgM-Antikérpers PAM-1 an exemplarisch Féllen
pulmonaler Andenocarcinome: Paraffinschnitte wurden mit Hamatoxilin/Eosin (HE), dem Sekundér-
Antikorper als Negativ-Kontrolle, der Positivkontrolle (laut Tabelle 6) und 9 pg/ml des Antikorpers
PAM-1 geféarbt. Es zeigt sich von links nach rechts eine Zunahme der Intensitét der Férbung.
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Insgesamt lasst sich aufgrund der gewonnenen Ergebnisse feststellen, dass soweit kein
engerer Zusammenhang zwischen der Entwicklung der Tumorbiologie oder des
Klinischen Tumorstadiums und der Verteilung oder der Quantitat der Expression der
Rezeptoren fir PAM-1 und LM-1 besteht. Bei allen vier Tumorlinien die hier
untersucht wurden waren breit gestreute Verteilungen vorzufinden. Der prozentual
angefarbte Anteil der Zellen zeigte bei jedem der Tumoren sowohl bei T;-, als auch bei
T,-Tumorstadien gute bis sehr gute Resultate, genauso wie es auch bezuglich der
Intensitat der Farbungen nachvollziehbar war. Aber auch den Grad der
Entdifferenzierung betreffend waren breite Ergebnisseverteilungen zu Verzeichnen,
sowohl mit starken und als auch schwacheren Auspréagungen, bei gut differenzierten G;-
Tumoren, wie auch bei Gz-Tumoren, die ihre Differenzierung zum Grofiteil verloren

haben.

Hieraus l&sst sich Schlussfolgern, dass die hier durch die immunhistochemische
Untersuchung charakterisierten tumorspezifischen Antigene sich in lhrer Prasentation
und Expression sehr konstant verhalten. Die Rezeptoren fir LM-1 und PAM-1 scheinen
verlassliche Marker fur multiple epitheliale Tumoren und deren Vorstufen zu sein und
kénnen somit als wertvolles diagnostisches Mittel eingesetzt werden. Inwieweit sich
diese Konstanz und deren Kklinische Auswirkung auf therapeutische Malinahmen
Ubertragen lasst, bleibt jedoch vorerst noch weiteren Untersuchungen tiberlassen.
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4 Diskussion

Im Zuge dieser Arbeit wurden die beiden humanen, keimbahn-kodierten, monoklonalen
Antikorper der IgM-Klasse PAM-1 und LM-1 untersucht, die mit Hilfe der humanen
Hybridomatechnologie aus Geweben von Tumorpatienten gewonnen wurden. Es liess
sich zeigen, dal} beide Antikdrper gegeniiber den ausgewahlten Tumoren eine deutlich
konstante spezifische Bindung an tumoreigenen Antigenen aufweisen und normales,
gesundes Gewebe unberthrt lassen. Die betreffenden Oberflachenantigene zeigen sich
ausschliesslich auf Tumorzellen und deren Expression scheint soweit keinen
Zusammenhang mit dem Stadium des Tumors oder dem Differenzierungsgrad der
Tumorzellen aufzuweisen. Somit hatten beide Antikdrper gute Eigenschaften, um im
Rahmen von immunhistochemischer Diagnostik zur histopathologischen Begutachtung
von Gewebsproben als wegweisende Hilfsmittel Anwendung zu finden. Desweiteren
haben bereits weiterflihrende Untersuchungen gezeigt, da LM-1 zumindest in vitro und
PAM-1 sowohl in vitro als auch in vivo die Fahigkeit besitzen an Tumorzellen
Apoptose zu induzieren und somit auch therapeutisch wertvolle Eigenschaften zu

besitzen scheinen.

Monoklonale Antikorper spielen eine immer groRer werdende Rolle in der Therapie von
verschiedenen Erkrankungen wie Rheuma, koronarer Herzerkrankung, M. Crohn,
Mutipler sklerose und zahlreichen Malignomen. Es befinden sich zahlreiche Antikérper
in Zulassungsverfahren oder sind bereits flr die Therapie am Patienten zugelassen.
Jedoch sind die wenigsten Antikorper gegen Malignome gerichtet. Bisher gibt es in
Deutschland nur 7 fur die Onkologie zugelassene Antikorper, darunter Avastin®,
Erbitux®, Mabthera®, Herceptin® MabCampath® Vectibix®, Zevalin® (Rote Liste
2009). Erstaunlicherweise handelt es sich bei den meisten zugelassenen und in
Entwicklung befindlichen Antikdrpern um murine Antikorper, und um v.a. solche, die
gegen Antigene wie Wachstumsfatoren - wie EGFR, VEGF - oder CD20-Antigene auf
Lymphozyten gerichtet sind. Diese zeigen eine Uberexpression auf Tumozellen aber
keine Exklusivitat. Somit sind die bisherigen angewandten Antikdrper auch eher als

tumorassoziiert und nicht als tumorspezifisch zu bewerten.

Humane monoklonale Antikorper stellen aufgrund ihrer Eigenschaften eine
erfolgversprechende Alternative dar. Mit Hilfe der Hybridomatechnik kénnen solche

Antikorper generiert werden. Bei den hierbei entwickelten Stoffen handelt es sich fast
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ausschlieBlich um tumorreaktive und -spezifische IgM-Antikorper, die keimbahnkodiert
sind und nur wenige Mutationen aufweisen. Die bislang im pathologischen Institut der
Universitdt Wirzburg isolierten Antikorper stammten sowohl von Geweben gesunder
Menschen, als auch von an einem Tumor erkrankten Patienten. Somit handelt es sich
bei den gewonnenen Rezeptoren hochstwahrscheinlich um natirliche, nicht
affinitatsgereifte Antikorper, und nicht um das Ergebnis einer T-Zell-abhéngigen
Tumorimmunitat. (Brandlein et al, 2002; Bréanlein und Vollmers, 2004; Vollmers and
Bréandlein, 2006)

Unser angeborenes, ungereiftes Immunsystem, welches sich aus natirlichen
Killerzellen, Mastzellen, dendritischen Zellen und natdrlichen IgM-Antikdrpern
zusammensetzt, scheint eine tragende Rolle beim Schutz unseres Korpers vor
neoplastischen Erkrankungen zu spielen. Schon Anfang des 20. Jahrhunderts, wurde
dartiber spekuliert, da unser Immunsystem in der Lage sein muss, die Entstehung von
Carcinomen zu verhindern (Ehrlich, 1909). Ca. 50 Jahre spater stellten Burnet und
Thomas ihre Theorie eines Immuniberwachungssystems gegen Krebs auf. Burnet
behauptete, dal entartete Zellen Uber antigene Eigenschaften verfiigen, welche eine
Reaktion des Immunsystems hervorrufen kdnnen, die zur Regression von Malignomen
fuhren konnte (Burnet, 1957). Thomas erkléarte sogar, dal die wichtigste Rolle der
Immunitat der Schutz vor Neoplasien sei, und nicht die Erkennung von koérperfremden
Partikeln (Thomas, 1959). Sie schlussfolgerten, dass es im Rahmen der Evolution
unabdingbar sei Uber Mechanismen zu verfligen, welche potentiell gefahrlich mutierte
Zellen eleminieren koénnen, da es in unserem Korper gewohnlich zu genetischen
Verénderungen in somatischen Zellen kommen muss, bedenkt man die Haufigkeit und
die Fulle aller sich teilenden Zellen eines Organismus im Laufe des Lebens (Burnet,
1964, 1970).

Diese Therorie scheint sich auch nach neueren Erkenntnissen nicht von der Hand
weisen zu lassen. Es gibt einige Studien U(ber organtransplantierte, und somit
immunsupprimierte Patienten, welche tber Jahrzehnte nachbeobachtet wurden. Dabei
zeigten sich eindeutig signifikant erhohte Risiken, diverse Malignome, wie u.a. maligne
Melanome, non-Kaposi-Sarkome, oder Lungenkrebs zu entwickeln, die sich nicht auf
einen viralen Ursprung oder eine andere infektiose Erkrankung zurlckfiihren lieRen

(Penn, 1996, 1995; Pham, 1995). Somit scheint ein deutlicher Zusammenhang zwischen
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einer Schwache des Immunsystems und dem vermehrten Auftreten verschiedenster
Neoplasien zu bestehen, welche sich durch die fehlende Uberwachung durch das innate
Immunsystem erklaren lasst.

Weiterhin wird die Hypothese der Uberwachung durch unser Immunsystem dadurch
unterstutzt, dass der Nachweis von Lymphozyten innerhalb eines Tumors fiur eine
bessere Uberlebenschance des Patienten spricht. So konnte bei Patienten mit cutanem
Melanom gezeigt werden, dal} eine Infiltration des Tumors mit Lymphozyten mit
besseren Uberlebensraten korreliert war. Ahnliche Beobachtungen liessen sich auch bei
anderen malignen Erkrankungen, wie z.B. des Colons oder der Blase machen
(Lipponen, 1992; Naito, 1998). Es zeigt sich also, dal’ die Entstehung und Entwicklung

maligner Erkrankungen durch unser Immunsystem beeinflusst wird.

Die innate Immunitét ist ein vererbtes Abwehrsystem, welches dem Organismus Uber
initial vorhande Mechanismen den ersten Schutz gegen pathogene Strukturen bietet. Sie
unterscheidet zwischen korpereigen und korperfremd und ist in der Lage, frih gegen
bakterielle und virale Partikel, aber auch gegen maligne entartete Zellen einzuschreiten
(Janeway, 1989; Vollmers et al., 1989; Bréndlein et al., 2003b; Brandlein et al., 2004).
Dabei stutzt sich unsere angeborene Abwehr auf einen eher begrenzten,
keimbahncodierten Pool von membrangebundenen Rezeptoren (pattern recognition
patterns - PRRs) ahnlich der humanen IL-1-Rezeptorenfamilie und der ,,Toll“d4hnlichen
Proteine der Drosophila (toll-like-receptors — TLRs) (Medzhitov, 2001; Pasare,
Medzhitov, 2005) . Diese erkennen vornehmlich starre, konservative Strukturen und
Muster, sog. ,,PAMPs“ — pathogen-associated molecular patterns, wie z.B.
Carbohydrateinheiten an Glykolipiden oder Glykoproteinen, welche sich ohne von
Mutationen verdndert zu werden darstellen (Janeway, 1989, Medzhitov, Janeway,
2002). Die Stragtegie der Erkennung von PAMPs sorgt fur ein breites Antigenspektrum,
welches sich durch ein relativ eingeschréanktes Angebot an Rezeptoren abdecken und
nicht durch Verdnderungen der Epitope durch Mutationen beeintrachtigen l&sst.
Krebsassoziierte Aberrationen der Glykosilierung sind sowohl Uber- und
Unterexpressionen, als auch Neuexpressionen von Glykanen. Ein Beispiel solcher
bekannten membrangebundenen Strukturen mit modifiziert glykosilierten Mustern auf
kanzertésen Zellen sind die Hitze-Schock-Proteine. Sie zeigen sich typischerweise auf

Tumorzellen Uberexprimiert und verdndert und gehen mit einem hoheren
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Malignitatsgrad und einer schlechteren Prognose der Grunderkrankung einher ( Macario
and Conway de Macario, 2005; Ma and Hendershot, 2004; Li and Lee, 2006). Solche
tumorassoziierten membran-gebundenen Carbohydratantigene scheinen bevorzugte
Zielstrukturen der Uberwachung durch das innate Immunsystem und v.a. der

naturlichen IgM-Antikorper zu sein.

Die natirlichen Antikorper spielen innerhalb der angeborenen Immunitat eine
entscheidende Rolle. Sie werden von CD5+-Lymphozyten gebildet, sind
keimbahnkodiert und nicht affinitatsgereift und gehéren vornehmlich zum pentameren
IgM-Isotyp (Brandlein et al, 2002; Brandlein et al, 2003b). In den letzten Jahren ist es
gelungen aus verschiedenen erkrankten und gesunden Patienten mehrere solcher
natlrlicher Antikorper zu isolieren. Interessanterweise binden diese Antikorper bislang
meist an Carbohydrateinheiten an postranskriptionell modifizierten Oberflachen-
rezeptoren maligne entarteter Zellen von bdsartigen Tumoren oder auch deren
Vorlauferlasionen (Vollmers and Bréandlein, 2006, 2007).

Diesbeziglich ein durchaus beeindruckender Representant der humanen monoklonalen
keimbahnkodierten IgM-Antikorper ist der in der Einleitung bereits berschriebene und
im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Antikérper PAM-1. Dieser bindet an eine
posttranskriptionell modifizierte Version von CFR-1. Dieser Wachstumsrezeptor
erscheint in dieser Variante (CFR-1/PAM-1) und wird auf malignen Zellen
uberexprimiert gefunden. PAM-1 bindet an ein stickstoffgebundenes Carbohydratepitop
dieses Wachtumsrezeptors, welches exclusiv auf malignen Zellen und deren
Vorlauferlasionen vorzukommen scheint. PAM-1 ist daruberinaus in der Lage in vitro,
wie auch in Tierversuchen Apoptose zu induzieren und somit Tumorwachstum zu
inhibieren. (Brandlein et al, 2003a, 2004a, 2004b; Hensel et al, 2001a; Vollmers und
Brandlein, 2006, 2007, 2009)

Ein weiterer Vertreter ist der ebenfalls humane monoklonale Antikorper SC-1. Dieser
konnte aus Geweben eines Patienten mit Siegelringzellcarcinom isoliert werden. Er
bindet an eine modifizierte Variante des ,,Decay accelerating factors® (DAF) oder
CD55, welches die Zelle normalerweise vor Lyse durch das Complementsystem
bewahrt. Auf Tumorzellen von Magencarcinomen kann dieser CD55/SC-1-Rezeptor in
seiner verdnderten Form zusétzlich zur Normvariante von CD55 angetroffen werden.

Auch hier ist die SC-1-bindende Region ein stickstoffgebundenes Carbohydratepitop
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auf der IsoformDAF°“?. SC-1 induziert ebenfalls Apoptose in vitro und in
experimentellen in vivo-Systemen. Klinische Studien konnten bereits zeigen, das SC-1
in der Lage ist eine Regression des Primértumors bei Patienten mit Magencarcinom zu
induzieren ohne dabei geféhrliche Kreuzreaktionen mit normalem Gewebe
hervorzurufen. (Hensel et al, 1999a, 2001b; Vollmers et al, 1989, 1998b; Mikesch et al,
2006; Vollmers und Brandlein, 2006, 2007, 2009)

Der humane monoklonale IG-M-Antikérper SAM-6 zeigte bisher ebenfalls ein rein
tumorspezifisches  Verhalten. Sein Rezeptor ist ein sauerstoffgebundenens
Carbohydratepitop des exclusiv auf malignen Zellen (berexprimiert vorkommenden,
posttranskriptionell modifizierten GRP78, ein Vertreter der Hitze-Schock-Protein
70kDa Familie. SAM-6 war in der Lage tumorspezifische Apoptose durch intrazellulére
Anhaufung von Lipiden auszuldsen. (Pohle et al, 2004; Brandlein et al, 2007; Vollmers
und Brandlein, 2007 und 2009)

Diese natirlichen Antikorper sind gute Beispiele dafiir, wie das innate Immunsystem
sehr wohl in der Lage ist, auf maligne Zellen Einfluss zu nehmen und in die
Entwicklung eines bdsartigen Tumors eingreifen zu konnen. Bleibet die Frage zu
klaren, wann die Progression eines Tumor an unserem Immunsystem vorbei ablaufen
kann. Eine interessante Theorie diesbezuglich beschreibt die Hypothese Uber das
»cancer Immunoediting“. Hier wird ausgehend von der Idee von Burnet und Thomas
der ,.cancer immunosurveillance®“ noch tber die Funktion des Schutzes fir den
Organismus hinaus diskutiert, inwiefern das Immunsystem selbst an der Entwicklung
und Formung der Eigenschaften eines Tumors beiteiligt sein kann. Es waére doch
mdoglich, das unsere Abwehr eine Selektion im Sinne von Darwin’s ,,survival oft he
fittest” hervorruft, bei der sich mehrere Varianten des Tumors mit verschiedenen
antigenen und immunogenen Eigenschaften entwickeln kann und erst die erfolgreichste
unter ihnen in der Lage ist, sich durchzusetzen. Das quasi unser Immunsystem einen
Selektionsdruck auf Tumorzellen ausiibt, welcher in einem Bett aus genetisch instabilen
und schnell mutierenden Zellen nicht ausreichend ist, um das neoplastische Geschehen
vollig zu unterbinden. Neue Varianten kénnen entstehen, die dann vielleicht resistent
genug sind, um einen Angriff unseres Immunsystems stand zu halten, sich

durchzusetzen und unkontrolliert auszubreiten. (Dunn et al 2002)
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Dies zeigt, dal die Diskussion von Sinn und Funktion unseres Immunsystems und dabei
im Speziellen unserer angeborenen Abwehr in vielerlei Hinsicht noch in den
Kinderschuhen steckt. Aber sicher ist, das mit Hilfe der Hybridomatechnik Antikdrper
isoliert werden konnten, die nicht nur diagnostischen und &uRerst wertvollen
therapeutischen Zwecken dienen konnen, sondern dafl durch die Entdeckung und
Charakterisierung dieser Antikorper und der Erforschung ihrer Eigenschaften wichtige
Erkenntnisse Uber die betreffenden Antigene gemacht werden kdnnen. Darlberhinaus
werfen die laufenden Untersuchungen viele spannende Fragen auf und geben zahlreiche
Hinweise, Uber die sich Rickschlisse auf die komplexen Interaktionen innerhalb der
Abléufe unseres Organismus folgern lassen. Hier deuten sich fir die Entschliisselung
der Rolle unseres Immunsystems in der Onkologie interessante Aspekte an, die uns
mdoglicherweise auf lange Sicht weitere Erkenntnisse Uber das Wesen maligner
Erkrankungen bringen, aus denen sich vielleicht Optionen er6ffnen, die sich in ferner
Zukunft als Grundstein zur Therapie oder Prophylaxe von Krebs nutzen lassen.
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5 Zusammenfassung

Humane Antikorper sind aufgrund ihrer spezfischen, zielgerichteten Eigenschaften die
idealen therapeutischen Waffen unserer modernen Medizin. Schon im ausgehenden
letzen Jahrhundert gelang es dem pathologischen Institut der Universitdt Wurzburg
einige rein humane monoklonale Antikorper aus Geweben sowohl gesunder, als auch an

einem Tumorleiden erkrankter Patienten zu isolieren.

Zwei dieser Antikorper galt es im Rahmen dieser Arbeit ndher zu untersuchen: LM-1
und PAM-1. Mithilfe immunhistochemischer Férbungen auf Paraffinschnitten von
Adenocarcinomen des Colons, Carcinomen des Pancreas und Adeno- und
Plattenepithelcarcinomen der Lunge liel sich eindeutig demonstrieren, dal? bei beiden
Antikdrpern eine tumorspezifische Reaktivitat ohne Kreuzreaktion mit den umgebenden
gesunden Geweben auf fast allen der ausgewéhlten Félle der begutachteten Tumorarten
vorlag. Daraus l&sst sich eine konstante und selektive Expression der jeweiligen
Antigene auf den maligne entarteten Zellen folgern, die sich auch bei Betrachtung der
Stadien der Tumoren und des Gradings der Zellen ubiquitér zeigte. Damit scheint es
soweit keinen Zusammenhang zwischen der Entdifferenzierung der tumordsen Zellen,

als auch der GroRe und des Fortschreiten des Tumors erkennen.

Die hier demonstrierten Ergebnisse lassen sowohl PAM-1 als auch LM-1 als
verlassliche Marker fur multiple epitheliale Tumoren und deren Vorstufen erscheinen
und kdénnen somit als wertvolles diagnostisches und warscheinlich auch therapeutisches
Mittel eingestuft werden, doch muss die Diskussion dieser Aspekte weiterfiihrenden

Untersuchungen uberlassen werden.
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Mein Dank gilt natlrlich in erster Linie meinen Eltern, die mir alles erst ermdglicht
haben, und vor allem meinem Vater, der mich immer wieder angespornt hat. Auch an
meine zweite Halfte Dirk, der uber all die Jahre alles miterleben durfte und erdulden

musste, sei hier mein tiefster Dank ausgesprochen.

Vielen lieben Dank auch meiner Steffi und der wunderbaren Mannschaft aus Nele, Tina
und Ewa fir Eure grenzenlose Geduld und Liebenswurdigkeit — Mé&dels, ihr seid toll!! -

und nicht zu vergessen auch Frank und natlrlich: unser aller Chef,

Prof. Dr. Dr. H. P. VVollmers.
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