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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Angeborene und erworbene Immunitat

Um potentiell pathogene Keime und spontan transtme Zellen erkennen und
beseitigen zu konnen, verfigt jeder Organismus uUber Immunsystem. Bei
Vertebraten, also auch beim Menschen, unterschemah dabei die priméare,
angeborene von der sekundaren, erworbenen Immuritié@ Mechanismen des
Immunsystems kdnnen anhand von Oberflachenrezeptatizient zwischen
korpereigenen und ,Nicht-Selbst“-Strukturen (z.Bralkheitserregern) unterscheiden
und eine zellulare und humorale Immunantwort aesios

Das angeborene Immunsystem umfasst eine bestimmtahAvon keimbahncodierten
Rezeptoren, die ohne weitere Reifung haufig vorkemte Merkmale, sogatterns,
von Pathogenen erkennen. Zur Aktivierung der angetam Immunabwehr ist keine
Antigen-Prasentation durch T-Zellen erforderlichpdurch die schnelle Reaktion des
innaten Immunsystems bereits Minuten nach dem HEigein von Mikroorganismen
garantiert ist (Vollmers, 2002). Nur wenn die Egegdie angeborenen
Abwehrmechanismen des Wirtes umgehen oder Ubermjind& eine adaptive
Immunantwort notwendig. Zumeist kann nach dem Hngémn von Mikroorganismen
uber Haut und Schleimhaute, welche eine erste mesttee, chemische und
mikrobiologische Barriere darstellen, die Entsteh@mer Infektion bereits durch die
angeborenen Abwehrmechanismen verhindert werddiersdiese Mechanismen nicht
zur Beseitigung der Erreger genugen, wird die seééten Immunabwehr aktiviert. Sie
kann durch Reifung (Rekombination) und Mutation dmrdierenden Gene eine
zusatzliche, hohere Variabilitit der Rezeptoreneienen (Du Pasquier, 2001,
Rinkevich, 1999; Williams, 2001). Dabei entsteheaddgenspezifische Effektorzellen
konnen die Krankheitserreger gezielt angreifen eimdinieren.

1.2 Zellulare und humorale Komponenten des angebonen Immunsystems

Sowohl die angeborene als auch die erworbene Absethen sich aus einer zellularen
und einer humoralen Komponente zusammen. ZelllBgtandteile des natlrlichen
Immunsystems sind beispielsweise Makrophagen, Mbsitz dendritische Zellen,
natirliche Killerzellen, Antikdrper-produzierende -ZBllen und neutrophile
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Granulozyten (Beutler, 2004; Vollmers, 2002; Volhse2005b). Fremde Molekile
werden anhand von Oberflachenrezeptoren erkannanschlieRend phagozytiert oder
mittels Enzymen oder toxischer Substanzen unsatagémacht. Des Weiteren kénnen
Zytokine und andere Mediatoren freigesetzt werd#ie, eine Entzindungsreaktion
bewirken und weitere Abwehrzellen anlocken. Zur buaten Komponente der
natirlichen Immunabwehr z&hlen nattrliche Antikéymbe von Bl-Zellen produziert
werden (siehe Kapitel 1.3.2) und die bereits imtBlorkommen, ohne dass ihre
Bildung durch einen Antigenkontakt stimuliert wurfigoes, 2000). Ebenso zahlt das
Komplementsystem zum humoralen angeborenen ImmigmsyDieses kann durch
Antigen-Antikorper-Komplexe, Pathogenoberflachen erod die Bindung des
Serumproteins Lektin an die Oberflache des Patlwgesang gesetzt werden. Seine
Aufgabe ist die Opsonierung von Krankheitserregend auch die Auslésung einer
Reihe von Entzindungsreaktionen, die den Kampf mgegee Infektion unterstltzen.
AulRerdem kann durch den porenbildenden lytischemdex eine direkte Zerstérung

von Pathogenen erfolgen.

1.3 Rezeptoren des angeborenen Immunsystems

Die Aktivierung des angeborenen Immunsystems drfidlger bestimmte Rezeptoren.
Sie erreichen ihre genetische Variabilitat durchrbmation verschiedener Keimbahn-
Gene. Zusatzliche Deletionen, Insertionen und Fdideder Rekombination sorgen fur
eine noch groflRere Variabilitdt der Rezeptoren;adgsnigt, um ein breites Spektrum
von Antigenen auf pathogenen Organismen abzudeckeh einen ausreichenden
Schutz zu bieten, ohne dass zuséatzliche Mutatiet&itfinden mussen (Pohle, 2004;
Vollmers, 2005b).

Die Rezeptoren der innaten Immunabwehr erkennehoBane entweder direkt (z.B.
natlrliche Antikérper oder mannanbindendes Leldogr [6sen Uber bestimmte Signale
zellulare Reaktionen aus (z.B. Toll-like Rezeptdre&rkannt werden repetitive
Strukturen, sogenannmatterns, die auf Oberflachen von Pathogenen vorkommen; die
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems erkenrsmn kaine spezifischen
Einzelstrukturen, z.B. kurze Sequenzen von Aminasguvie dies bei der erworbenen
Immunabwehr der Fall ist. Bei dgratterns handelt es sich um Kohlenhydrat- oder
Lipidreste, die sich im Laufe der Evolution praktis nicht verandert haben

(wohingegen z.B. Proteine stdndigen Mutationen riiatgen) (Hensel, 1999a, 2001a;
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Brandlein, 2003b). Diese konservierten Muster werdainabhdngig von

Mutationsereignissen exprimiert (Janeway, 2001).

Die Bindung von Pathogenen an die Rezeptoren dgsbarenen Immunsystems fuhrt
zu schnellen Reaktionen, wodurch der rasche Wirkeindyitt der angeborenen
Immunabwehr zu erklaren ist. Die Rezeptoren liedabei entweder als sezernierte
Proteine oder als membranstandige Rezeptoren aof Zdlen des angeborenen

Immunsystems vor.

Zu den membranstandigen Rezeptoren zadhlen die REadéptoren (TLR), die eine
Familie von Transmembranrezeptoren darstellen, idieder Evolution konserviert
wurden und offenbar ausschlief3lich als signalgebdRezeptoren wirken. Sie wurden
urspringlich bei der Taufliege Drosophila entdaakl kommen z.B. auf dendritischen
Zellen und Makrophagen vor.

An diese TLRs binden Strukturen, die sich im Ladfr Evolution praktisch nicht
verandert haben und die nur von mikrobiellen Patheg (sog. PAMPs, pathogen-
associated microbial patterns) exprimiert werdenf Aie verschiedenen Arten von
Pathogenen wird jeweils die passende Reaktion leitgfe(Medzhitov, 2001; Janeway,
2002; Takeda, 2005), so z.B. die Phagozytose omeiFkisetzung von Zytokinen,
wodurch die sekundére Immunantwort in Gang geseitzt (Pasare, 2004). Zu diesen
PAMPs zéahlen bakterielle Zellwandbestandteile wgopolysaccharid, Peptidoglykan,
Lipoteichonsaure und Lipopeptide, ebenso Flagebakterielle DNA, virale dsRNA,
Protozoen- und Pilzbestandteile (Takeda, 2005; Kiéalz, 2001, Pasare, 2004;
Takeuchi, 1999; Beutler, 2004).

Bisher wurden elf verschiedene Toll-like Rezeptomentifiziert: Die TLRs-1 bis -9
sind beim Menschen und bei der Maus gleichermalierdirden, der TLR-10 ist
wahrscheinlich beim Menschen funktionell, wahrende der Maus nicht produziert
wird, und beim TLR-11 ist es genau umgekehrt: Dieged von der Maus gebildet,
nicht jedoch vom Menschen (Takeda, 2005; Beutl@d42.

Bei sieben dieser TLRs ist der entsprechende Ligaekiannt (Underhill, 2002).
Beispielsweise wird das in der Zellwand gram-negatiBakterien vorkommende
Lipopolysaccharid (LPS) zundchst vom LPS-bindenBeotein (LBP), einem in der
Leber produzierten Akut-Phase-Protein, erkannt gefalinden, bevor dieser LPS:LBP-
Komplex anschlieRend an CD14 bindet, welches frePlasma oder an der Oberflache
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von Phagozyten vorkommt. Der TLR-4 interagiert déman mit CD14 (Miyake, 2003;
Schrdder, 2003) und es erfolgt tber eine Signalttaktions-kaskade die Aktivierung
von NFkB im Zellkern, wodurch Mediatoren der angeborenemunitat, namlich
Chemokine und Zytokine (v.a. TNi) freigesetzt werden (Janeway, 2002; Weiss,
2004), die bei einer unkontrollierten systemiscHgakterien-infektion eventuell bis
zum septischen Schock fihren kdnnen. Man hat aaffeg#zeigt, dass der TLR-4 bei
der Erkennung endogener Liganden wie Heat ShockeiRem, Fibrinogen oder
Oligosacchariden von Hyaluronséuren beteiligt T&keda, 2005). Der TLR-4 ist der
bislang am besten erforschte Toll-like Rezeptor.

Ein weiteres Beispiel fur Toll-like Rezeptoren dgr TLR-2, der fir die Erkennung
bakterieller Lipoproteine, Lipoteichonsaure und tRiEglykan essentiell ist
(Schwandner, 1999), aber zudem mykobakteriellefoPo@n- und Pilz-Bestandteile
erkennt (Ozinsky, 2000; Takeda, 2005). AulRerderndsnl TLR-2 auch LPS von Nicht-
Enterobakterien, z.B.Leptospira interrogans, Porphyromonas gingivalis und
Helicobacter pylori binden, welches eine andere Struktur als dasdypi®€PS gram-
negativer Bakterien hat; dieses wird wie zuvor hasben durch den TLR-4 erkannt
(Takeda, 2005). Der TLR-2 ist ein Beispiel dafiassl TLRs multiple Partner haben
kénnen, mit denen sie interagieren.

Der TLR-3 spielt eine Rolle bei der Erkennung vaRNA, die von den meisten Viren
wahrend der Replikation gebildet wird (Takeda, 2005

Der TLR-5 bindet bakterielles Flagellin (Ramos, 208layashi, 2001) und stellt eine
Besonderheit unter den Toll-like Rezeptoren dardas von ihm erkannte konservierte
Muster im Gegensatz zu den anderen TLRs ein PristiejRamos, 2004).

Die TLRs -7 und -8 erkennen kleine synthetische/amate Molekile (Jurk, 2002).

FiUr die immunologische Antwort auf unmethylierteGpinucleotide wird der TLR-9
bendtigt (Hemmi 2000; Akira, 2004). Diese kommenwiegend in bakterieller und
viraler DNA vor, wohingegen die CpG-Frequenz in &ilierzellen niedrig ist und
diese Dinucleotide meist methyliert sind, wesha#ls immunsystem mit Hilfe dieses
spezifischen TLR’s bakterielle und virale DNA vorllsst-DNA unterscheiden kann
(Hemmi 2000; Takeda, 2005).

Der erst kurzlich bei der Maus entdeckte TLR-11dwiron Blasen-Epithelzellen
exprimiert und spielt eine Rolle bei Infektionenrclu uropathogene Bakterien; ein
Ligand wurde jedoch noch nicht identifiziert (Take@005).
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Zu den humoralen Faktoren der naturlichen Immunabwgehéren neben dem
Komplementsystem auch die freien nattrlichen Anpled. Produziert werden sie von
CD5-positiven B-Zellen, sog. B1-Zellen (Casali, 298/olimers 1989; Bohn, 1999;
Boes, 2000; Brandlein 2003a; Dono, 2004; Volime?905b). Diese B1-Zellen
unterscheiden sich phylogenetisch, phanotypisch ufushktionell von den
konventionellen B2-Lymphozyten (Martin, 2001; Kipp4989; Rothstein, 2002;
Hayakawa, 2000; Herzenberg, 2000; Wortis, 2001 rveils, 2005b). Die Antikorper
binden an das entsprechende Antigen und der Anfgeikorper-Komplex fihrt zur
Aktivierung des Komplementsystems oder zur direkBindung durch Phagozyten,
wodurch der Krankheitserreger abgetdtet wird undtere zelluldre Reaktionen
induziert werden. Aul3erdem konnen natirliche Anpled nach ihrer Bindung an
Zellrezeptoren Apoptose oder Lipoptose (= eine iglezForm der Apoptose von
Tumorzellen durch intrazellulare Lipidanhaufungdluzieren (Pohle, 2004; Vollmers,
2005a).

Naturliche Antikérper gehoéren hauptsachlich zur 9§k der IgM-Antikérper, aber
gelegentlich auch zu den IgG- oder IgA-Antikdrpdifonishi, 1993; Boes, 2000;
Casali, 1989; Vollmers, 2002). Diese IgM-Antikorpesmd keimbahncodiert und
erhohen im Gegensatz zu Antikbrpern der erworbelmemunabwehr nicht ihre
Variabilitdt durch Mutationsereignisse und Reifudgder Antikbrper muss ein breites
Spektrum verschiedener spezifischer Antigene emxen(beispielsweise verschiedene
Kohlenhydrat-Muster) und deswegen ist die Affinitr nattrlichen Antikdérper zu
jedem spezifischen Epitop relativ niedrig. Dagebaben die gereiften Antikbrper der
erworbenen Immunabwehr eine hohe Affinitat zu ihr@mzigen) Antigen (Campbell,
1987). Haufig wird deshalb davon gesprochen, dasdirliche Antikorper

Lunspezifisch* reagieren.

Doch wozu dienen diese ,unspezifisch* reagierendeatirlichen Antikorper?

Es wurde gezeigt, dass sie Selbst- und Nicht-Sélbsgene erkennen kénnen
(Konishi, 1993) und eine wichtige Rolle bei der &mkhung und Beseitigung in den
menschlichen Organismus eindringender Pathogen®akeerien, Viren und Parasiten
(Trypanosoma, Leishmanien und Trichomonaden) spi@fearon, 1996; Boes, 1998,
2000; Ochsenbein, 1999; Konishi, 1993). Die natiidn Antikérper sind dabei bereits
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im menschlichen Korper zu finden bevor ein Kontdkls Immunsystems mit dem
entsprechenden Antigen stattgefunden hat (Boe$)200

Ebenso sind die natirlichen Antikérper an der Eiation transformierter menschlicher
Zellen (Tumorzellen) beteiligt (Vollmers, 2002, Za) Bréandlein, 2003b). Tausende
tumorreaktiver humaner monoklonaler naturlicher ikirper wurden mit Hilfe der
humanen Hybridoma Technologie (Trioma Technik) Ktebspatienten und gesunden
Probanden isoliert. Aus gesunden Patienten konmernvesgleichbar haufig isoliert
werden wie aus Tumorpatienten (Campbell, 1987). efgeézhat sich, dass nur
Antikorper vom IgM-Typ mit Tumorzellen reagierencimt aber solche vom IgG- oder
IgA-Isotyp (Bréandlein, 2003b; Brandlein, 2004).

Spontan entstehende maligne Zellen werden nicht Ular eine Aktivierung des
Komplementsystems beseitigt, sondern auch indemndiérlichen Antikdrper die
Apoptose dieser Zellen induzieren (Vollmers, 198995; Ollert, 1996; David, 1999;
Hensel, 1999a, 2001b; Brandlein, 2002, 2003a, 2008bmers, 2005a, 2005b). Denn
Apoptose ist der beste Weg, transformierte Zelledgliohst schnell und ohne
Entziindungsprozess, durch den weiterer Schadeteleatskonnte, zu beseitigen.

Dass diese tumorspezifischen IgM-Antikorper auclgesunden Personen vorkommen,
d.h. dass sie also nicht erst infolge eines Antigatakts gebildet werden, ist ein guter
Beweis fir die Theorie, dass es sich dabei um berekntikdrper der innaten und nicht

der erworbenen Immunabwehr handelt.

1.4 Humane Hybridoma Technologie

Die beste Methode solche rein humanen monoklonaldikorper herzustellen ist die
klassische Hybridisierung von B-Zellen, die dirgds lymphatischem Material von
Krebspatienten und gesunden Probanden isoliertemerd

Am Pathologischen Institut der Universitat Wirzbwgrde in den letzten Jahren ein
Verfahrensansatz zur Generierung derartiger humamenoklonaler Antikdrper
entwickelt. Durch somatische Hybridisierung der B¥lphozyten von Krebspatienten
mit einer immortalisierten Heteromyelomzelle wurd2ellklone geschaffen, welche
humane monoklonale Antikérper produzieren (Fall&90, siehe Abbildung 1). Hierzu
wird sowohl Tumor- als auch lymphatisches Gewebgmithknoten, Milz) von
Karzinompatienten verwendet, welches routinemallighrend der Operation

entnommen wurde. Ein Teil des Tumormaterials wirdd Formalin fixiert und in
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Paraffin eingebettet. Zusatzlich wird Tumorgewebgtechnisch asserviert. AuRerdem
wird weiteres Tumormaterial zu einer Priméarkult@rarbeitet, wenn das gewonnene
Material steril vorliegt. Aus dem nativen lymphatien Gewebe werden durch
mechanische Zerkleinerung Einzelzell-Suspensionewognen. Diese Einzelzellen
werden im weiteren Verlauf durch somatische Hylretiung mit einem Heteromyelom
verschmolzen (Vollmers, 1989). Ein Teil der entd&aren Triome produziert humane
monoklonale Antikorper, die sie in das Zellkultudnen sezernieren. Zuerst werden
die Immunglobulin-lsotypen dieser Antikdrper mitlfdi eines ELISA bestimmt. Im

Folgenden werden diese Antikorper zur ersten CGammig auf dem autologen

Tumorgewebe durch immunhistochemische Methoden iaueé Tumorreaktivitat

untersucht. Im weiteren Verlauf werden die mono&llen Antikérper auch auf weiteren
Karzinomen des gleichen Tumortyps, anderen Tumerntypowie auf einer Reihe
Normalgewebe einer Spezifitdtsanalyse unterzogemclD diese selektive Testung
werden nur die Antikdrper weiter charakterisienig chit dem Tumor, nicht aber mit

Normalgeweben reagieren.

Lymphknoten/ @ Einzel -
Milz /V @ zellen ~y
© @ ’ Zell-
: g) fusion

\
@ Triom

. /
/ \ Austestung auf s, " #
2" O “=s

autologem g N
g e w= 8 4 Monoklonale
Gewebe o Jigots iké
i

Antikdrper

Spezifitatsanalyse,
Rezeptoranalyse

kultur “ - ’
blocke Praklinische und

klinische Versuche

Gewebe- Gewebe-

Abb. 1: Humane Hybridoma Technologie
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Fur solche tumorspezifischen Antikdrper werden imlgénden Rezeptoranalysen
durchgefihrt. Diese Analysen bieten die Mdglichkedillig neue unbekannte Antigene
auf Tumorzellen zu charakterisieren. Eine solchglMbikeit ist bei anderen Verfahren
wie der XenoMouse-Technologie und dem Phagen-Djispizht gegeben. Ein weiterer
Vorteil der humanen Hybridoma Technologie ist, ddgs gewonnenen Antikdrper
komplette, intakte Immunglobuline darstellen undladgb ohne weitere Modifikationen
direkt préklinischen und klinischen untersucht vegré&énnen.

Der entscheidende Vorteil der klassischen Hybmdisigsmethode von B-Zellen aus
Tumorpatienten liegt also darin, dass erstens hamem zweitens tumorspezifische
Antikorper gefunden werden, welche drittens aucpegevorher unbekannte Antigene
gerichtet sein kdnnen. Durch diese Technologieliendn folglich eine neue Selektion
tumorspezifischer Antikdrper und Oberflachenantegedie sowohl fir therapeutische
und diagnostische Ansatze als auch fir Fragen, heeldie Tumorgenese und
Tumorimmunitat betreffen, bedeutsam sind.

Durch das beschriebene Verfahren der humanen Hyhad Technologie konnten
mittlerweile mehrere humane monoklonale Antikérpend deren entsprechende
Rezeptoren isoliert und charakterisiert werden lfdets, 1997, 1998; Hensel, 1999a,
1999b, 2001a, 2001b; Brandlein, 2002; Vollmers, Z20005a). Zudem ist es durch
diese Methode auch moglich, neue Einblicke in diembrale Immunitdt von
Krebspatienten zu gewinnen (Hensel, 1999b; Brandi£02).

1.5 Vorstellung der getesteten naturlichen IgM-Antkérper

Mit Hilfe dieser Technik konnten am Pathologischiestitut der Universitat Wirzburg
humane monoklonale naturliche IgM-Antikorper erzewgrden, die mit verschiedenen
Tumorzellen reagieren.

In Tab.1 sind die Antikdrper dargestellt, deren uaeaktivitdt in dieser Arbeit
weitergehend untersucht wurde, und aus welchereRati bzw. Probanden diese

isoliert wurden.
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Tab. 1. Verwendete Primar-Antikérper vom IgM-Tye({Rulturiiberstande)

Name des naturlichen IgM-Ak: isoliert aus Patieftt m
CM-1 Adeno-Ca. des Colon
CM-2 Adeno-Ca. des Colon
LM-1 Adeno-Ca. der Lunge

M6 Mamma-Ca.
NORM-1 gesunder Proband
NORM-2 gesunder Proband
NORM-3 gesunder Proband
NORM-4 gesunder Proband

PM-1 Adeno-Ca. des Pankreas
PM-2 Adeno-Ca. des Pankreas
PAM-1 Adeno-Ca. des Magens
SAM-1 Magen-Ca.

SAM-2 Magen-Ca.

SAM-3 Magen-Ca.

SAM-4 Magen-Ca.

SAM-5 Magen-Ca.

SAM-6 Magen-Ca.

SC-1 Siegelringzell-Ca. des Magens

1.5.1 Reaktionsmuster der IgM-Antikérper mit Tumorgeweben

Bisherige Forschungsergebnisse sprechen dafir, dlasenmunitat gegen aberrante
Zellen von einem Set an natdrlichen IgM-Antikorp&ewerkstelligt wird, welche der
angeborenen Immunitat des Menschen entstammenbée Beweis dafur, dass die
naturliche Immunitat fir die Immunosurveillance-Maaismen gegen entartete Zellen
verantwortlich ist, ware die Existenz tumorspettiisr IgM-Antikdrper in gesunden
Menschen. Um dies zu untermauern, wurden AntikégosrMilzzellen von Probanden
isoliert, die nicht an einem Tumorleiden erkrankaren. Mit Hilfe der humanen

Hybridoma Technologie wurden Lymphozyten aus noemaMilzen, analog dem
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Vorgehen bei Tumorpatienten, mit einem Heteromyeldusioniert, und die
resultierenden  Antikorper immunologisch, genetisaind molekularbiologisch
charakterisiert. Auch diese Antikorper sind alle mvolgM-Isotyp, zeigen eine
tumorspezifische Reaktion in den immunhistochengachAnalysen und weisen

keinerlei Reaktionen mit normalen Geweben auf.

Die in Tab.l aufgefiihrten Antikorper zeigen einenegenes Reaktionsmuster mit
Tumorgeweben. Die Reaktion einiger Antikdrper wi€-§ CM-2 und SAM-2
beschréankt sich dabei auf spezifische Karzinomehrevid andere Antikorper wie
PAM-1, LM-1, PM-2, SAM-3, SAM-4, SAM-6, PM-1 und CN mit vielen
Tumorgeweben wie Osophagus-, Magen-, Colon-, PaskreLungen-, Mamma-,
Ovarial-, Uterus- oder Prostata-Ca. reagieren. Zethwerden auch Vorlauferlasionen
der Karzinome erkannt (Brandlein, 2002, 2003b).

1.5.2 Genetischer Ursprung der IgM-Antikorper

Die getesteten IgM-Antikorper (siehe Tab. 1) wurdear naheren molekularen
Charakterisierung sequenziert, und es erfolgte Bestimmung der homologen
Keimbahn-Gene.

In Tabelle 2a und 2b sind die Daten der SequenZy8ea der vorgestellten humanen
IgM-Antikorper zusammenfassend dargestellt. Die séelfung umfasst die VH- und

VL-Familien, die Keimbahn-Gene, die Homologie zuswgiligen Keimbahn-Gen,

sowie die stillen oder Aminosdure-Austausch-Mutaio in den FRs und den CDRs.
Das Verhéltnis von R- (replacement = Aminosauretausch-Mutation) zu S- (silent =
stille Mutation) Mutationen ist ein Mal3 fur die Afitatsreifung der Antikorper durch

somatische Mutation. Liegt das R/S Verhéltnis (tb@rhat der Antikoérper eine Reifung
durch Antigen-Aktivierung durchgemacht (ShlomcHiR87; Matsuda, 1998).
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Tab. 2a: Sequenz-Analysen der schweren Immungloiiditen humaner, tumor-

spezifischer IgM-Antikorper

Schwere Immunglobulin-Kette

Antikdrper VH-Familie Keimbahn-Gen Homologje R/S R/S

(%] FR CDR
PM-1 VH3 DP-47, (IgHV3-23*01) 100 0/0 0/0
PM-2 VH3 DP-47, (IgHV3-23*01) 100 0/0 0/0
SAM-4 VH3 DP-47 (IgHV3-23) 100 0/0 0/0
SC-1 VH3 DP-49, (IgHV3-30/3-30.5*01) 97 4/2 2/0
PAM-1 VH3 DP-49, (IgHV3-30/3-30.5*01) 100 0/0 0/0
CM-1 VH3 DP-49, (IgHV3-30/3-30.5*01) 100 0/0 0/0
SAM-5 VH3 DP-49 (IgHV3-30) 99,3 0/0 0/2
SAM-3 VH3 DP-49 (IgHV3-30) 100 0/0 0/0
SAM-6 VH4 DP-49 (IgHV3-30) 100 0/0 0/0
SAM-1 VH3 DP-42 (IgHV3-53) 99,6 0/0 0/1
LM-1 VH4 DP-65, (IgHV4-30.1/4-31*01) 99,6 1/0 0/0
CM-2 VH5 DP-73, (IgHV5-51*01) 97,2 2/1 3/2

Tab. 2b: Sequenz-Analysen der leichten Immunglobikiitten humaner tumor-

spezifischer IgM-Antikorper

Leichte Immunglobulin-Kette
Antikdrper VL- Keimbahn-Gen Homologie R/S R/S

Familie [%0] FR CDR
SAM-1 Al DPL-23, (IgLV3-1*01) 100 0/0 0/0
SAM-6 Al DPL-23, (IgLV3-1*01) 99,6 1/0 0/0
SAM-5 Al DPL-5, (IgLV1-51*01) 94,8 6/3 4/2
SAM-4 Al DPL-8, (IgLV1-40*01) 98,6 3/0 0/1
SC-1 A DPL-23, (IgLV3-1*01) 96,8 32 3/0
PAM-1 A LV318, (IgLV3-21*03) 98,7 3/0 0/1
CM-1 A IgLV3-25*03 99,3 11 0/0
PM-1 A IgLV3-10*01 99,0 2/1 0/0
PM-2 A IgLV5-45*01 98,2 32 0/0
CM-2 A DPL-11, (IgLV2-14*01) 97,2 0/2 4/2
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Da das R/S-Verhéltnis der hier dargestellten Ampkd durchgehend bei unter 2.9 liegt,
gehdren die Antikorper somit zur Gruppe der nicfitngdtsgereiften, naturlichen
Antikorper. Die Sequenzanalysen der Immunglobulergaben, dass sowohl die
schweren als auch die leichten Ketten der IgM-Ainrfller von ganz bestimmten
Keimbahn-Gen-Familien codiert werden. Die verweadetKeimbahn-Gene der
schweren Immunglobulin-Ketten gehéren hauptsachlahVH3- und VH4-Familie an.
Interessant ist aul3erdem die Beobachtung, dadsiditen Ketten vorwiegend voi
Typ sind. Dies steht im Gegensatz zur Relation wamdA, wie es im Repertoire von
affinitatsgereiften Antikdrpern zu finden ist (78)2 Bei den schweren Immunglobulin-
Ketten zeigt sich, wie bereits erwahnt, eine aliff@lHaufung der VH3- und VH4-
Familie. Innerhalb der VH3-Familie zeigen sich \alem DP49 und DP47 dominant.
Eine Vielzahl der Antikdrper weist keinerlei Mutaii auf. Betrachtet man die Gesamt-
zahl der Mutationen der beiden Immunglobulin-Kettegigen die Antikbrper SAM-5,
CM-2 und SC-1 im Vergleich mit den tbrigen Antikérp die meisten Mutationen.
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass das Resktiuster, d.h. die Reaktionen der
Antikorper mit verschiedenen Tumoren, mit dem Gita@r Mutation zu korrelieren
scheint (Brandlein, 2003b). Je mehr Mutationen gimtikdrper aufweist, desto
spezifischer ist seine Reaktion mit nur einem sgkeri Tumortyp.

Drei Beispiele sollen dies verdeutlichen:

Der Antikorper SC-1, der mehrere Mutationen in d€omplement Determining
Regions” (CDRs) aufweist, ist beispielsweise hoeadsch gegen Siegelringzellen bei
Magenkarzinomen gerichtet und zeigt keine Kreuzreakn mit anderen Geweben. Es
handelt sich bei dem SC-1 Antikérper um einen lgMntikorper, der von einem leicht
mutierten DP-49 Gen der VH3-Familie (IgHV3-30/33M1) codiert wird (Vollmers,
1998a). Hierbei finden sich in der ,Framework“-Ragi (FR) der schweren
Immunglobulin-Kette vier Aminosaure-Austausch-Midaen und zwei stille
Mutationen, sowie in der CDR zwei Aminosaure-AustduiiMutationen. Die
Homologie zum Keimbahn-Gen DP-49 betragt 97 %. Biehte A-Immunglobulin-
Kette ist zu 96,8 % homolog zur Sequenz ihres KaimbGens (DPL-23, MIl) und
weist in der FR drei Aminosaure-Austausch- und zstdlie Mutationen sowie in der
CDR drei Aminosaure-Austausch-Mutationen auf.

Auch der Antikérper CM-2, der mehrere Mutationem, zaigt nur spezifische, positive

Reaktionen mit Adenokarzinomen des Dickdarmes.
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Beim Antikorper PAM-1 handelt es sich ebenfalls eimen IgMA-Antikérper, der von
einem nicht mutierten DP-49 Gen der VH3-FamilieH¥$-30/3.30.5*01) codiert wird
(Hensel, 1999b, 2001a). Die Homologie zur Keimbahnenz betragt im Fall der
schweren Immunglobulin-Kette 100 %. Die leicitdmmunglobulin-Kette weist drei
Aminosaure-Austausch-Mutationen in der FR auf sowiiee stille Mutation in der
CDR. Die Homologie zum Keimbahn-Gen (IgLV3-21*03gtiiigt damit 98,7 %.
PAM-1 reagiert wie schon erwéahnt mit fast allenegégtten epithelialen Tumoren und
Vorstufen. Ahnliche Phanomene lassen sich bei Anpi&rn aus Pankreas, Lungen und
Kolonkarzinompatienten beobachten (Brandlein, 20D®) Gesamtzahl der Mutationen
ist offensichtlich reziprok mit dem Grad der Tunieaktivitit der Antikorper
korreliert. Dies deutet darauf hin, dass auch imakr der keimbahncodierten
Antikorper durch vereinzelte Mutationen eine hohdagiabilitat erzeugt werden kann.
Ahnlich wie bei der Affinitatsreifung der erworbenemmunitat, scheint sich auch hier
die Spezifitdt mit der Anzahl der Mutationen zu d@rén. Interessant ware nun zu
wissen, ob sich diese Tatsache auch bei der Reakditiirlicher Antikdrper mit anderen

Antigenen, beispielsweise bakteriellen oder korgereen Antigenen feststellen I&sst.

Auch die tumorspezifischen IgM-Antikérper aus getem Probanden wurden
sequenziert und die homologen Keimbahn-Gene bedtibm@ Analyse zeigte, dass sie
ebenfalls nicht oder nur wenig mutiert sind und daah zur Klasse der nicht affinitats-
gereiften, natirlichen Antikérper gehoren (siehé.Taa/b). Es werden die gleichen
schweren und leichten Immunglobulin-Ketten verwéndgée bei Antikérpern aus
Tumorpatienten (vgl. Tab. 2a/b). Der Antikérper N@R wird z.B. durch das gleiche
unmutierte Gen der VH3-Familie determiniert wie Aitikorper PM-1 und PM-2. Nur
die verwendeten D- und J-Segmente unterscheiddn siach die gering mutierte
leichte A>-Immunglobulin-Kette des Antikdrpers NORM-1 ist desn PM-1 homolog.
Es wird jedoch wiederum ein unterschiedliches Ja&ed verwendet. Dariber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die tumorspezifischeik@rper aus gesunden Probanden
in vitro Apoptose von Tumorzellen induzieren (BrandleinQ38). Das bedeutet, dass
sich auch in gesunden Menschen dieselbe Art tumktiver Antikbrper finden lasst
wie in Karzinompatienten. Diese Ergebnisse erhadén Beobachtung, dass die
Tumorreaktivitdt der Antikdrper nicht das Ergebmisr erworbenen Immunitat ist,

sondern vielmehr der naturlichen angeborenen Imtéumuzuordnen ist.
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Tab. 3a: Sequenz-Analysen der schweren Immungloiiditen humaner, tumor-

spezifischer lgM-Antikdrper aus gesunden Probanden

Schwere Immunglobulin-Kette
Antikdrper VH-Familie Keimbahn-Gen Homologje R/S R/S
(%] FR CDR
NORM-1 VH3 DP-47, (IgHV3-23*01) 100 0/0 0/0
NORM-2 VH3 DP-77, (IgHV3-21*01) 100 0/0 0/0
NORM-3 VH3 DP-47, (IgHV3-23*01) 98,6 2/2 0/0
NORM-4 VH3 DP-49, (IgHV3-30/3-30.5*01) 99,6 1/0 0/0

Tab. 3b: Sequenz-Analysen der leichten Immunglobkiktten humaner,

tumorspezifischer IgM-Antikdrper aus gesunden Pndiea

Leichte Immunglobulin-Kette
Antikdrper VL- Keimbahn-Gen Homologie [%] R/S R/S
Familie FR CDR
NORM-1 A IgLV3-10*01 99,3 11 0/0
NORM-2 A lgLV1-40*01 99,6 1/0 2/0
NORM-3 A IgLV3-10*01 98,6 2/2 0/0
NORM-4 A IgLV1-47+01 99,6 1/0 2/0

1.6 Auswabhl der getesteten Antigene

Wie bereits erwdhnt, sagt man, dass die naturlicAatikorper ,unspezifisch”

reagieren. So sind sie nicht nur gegen PathogeaeBakterien, Viren und Parasiten
(Trypanosoma, Leishmanien und Trichomonaden) geticldie in den menschlichen
Organismus eindringen (Konishi, 1993), sondern agebgen mutierte menschliche
Zellen (Pfaff, 1990; Vollmers, 1989, 2002; Vollme2D05b), veranderte korpereigene
Substanzen (z.B. oxidiertes LDL) und gegen korpgem intrazellulare Molekule (z.B.

Zytoskelett-Proteine und nukledre Antigene), dist &rei Zellnekrose freigesetzt und
dem Immunsystem zuganglich gemacht werden (McKni§B®0; Campbell, 1987).

Derartige Kreuzreaktionen der nattrlichen Antikérpeirden bereits 1986 beobachtet
(Cote, 1986; Campbell, 1987; Lloyd, 1989; McKnigh®90; Pfaff, 1990). Die meisten
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dieser Bindungen sind unspezifische vitro Artefakte, aber bei einigen dieser
Bindungen handelt es sich um spezifische Reaktiohemogen auf die Funktion der
natirlichen Antikérper.

Untersucht wurden im Rahmen dieser Arbeit Kreuzieakn der in Tab. 1 genannten
tumorspezifischen nattrlichen IgM-Antikérper mit #genen, die im menschlichen
Kdrper intrazellular vorkommen, namlich die Zytoktthestandteile Actin und Myosin
und die intermediaren Filamente Vimentin, Desmird ukeratin, auf3erdem noch
humane Plazenta-DNA. Des Weiteren wurden Kreuzieadm mit solchen bakteriellen
Antigenen getestet, die auch an Toll-like Rezeptobenden und somit die innate
Immunabwehr aktivieren. Ausgewahlt wurden fir dier&tche bakterielle Membran-
bestandteile wie Lipopolysaccharid, Lipoteichonsdund Peptidoglykan, auRerdem
Flagellin, Heat Shock Protein 70, dit pylori-Proteine CagA und VacA und letztlich
noch bakterielle DNA.

1.7 Ziel der Arbeit

Von den getesteten natirlichen IgM-Antikorpern (TaApkonnte gezeigt werden, dass
diese Antikdrper Tumorzellen erkennen und deren pAse induzieren konnen.

Frihere Untersuchungen ergaben, dass natirlichekohper an der Beseitigung

verschiedener in den menschlichen Organismus egeinder Pathogene wie Bakterien,
Viren und Parasiten beteiligt sind und auch an &d@gene Strukturen binden, die bei
Zellnekrose freigesetzt werden und vom Immunsysegrtiernt werden muassen. Da
natirliche Antikérper nur Muster erkennen, die digsen Antigenen wiederholt zu
finden sind, spricht man davon, dass sie rechtpenisch” reagieren.

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass es imaér der naturlichen Antikorper

verschiedene Pools gibt, die unterschiedliche Aw#gahaben, und dass natirliche
Antikdrper nicht wahllos irgendwelche Antigene bamgd sondern dass sich ihr
Reaktionsmuster aus ihrer Aufgabe innerhalb dessaimichen Immunsystems ergibt.
So soll gezeigt werden, dass den untersuchten @&mekn (siehe Tab. 1) hauptsachlich
die Aufgabe zukommt, transformierte Zellen zu bigen, und dass ihr

Bindungsmuster also nicht ,unspezifisch®, sondeatigpospezifisch* innerhalb ihres

Aufgabenbereichs ist.
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AulRerdem soll untersucht werden, ob die Intensitiét das Muster der auftretenden
Kreuzreaktionen mit dem genetischen Ursprung deéiringhen Antikorper bzw. der

Anzahl ihrer Mutationen zusammenhangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Bezugsquellen der verwendeten Verbrauchsmitte

Die Verbrauchsmittel wurden von folgenden Firmendaen:

ELISA-96-Well-Platten FalcoR35[3912

FCS

Fico Lite H

HAT supplement
L-Glutamin

OPD

PEG 1500
Penicillin/Streptomycin
RPMI-1640 Medium

Becton Dickinson Labware, New Jersey,

USA

GIBCO, Karlsruhe
Roche, Mannheim
PAA, Wien

PAA, Wien

Dako, Hamburg
Roche, Mannheim
GIBCO, Karlsruhe
PAA, Wien

Alle Utbrigen Plastikwaren wurden von der Firma @GeeiLabortechnik (Frickenhausen)

geliefert.

Verwendeter Sekundar-Antikdrper

| Rabbit anti human IgM, HRP

Dako, Hamburg
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Tab. 4: Bezugsquellen der verwendeten Antigene

Actin of rabbit muscle
Clostridium perfringens (Cl. welchii)-DNA

Desmin from chicken stomach

Escherichia coli Strain B-DNA

Flagellin vonSalmonella typhimurium

Heat Shock Protein 70 von
Mycobacterium smegmatis

Helicobacter pylori CagA

Helicobacter pylori VacA (Toxin)

Human Placenta DNA

Keratin from human epidermis

Lipopolysaccharid voiescherichia
coli 055:B5

Lipoteichonsaure voBtaphylococcus
aureus

Myosin of rabbit muscle

Peptidoglykan vorstaphylococcus aureus

Vimentin from bovin lens

Sigma, Minchen
Sigma, Miinchen
ImmunO™ MP Biomedicals, Aurora,
Ohio, USA

Sigma, Minchen
InvivoGen, San Diego, USA
Sigma, Miinchen

ibt - immunological & biochemical
testsystems, Reutlingen
ibt - immunological & biochemical
testsystems, Reutlingen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen
InvivoGen, San Diego, USA
Sigma, Minchen

InvivoGen, San Diego, USA
Sigma, Minchen
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Tab. 5: Ubersicht tiber die eingesetzten Antigenz€otrationen

Ausgangskonzentration  Zur Auswertung verwendetoQt:

Verdiunnung der
Ausgangskonzentration
Actin 1 mg/ml 10 pg/ml
Myosin 5 mg/ml 50 pg/ml
Keratin 1 mg/ml 10 pg/ml
Desmin 0,5mg/mi 5 pg/ml
Vimentin 0,33 mg/ml 3,33 pg/mi
Humane Plazenta DNA 0,5 mg/ml 5 pg/ml
E. coli DNA 0,5 mg/mi 5 pug/mi
Cl. perfringens DNA 0,5 mg/ml 5 pg/ml
LTS 1 mg/ml 10 pg/ml
PGN 1 mg/ml 10 pg/ml
Flagellin 0,5 mg/ml 5 pg/ml
HSP 70 1 mg/ml 10 pg/ml
LPS 1 mg/ml 10 pg/ml
H. pylori CagA 0,33 mg/ml 3,33 ug/mi
H. pylori VacA 0,33 mg/ml 3,33 ug/mi
2.1.2 Geréate

Fur die Arbeit wurden Gerate folgender Firmen verched:

Aquabidest-Anlage Milli-Q Plus PF

Brutschrank

ELISA-Reader Modell 550

Kuhl- und Gefrierschrank

Multipipette
Pipetten

Pipettierhelfer accu-jet
Vortex Mixer NeolLab 7-2020

Waage

Millipore, Eschino
Heraeus Thermotech, Hanau
Bio-Rad, Mlnchen
Quelle, Fiurth
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Brand, Wertheim/Main
Bender/Hobein, Zirich

Sartorius, Géttingen
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2.1.3 Software

Die Absorptionsmessungen der ELISA-Platten erfolgteit Hilfe des Programms
Microplate Manager PC Version 4.0 (Bio-Rad Labara®Inc., Hercules, CA, USA)
Fur statistische Auswertungen und graphische Damsteen wurde das Programm

Excel (Microsoft, USA) verwendet.

2.1.4 Medien, L6sungen, Puffer

* Medium zum Blocken freier Bindungsstellen der EAiBlatten, zur Verdiinnung

der Antikdrper-Konzentrationen und zur Zellkultu

RPMI-1640mit den Zusatzen:

1 % Penicillin/Streptomycin
1 % Glutamin

10 % FCS

» Selektionsmedium fir die somatische Hybridisierung

RPMI-1640 mit den Zusatzen:

1 % Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin
10 % FCS

2 % HAT supplement (50 x) (5 mM Hypaian, 20 uM Aminopterin,
0,8 mM Thymidin)

* Einfriermedium

RPMI-1640 mit den Zuséatzen:

1 % Glutamin

1 % Penicillin/Streptomycin
20 % FCS
10 % DMSO
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» Wasserstoffperoxid D,

*PBS,pH7.4

120 mM NacCl
2 mM KCI
3 MM KHPO,
7 mM NgHPO,

* PBS-Tween

0,05 % Tween-®ad PBS

« Citratpuffer

7,15 g Citronensaure-Monohydrat
11,85 g NaHPtX 2H,0
ad 11 A. dest.

* Schwefelsaure

3 M HSO,

2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung humaner monoklonaler Antikérper dirch somatische

Hybridisierung

2.2.1.1 Gewinnung von Lymphozyten aus Patientenmatal

Milzen und Lymphknoten wurden wahrend der Operagatfernt und nativ und steril
ins Pathologische Institut gebracht. Die Milz balie Lymphknoten wurden in kleine
Stiickchen geschnitten und anschlieRend durch ewwvelasieb (Maschengrof3e 60
mesh) gedruckt. Die erhaltene Zellsuspension wureeeimal mit RPMI-1640

gewaschen und bei 1500 rpm 5 min zentrifugiert. Deltpellet wurde in 10 ml RPMI-
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1640 aufgenommen und mit einer Neubauer-Zahlkamrdexr Zellzahl der
Lymphozyten pro ml bestimmt. Die Zellen wurden esder sofort fusioniert oder in
Einfriermedium (RPMI-1640, 20 % FCS, 10 % DMSO) ritlert und je 5 x 10Zellen
pro Einfrierrohrchen portioniert. Die Zellen wurdstufenweise gekihlt und bei —80°C
eingefroren. Zur langerfristigen Lagerung wurdee dellen in flissigen Stickstoff
uberfuhrt und bei Bedarf aufgetaut.

Zur Gewinnung von Lymphozyten aus dem Knochenmarkrdev das mit
gerinnungshemmenden Substanzen versetzte Patieatssrahzweimal mit je 20 ml
Kulturmedium gewaschen und ein Ficoll-Gradient dgeftihrt. Hierzu wurden 20 ml
des Trennmediums Fico Lite H in einem sterilen ARrgenrohrchen vorgelegt und
langsam 20 ml der Knochenmarksuspension derartupefidgt, dass zwei Phasen
entstanden. Nach 20minutiger Zentrifugation beiQLgm ohne Bremse konnten dann
die entsprechend dem Dichtegradienten (Ficoll-@rali aufgetrennten Zellarten in
Form verschieden breiter Banden im Trennmediumerdfiziert werden. Die Bande,
welche die Lymphozyten enthielt, wurde vorsichti@nommen und die Zellen erneut
zweimal mit je 20 ml Medium gewaschen. Das Lympleayellet wurde je nach
GroR3e in 2 bis 10 ml Medium aufgenommen und dieahhzler Lymphozyten pro ml
bestimmt. Die Zellen wurden entweder sofort fuseonioder fur eine spéatere

Verwendung eingefroren.

2.2.1.2 Somatische Hybridisierung

Zur Herstellung humaner monoklonaler Antikérper deurdie Methode der humanen
Hybridoma Technologie angewandt. Zur Immortalisigruvurden die Lymphozyten
mit einem Fusionspartner, dem Heteromyelom HAB-lall@f, 1990), nach
Standardprotokoll fusioniert und kultiviert (Vollmse 1989). Dieses Heteromyelom
wurde am Pathologischen Institut in Wirzburg heegjktsund wird seit tber 10 Jahren
fur die Herstellung stabiler Klone verwendet.

Fir die Fusion wurden zunéchst die Lymphozyten diedHAB-1 Zellen zweimal mit
10 ml RPMI-1640 Medium gewaschen und ihre genaueaAhbestimmt. Pro Fusion
wurden ca. 5 x 10Lymphozyten mit 2 x 10HAB-1 Zellen verwendet. Das Verhaltnis
der Gesamtzellzahl von HAB-1 Zellen zu Lymphozytgarde so gewéhlt, dass es
immer bei 1:2 oder 1:3 lag. Die beiden Zelltyperraein im Weiteren vermischt und je

nach Gesamtzellzahl wurde eine entsprechende Mangeorgewarmtem PEG 1500
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(Polyethylenglycol 1500, Roche) vorsichtig zu derellgemisch getropfelt. Das
Gemisch wurde anschlieRend fir genau 90 sek bel 37°einem Wasserbad unter
leicht rotierenden Bewegungen inkubiert. Danachdenr30 ml RPMI-1640 Medium
vorsichtig hinzugetrépfelt um das PEG zu entferrigie. Zellen wurden flr 5 min bei
1500 rpm zentrifugiert und das Pellet in HAT-Sel@k$smedium (Hypoxanthin-
Aminopterin-Thymidin) resuspendiert. Die Zellsuspen wurde auf 24-Loch
Zellkulturplatten derart verteilt, dass pro welh@iGesamtzellzahl von 1 x 2lih 2 ml
Selektionsmedium vorlag. Die Zellkulturplatten weindbei 37°C und 5 % GQOm
Brutschrank inkubiert. Nach ca. einer Woche staras Zellen, die nicht zu einem
Triom verschmolzen waren, ab. Einmal pro Woche wnr80 % des Mediums durch
frisches Selektionsmedium ersetzt. Aus erfolgreigbionierten Zellen wuchsen im
Laufe der Zeit Zellklone heran. Das Wachstum deioriie wurde mikroskopisch
kontrolliert. Nach 3 bis 4 Wochen wurden die Kultiberstdnde der Hybridome durch
Antikorper-ELISA auf ihren Immunglobulin-Gehalt gstet. Im weiteren Verlauf
wurden die Klone, welche Antikdrper produziertendumm das Kulturmedium
sezernierten, der weiteren Testung zugefihrt. Ndgéimd wurden die Kulturiiberstande
der ELISA-positiven Hybridoma-Klone einer immunleishemischen Farbung auf dem
autologen Tumor unterzogen. Hybridom-Klone, dereberdtiande eine positive
Reaktion mit autologen Tumorzellen zeigten, wurdefort rekloniert, um eine hdhere

Stabilitat der Klone zu erreichen und Monoklonal#é garantieren.

2.2.1.3 Reklonierung der Antikorper-produzierendenHybridome

Um eine hohere Stabilitdit der Hybridoma-Klone zureiehen und zudem
Monoklonalitdt zu garantieren wurde eine Reklomegruaurchgefuhrt. Als Grundlage
hierfir wurden zunachst Feederzellen gewonnen usglattiert. Hierzu wurden Mause
getdtet und die Milzen entfernt. Zur mechanischenk&inerung wurden die Milzen
durch ein Gewebesieb (MaschengréRe 60 mesh) gediDek erhaltene Feederzell-
suspension wurde zweimal mit RPMI-1640 gewasched bai 1500 rpm 5 min
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml RPMI4®aufgenommen und die Zellen fir
30 min einer Strahlendosis von 30 gray ausgesetztie Proliferation der Milzzellen
zu verhindern. Die Bestrahlung erfolgte im Instifimt Medizinische Strahlenkunde der

Universitdt Wiarzburg. Nach der Bestrahlung wurdele @ellen nochmals mit
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Kulturmedium gewaschen und auf 96-Loch Zellkultatfgn ausplattiert (100 pl pro
well). Fuar vier Zellkulturplatten wurden die begthgn Zellen einer Maus-Milz
verwendet. Die Hybridom-Zellen wurden gewaschen lime Zellzahl bestimmt.
Danach wurde die Zellzahl so eingestellt, dass glldichte von 100 oder 10 Zellen
pro 10 ml vorlag und die Zellen in 100 pl auf d&Soch Zellkulturplatten verteilt. Die
Platten wurden mikroskopisch durchmustert und &lells, welche nur eine Zelle
enthielten, markiert. Einmal pro Woche wurden 50dé&s Mediums durch frisches
Kulturmedium ersetzt. Es wurden nur solche Klonéteveherangezogen, welche aus
einer Ursprungszelle heranwuchsen. Nach ungefahei ZWochen wurden die
Kulturiberstdnde der herangewachsenen monoklonbigoridome erneut mittels
Antikorper-ELISA auf ihren Immunglobulin-Gehalt gstet. Nachfolgend wurden die
Kulturiberstédnde der ELISA-positiven Hybridoma-Kéoainer immunhistochemischen
Farbung auf dem autologen Tumor unterzogen. Hybra&lone, deren Uberstande
die beste positive Reaktion mit autologen Tumoereffeigten, wurden ausgewéhlt und

weiter kultiviert.

2.2.1.4 Kultivierung von Hybridomen

Die monoklonalen Antikdrper wurden mittels der ierdEinleitung beschriebenen
Trioma-Technik gewonnen. Dazu wurden die durch ssetze Hybridisierung von B-
Zellen mit immortalisierten Heteromyelomzellen gemwenen Triome in Kulturmedium
(RPMI-1640 Medium) mit 10 % (v/v) FCS und den Swgppénten L-Glutamin (20
mM) und Penicillin/Streptomycin (je 1 % v/v) angehiet. Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen bzw. Gewebekulturschalen bei@ithd 5 % CQ im Brutschrank
inkubiert. Die Hybridomzellen wurden bis zu eineglldichte von 1 x 19 Zellen/ml
angezogen, dann in sterile Zentrifugenréhrchen fiilbgr und durch Zentrifugation
pelletiert. Die Uberstande der Hybridome wurdenagaselt und die Ig-Antikorper-
Konzentrationen der gesammelten Hybridom-Kulturgtéerde durch nephelometrische
Messung bestimmt. Die Messungen wurden in einenzi8lgsor der Neurologischen
Klinik der Universitat Wurzburg durchgefuhrt. DieuKuriberstdnde wurden bis zur
weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 1/5 derridgimzellen wurde fir die weitere
Kultivierung verwendet. Die Hybridomzellen blieben Durchschnitt 8 bis 10 Wochen
in Kultur, bis die Antikérperproduktion geringer vae.



2 Material und Methoden 25

2.2.2 Nephelometrie

Die Nephelometrie ist ein optisches Analyseverfahrait dem man in Suspensionen
und anderen triben Dispersionen den Feststoff-Abéstimmen kann. Sie beruht auf
dem Faraday-Tyndall-Effekt. Ein einfallender Lidnal trifft auf die gelésten Partikel

in der Probe (in diesem Fall sind es die im Medibefindlichen nattrlichen IgM-

Antikorper) und die Intensitat des Streulichtes oteeinem bestimmten Winkel austritt,
wird gemessen (Streulichtmessung = Tyndallometeph¢lometrie). So kann die
Konzentration der im Medium gelosten Antikorper temt werden: Je gréRRer die

Streulichtintensitat ist, desto hoher ist die Adtjer-Konzentration.

2.2.3 ELISA

Zur Testung aller Antigen-Antikdrper-Reaktionen wdeir das ELISA-Verfahren

angewandt .

Zunachst erfolgte die Durchfiihrung der Versucheeimér konstanten IgM-Antikorper-
Konzentration von 20 pg/ml und einer Verdinnung Alesgangskonzentration der in
Tab. 5 angegeben Antigene auf 1:100, 1:500, 1:1.006.000 und 1:10.000.
AnschlieRend wurde in einer zweiten Versuchsreil® lonzentration der IgM-

Antikorper verandert und deren Reaktion mit ein@ndtant belassenen Antigen-
Konzentration bestimmt, wobei sowohl eine Testueg 1100-Verdlinnung als auch
der 1:500-Verdinnung der Antigen-Ausgangskonzeaotratrfolgte. In grenzwertigen,
d. h. nicht eindeutig positiv oder negativ zu weden Ergebnissen wurden die

entsprechenden Versuche wiederholt.

Zur Durchfihrung der Versuche wurden 96-Well-ELI8kRtten mit 30 bzw. 50 ul pro
Well des zu untersuchenden Antigens beschichtsthdiel3end erfolgte eine Inkubation
Uber Nacht im Kuhlschrank. Am nachsten Tag wurdienRlatten zweimal mit PBS
gewaschen und dann mit 100 pl RPMI-1640 mit dendzen 1 % Penicillin/
Streptomycin, 1 % Glutamin und 10 % FCS pro We#dbechtet. Dieser Arbeitsschritt
dient zur Belegung freier, noch nicht antigenbdsetBindungsstellen der Kunststoff-
Platten. Die Platten wurden dann eine Stunde beiaBjedeckt stehen gelassen und
anschlieBend zweimal mit PBS gewaschen. Danachenudie zu untersuchenden

Primar-Antikorper an die Mikrotiterplatten gebundemem 50 pl der natirlichen IgM-
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Antikorper jeweils als Doppelbestimmung in die Vgelpipettiert wurden; als
Negativkontrolle diente eine Doppelbestimmung nftMR-1640. Die so beschichteten
ELISA-Platten wurden eine Stunde bei’B7in den Brutschrank gestellt. Diejenigen
Primar-Antikoérper, die ein passendes Epitop auf demtigen erkennen, kénnen in
dieser Zeit daran binden. Nach der Inkubationseeitden die Platten zweimal mit
PBS, zweimal mit PBS-Tween 0,05 % und nochmals makmit PBS gewaschen. Im
Anschluss wurden jeweils 50 pl des Sekundar-Angigis in der Konzentration
1,3 g/ml (verdinnt mit PBS-Tween 0,05 %) in alle IM/@ipettiert. Dabei handelt es
sich um einen monoklonalen Rabbit-Anti-Human-IgMtikérper, der mit dem Enzym
HRP konjugiert ist. Dieser Zweit-Antikdrper bindetahrend der nun folgenden
einstindigen Inkubationzeit im Brutschrank mit semF-Teil an alle an das Antigen
gebundenen Primar-IlgM-Antikdrper. Nach diesem Bigvorgang wurden die
Mikrotiterplatten wiederum gewaschen: diesmal zvaimit PBS, einmal mit PBS-
Tween 0,05 %, zweimal mit PBS und zuletzt zweimalQ@itratpuffer.

FUr den nun folgenden letzten Arbeitsschritt mussige Farbelésung vorbereitet
werden: Dazu wurden in 3 ml Citratpuffer 5 pb@4 und 1 OPD-Tablette geldst
(entspricht 0,03 % Orthophenyldiamin und 0,02 % tdgeénperoxid in Citratpuffer).
50 pl dieser Losung wurden in jedes der 96 Wells EldSA-Platte pipettiert. Bei
positiver Reaktion erfolgte eine Gelbfarbung desudy; der Reaktionsvorgang wurde
nach drei Minuten mit 3 M 80O, beendet. Die Auswertung der Reaktionen erfolgte
mittels Absorptions-Messung im ELISA-Reader beeeiwellenlange von 490 nm und

Errechnung des Mittelwerts aus den Doppelbestimmning

Es zeigte sich, dass einige der getesteten ndténic Antikdrper auch mit
unbeschichteten ELISA-Platten reagierten. In dieBélen konnte die Intensitat der
Gelbfarbung also nicht allein auf die Reaktion deartikrper mit dem Antigen
zurtckgefuhrt werden. Zudem waren die Backgroundt®/eler Antikérper nicht
konstant, sondern variierten je nach &uf3eren Badog (Raumtemperatur,
Luftfeuchtigkeit etc.). Deshalb wurde bei jedem &eh parallel dazu der Background-
Mittelwert jedes Antikorpers bestimmt. Dazu wurdmee unbeschichtete, aber mit
RPMI-1640 geblockte ELISA-Platte mit allen Antiké&mpKonzentrationen jeweils

wieder als Doppelbestimmung inkubiert. Das weiléoegehen war analog zu den oben
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beschriebenen Versuchen. Der ermittelte Backgroditetlwert wurde vom
gemessenen Ergebnis der Antigen-Antikdrper-Realdimgezogen.

Eine beginnende Gelbfarbung eines Wells entspracér enit dem ELISA-Reader
gemessenen Absorption von 0,1 OD. Von diesem Wertlevder Absorptionswert der
Negativ-Kontrolle, dessen Mittelwert bei 0,06 Og,labgezogen, so dass also dann der
Grenzwert fur eine positiv zu wertende Reaktion40(0D betrug. Eine Antigen-
Antikorper-Reaktion wurde dann als positiv gewerteénn dieser Wert nach Abzug
des Background-Mittelwertes bei einer Antikrperakentration von 20 pg/ml erreicht
wurde und zudem eine Abhangigkeit des gemessenesorpionswertes von der
eingesetzten Antikorper-Konzentration erkennbar. il@nn eine Antigen-Antikorper-
Reaktion ist nur dann spezifisch, wenn sie tit@erist. Andernfalls kénnte z. B. eine

unspezifische Bindung tGber degTFeil erfolgt sein.
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3 Ergebnisse

3.1 Kreuzreaktionen der naturlichen IgM-Antikdrper mit kérpereigenen
Antigenen

Zunachst wurden die Reaktionen der in Tab. 1 geeannatirlichen IgM-Antikorper
mit kérpereigenen Antigenen getestet, die in mdidwn Zellen physiologischerweise
vorkommen. Ausgewahlt wurden hierfir die Cytoskblettandteile Actin und Myosin,
die intermediaren Filamente Vimentin, Desmin undafie und zudem noch humane
Plazenta-DNA. Diese Antigene liegen normalerweiseazellular geschitzt vor und
kommen erst bei Zellnekrose mit dem Immunsyster{ontakt. Sie werden dann als

Nicht-Selbst-Strukturen erkannt und bekampft.

3.1.1 Actin

Zuerst wurde getestet, ob die natirlichen Antikbr@etin erkennen. Actinfilamente
finden sich zum einen in Muskelzellen, wo sie imsammenspiel mit Myosin zur
Muskelkontraktion fuhren. Des Weiteren kommen Afdamente auch in vielen Nicht-
Muskelzellen vor. Hier vermitteln sie ebenso duritte Wechselwirkung mit Myosin
das Phanomen der Motilitat (z. B. Formverdnderueg @hrombozyten bei deren
Aggregation, Phagozytose, amdboide Fortbewegundervi€ellen, Bildung des
kontraktilen Rings, der fur die Abschnirung der fAteczelle bei der Zellteilung noétig
ist) (Loffler, 1998a). AulRerdem dienen Actinfilamenn vielen Zellen in Form von
Faserbindeln der Gewahrleistung einer gewissen anestthen Stabilitat: So sind sie

an der Ausbildung der Zonula adhaerens sowie dell-Desmosomen beteiligt.

Die Auswertung der Versuche erfolgte bei einer Attonzentration von 10 pg/ml und
die Antikorper wurden ausgehend von ihrer Maximalentration bis auf 1 pg/ml
verdunnt. Es zeigte sich, dass neun von 17 Amiidr, also mehr als die Halfte, dieses
Antigen binden. Eine positive Reaktion ergab sidh atien aus Magen-Ca.-Patienten
gewonnenen Antikdrpern SAM-1, SAM-3, SAM-4, SAM&AM-6, PAM-1 und SC-1.
AulRerdem erkannten die Antikorper CM-1 (gewonnes @inem Colon-Ca.-Patienten)
und LM-1 (isoliert aus einem Lungen-Ca.-Patientdag Antigen Actin (Abb. 3).
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Nicht gebunden haben die beiden aus Pankreas-@anfea isolierten Antikérper PM-

1 und PM-2, und auch die aus gesunden Probandeongewen Antikorper NORM-1,

NORM-2, NORM-3 und NORM-4 blieben negativ. Ebensgab sich eine negative
Reaktion mit dem Antikorper CM-2, der aus einemddeCa.-Patienten stammt, und
mit dem Antikdrper M6, der aus einer Mamma-Ca.4tdin isoliert wurde und der in

bisherigen Versuchen auch mit Tumorgeweben nockineepositive Reaktion zeigte.

Die eindeutig starkste Reaktion zeigte dabei dertik@rper SAM-5. Ein
Sattigungseffekt trat schon bei einer AntikdrpemEentration von 5 pg/ml auf. Etwas
schwacher als SAM-5 reagierten die IgMs SAM-4 urAMS5, die beide ahnliche
Absorptionswerte erreichten.

Eine Zwischenstellung nahm der Antikorper LM-1 dineser zeigte schon in niedrigen
Konzentrationen unter 5 pg/ml wie die Antikdrper &4 und SAM-6 eine deutlich
positive Reaktion, dann aber erfolgte bei einerdBumg der Antikorper-Konzentration
keine weitere Zunahme der Reaktion mit Actin. SAMiid SAM-3 haben Actin
anfangs nicht so deutlich wie der Antikbrper LM-@bgnden, bei einer Konzentration
von 20 pg/ml erreichten beide aber fast dessen tReaktarke. Eine vergleichbar
schwache Bindungsreaktion mit Actin ergab die Tegtder Antikorper PAM-1, SC-1
und CM-1 (siehe Abb. 2).
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Abb. 2: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreaken mit Actin 10 pg/ml.
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Abb. 3: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreakién mit Actin 10 pg/ml bei einer

Antikdrperkonzentration von 20 pg/ml.
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3.1.2 Myosin

Als nachstes wurde getestet, ob die naturlichenk8rger mit Myosin reagieren. Die
Beurteilung der Reaktion erfolgte dazu bei einerobg-Konzentration von 50 pg/ml.
Die Antikoérper wurden wiederum ausgehend von iMaximalkonzentration verdinnt.
Eine positive Reaktion mit dem Muskelprotein Myosigab sich in den Versuchen mit
den Antikdrpern CM-1, PAM-1, SC-1, LM-1, SAM-4, SABM und SAM-6 (Abb. 5).
Alle diese IgM-Antikorper hatten bereits mit Actieagiert. Nur die Antikorper SAM-1
und SAM-3, welche mit Actin noch positiv reagierteeigten bei der Inkubation mit
Myosin keine Gelbfarbung im ELISA. Aul3erdem warere \wchon im Actin-Versuch
die Antikbrper NORM-1, NORM-2, NORM-3, NORM-4, PM-PM-2, CM-2 und M6

negativ.

In niedrigen Antikdrper-Konzentrationen unter 10/migkonnte PAM-1 das Myosin-
Molekul am starksten binden. Bereits bei der Kotration 5 pg/ml hatte die Reaktion
mit diesem Antikorper ihren Sattigungswert erreicBei einer Konzentration von
20 pg/ml reagierte PAM-1 etwa gleich stark mit Myosvie SAM-4 und SAM-6.
SAM-5 reagierte in niedrigen Konzentrationen noain aweitstarksten mit dem
getesteten Antigen, die Reaktion erreichte bei g§mlihren Hohepunkt und nahm
dann wieder ab. Die Reaktion zwischen Myosin undMSAwar bei einer Antikorper-
Konzentration von 10 pg/ml gesattigt. Und bei denkentration 20 pg/ml hat SAM-5
Myosin schliel3lich genauso stark gebunden wie deik@rper CM-1, der anfangs eher
nur ein schwaches Bindungsmuster zeigte.

Bei Betrachtung der Reaktionskurve des Antikorgevs1l mit dem Antigen Myosin
fallt auf, dass erneut wie im Actin-Versuch ein tiggingseffekt bereits bei einer
Antikdrper-Konzentration von 5 pg/ml auftrat undchsider Absorptionswert bei
hoheren Antikérper-Konzentrationen nur noch gefiggd erhohte. SC-1 zeigte auch in

héheren Konzentrationen nur eine schwache ReaktibMyosin (Abb. 4).
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3.1.3 Keratin

Zudem wurde die Kreuzreaktion zwischen den in Thlgenannten Antikdrpern und
dem Intermediarfilament Keratin getestet. Interraddamente sind Polymere aus
monomeren Untereinheiten, die jeweils fur einenepegen Zelltyp spezifisch sind.
Hauptaufgabe der Intermediarfilamente ist die Vétong der Stabilitdt gegentber
mechanischem Stress. Keratinfilamente sind in efpglen Zellen zu finden und dienen
dort der ,Vernietung® epithelialer Schichten dui@asmosomen (L6ffler, 1998a).

Die Auswertung der Antigen-Antikdrper-Bindung gealoh bei einer Keratin-
Konzentration von 10 pg/ml. Wieder wurden die Adtper bis auf 1 pg/ml verdinnt
und erneut ergab sich wie schon in den beiden &origersuchen eine positive
Reaktion der Antikdrper PAM-1, SAM-4, SAM-5, SAM-6nd LM-1. Zusatzlich
reagierten SAM-1 und SAM-3 positiv, die beide schastin gebunden haben, jedoch
im Myosin-Versuch keine Gelbfarbung zeigten (Abp.Oie Antikorper SC-1 und CM-
1, welche beide sowohl mit Actin als auch mit Myopositiv reagierten, waren diesmal
negativ. Wie zuvor haben alle tbrigen AntikbrpéspaNORM-1, NORM-2, NORM-3,
NORM-4, PM-1, PM-2, CM-2 und M6 das Keratin-Antigeicht gebunden.

Zur weitaus starksten Reaktion kam es bei der lattab von Keratin mit dem SAM-4-
Antikorper. Ebenso fuhrte auch der Antikorper SAM4b einer starken Reaktion. Mit
groem Abstand in der Starke der Antigen-Bindunigtém die Antikorper SAM-1,
SAM-3, SAM-6, LM-1 und PAM-1. lhre Reaktion mit Kain war nicht so stark wie
die Reaktion der Antikdrper SAM-4 und SAM-5, abemdoch deutlich ausgepragt.
LM-1 und SAM-6 konnten sich von den anderen Antgdgin SAM-1, SAM-3 und
PAM-1 nur in niedrigen Konzentrationen absetzen;2@eug/ml war der Unterschied
nicht mehr so deutlich (Abb. 6). Auffallig war, dasich die Absorptionswerte aller
Antikorper bei einer Konzentration von 20 pg/mlkgisch nicht von den Absorptions-
werten bei der Antikbrper-Konzentration 5 pg/ml emsthieden. In diesem Versuch
konnte also durch Steigerung der Antikorper-Konmgin keine wesentliche
Erh6éhung der Antikorper-Antigen-Bindung erreichtrden - die Reaktionen waren

frihzeitig gesattigt.
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Abb. 6: Absorptionswerte der Antikbrper-Kreuzreaken mit Keratin 10 pg/ml.
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Abb. 7: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreakin mit Keratin 10 pg/ml bei
einer Antikdrperkonzentration von 29/ml.
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3.1.4 Vimentin und Desmin

Zur Auswertung der Kreuzreaktion der naturlichenM{gntikbrper mit dem

Intermediarfilament Vimentin, welches in mesenchignaZellen, Endothelzellen und
im Fettgewebe vorkommt, wurde eine Antigen-Konzaidn von 3,33 ug/ml gewabhilt.
Beim Versuch mit Desmin, das sich in den Z(wisckHecheiben der Muskulatur findet
und somit die Begrenzung eines Sarkomers dardpelitug die Antigen-Konzentration
5 pg/ml. Allerdings war mit keinem der 17 getestetetirlichen Antikérper eine

positive Reaktion mit diesen beiden Intermedianidgten zu verzeichnen.

3.1.5 Humane Plazenta-DNA

Zur Beurteilung der Reaktion der Antikbrper mit rmehlicher Plazenta-DNA wurde
diese in der Konzentration 5 pg/ml eingesetzt. Alnér wurden die Antikdrper
ausgehend von ihrer Maximalkonzentration schritbeddis zu einer Endkonzentration
von 1 pg/ml verdunnt. Lediglich drei Antikorper gian eine positive Reaktion mit dem
Antigen: Neben den beiden aus Magen-Ca.-Patierdemmnenen Antikorpern SAM-5
und SC-1 reagierte erstmals auch der aus eineranBati mit Pankreas-Ca. isolierte
Antikbrper PM-2 positiv, nachdem dieser bisher kedei Reaktionen mit

korpereigenen Antigenen zeigte (Abb. 9).

Die starkste Reaktion wurde bei der Inkubation ldenanen Plazenta-DNA mit PM-2
registriert, mit grolRem Abstand gefolgt vom Antigér SAM-5. SC-1 zeigte lediglich
eine schwache Bindung, die erst bei einer Konzgotravon 20 pug/ml sichtbar wird
(Abb. 8).
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3.2 Kreuzreaktionen der naturlichen IgM-Antikdrper mit bakteriellen Antigenen

Zur Untersuchung, ob die natirlichen IgM-Antikdrpait bakteriellen Bestandteilen
reagieren, wurden solche Antigene ausgewahlt, idiendate Immunabwehr tber Toll-

like Rezeptoren in Gang setzen kénnen (siehe K&8pdl)l

3.2.1 Lipopolysaccharid (LPS)

Es wurde zunachst untersucht, ob eine Reaktiomadtirlichen IgM-Antikdrper aus
Tab. 1 mit dem bakteriellen Antigen Lipopolysacethanachzuweisen ist. Lipopoly-
saccharide sind hochmolekulare Komplexe aus Lipid efner Kernregion und
Polysacchariden (Valvano, 1992; Trent, 2004). BEsdbel sich um charakteristische
Zellwandbestandteile gram-negativer Bakterien,.\Erterobakterien. Das Lipid A ist
ein Phospholipid, das als hydrophober Anker des di#dt und das die bioaktive,
toxische Komponente des Molekils darstellt. Durelsghiedene Umgebungseinfliisse
kann das Lipid A modifiziert werden, was einen viigan Virulenzfaktor der Bakterien
darstellt (Trent, 2004; Miller, 2005). Die Polyshacide (entsprechend dem O-Antigen)
reprasentieren den immunogenen Bestandteil des wRSvariieren (Pschyrembel,
1998; Valvano, 1992) ebenso wie Lipid A (Miller,@8) stark unter den verschiedenen
Bakterienarten. Das LPS wurde fir die VersucheinereKonzentration von 10 pg/ml

eingesetzt. Das Ergebnis der Inkubation blieb benaetesteten Antikdrpern negativ.

3.2.2 Lipoteichonséaure (LTS)

Lipoteichonséaure stellt eine Polyglycerolphosphitgkdar, die ein funktionell wichtiger

Bestandteil der Zellwand gram-positiver Bakterigi Sie ist Gber ein Glykolipid in der
Aul3enseite der Zytoplasmamembran verankert (Schveandl999). Eine wichtige

Rolle spielt die LTS bei der Adharenz. Durch Konmpéataktivierung kann sie eine
Entziindungsreaktion induzieren (Hahn, 2001), uedwsrd, wie anfangs beschrieben
(Kapitel 1.3), zuséatzlich durch den TLR-2 erkarie natirlichen Antikorper wurden

mit LTS (Konzentration 10 pg/ml) inkubiert, es dvgsich jedoch im ELISA keine

positive Reaktion. Selbst bei unverdiunnter Anwemgduter LTS (entsprechend
1.000 pg/ml) blieb das Ergebnis der Reaktion ninaAntikdrpern negativ.
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3.2.3 Peptidoglykan (PGN)

Peptidoglykane sind Heteroglykane, bestehend ausenei Kohlenhydratanteil
(Disaccharid aus N-Acetylglucosamin und N-Acetylaminsaure), der kovalent mit
einem Nicht-Kohlenhydratanteil (Peptide aus 4-5 Amsiuren) verknupft ist. Uber
Querverbindungen zwischen den Polysaccharidketteind wein netzformiges
Riesenmolekul gebildet. Peptidoglykane kommen wiehadie LTS in der Zellwand
gram-positiver Bakterien vor. Das wichtigste Pepgigkan fiir das Uberleben der
Bakterien ist das Murein (Lo6ffler, 1998b).

Fur das Membran-Antigen PGN wurde zur Auswerturg Konzentration 10 pg/ml

gewahlt. Die natirlichen Antikbrper wurden wiederuausgehend von ihrer
Maximalkonzentration schrittweise verdinnt und detm Antigen inkubiert. Samtliche
Versuche zeigten keinerlei positive Reaktion. Abeh unverdinnter Anwendung des
Antigens PGN (entsprechend 1.000 pg/ml) zeigte lsgth Farbumschlag der Wells der
ELISA-Platten.

3.2.4 Flagellin

Ferner wurde die Reaktion der natirlichen IgM-Adtper mit bakteriellem Flagellin
getestet, welches den Hauptanteil des Flagellen@eBdilaments darstellt: Dieses
wird von ungefahr 20.000 Flagellin-Monomeren gedtildGeil3eln sind komplexe
bakterielle Oberflachenorganellen, die durch chektastche Faktoren aktiviert werden
und die der Fortbewegung, Adhéasion, Invasion ursdSakretionssystem fur Toxine
dienen (Ramos, 2004). Die Konzentration des Flagell betrug fir die

Inkubationsversuche mit den getesteten natirliohetikdrpern 5 pg/ml. Im ELISA

ergab sich keinerlei positive Reaktion der nattidic Antikbrper mit Flagellin.

3.2.5 Heat Shock Protein 70 (HSP 70)

Auch die bei Pro- und Eukaryonten vorkommendenddithock-Proteine stellen einen
Aktivator der naturlichen Immunabwehr dar. HitzesdtProteine werden auch unter
normalen Temperaturbedingungen gebildet und habkysiglogischerweise die

Funktion, die Erreichung des nativen, korrekt geteh Zustands von Proteinen zu

beschleunigen. Bei Hitzeschock oder vielen andBiexen steigt in einer Zelle die Zahl
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nicht oder fehlerhaft gefalteter Proteine an. Diest die Bildung weiterer Hitzeschock-
Proteine aus. Sie hemmen die Proteinaggregatiomewdider Proteinfaltung, hemmen
die Aggregation wahrend der Entfaltung eines Pngteind beeinflussen zudem die
Kinetik der Proteinfaltung. Heat Shock Proteinehugdlern also unerwinschte, zur
Aggregation fuhrende Wechselbeziehungen zwischeteifen und werden daher auch
als molekulare Chaperone (=,Anstandsdamen”) bemeichEine weitere Aufgabe
besteht im Proteinexport (Loffler, 1998c). Die H&itock Protein-Superfamilie setzt
sich aus Heat Shock Proteinen unterschiedlichereklbdrgewichts zusammen. Dazu
gehdren beispielsweise HSP 60, HSP 70 und HSP &irDdieser Arbeit verwendete
HSP 70 stellt das am hdchsten konservierte ProirHSP-Familie dar (Rohde, 2005;
Bonorino, 1998).

Die humane HSP 70-Familie besteht aus mindestdnihamologen Proteinen, die sich
durch die intrazellulare Lokalisation und das Esgrensmuster unterscheiden (Rohde,
2005). In normalen Zellen und Geweben wird HSP ti0im geringem Mal3e exprimiert
oder ist nicht nachweisbar, durch physikalischererathemischen Stress steigt seine
Expression aber rasch an. Zudem wird es in hoharz&uaration in Tumorzellen

verschiedenen Ursprungs exprimiert (Rohde, 2005).

Fur die Auswertung der Inkubationsversuche derrhetién AntikGrper (Tab. 1) mit
HSP 70 wurden die Reaktionsergebnisse bei einagé&mKonzentration von 10 pg/ml
betrachtet. Von den getesteten Antikérpern steditd nur bei einem einzigen von
diesen eine positive Reaktion ein. Es handelte dadlei um den aus einem Magen-Ca.-
Patienten isolierten IgM-Antikérper SAM-5. Die Réak war in den Antikorper-
Konzentrationen bis 20 pg/ml nur sehr schwach guageé erst bei einer hdheren
Antikérper-Konzentration von 30 pg/ml wurde die #geinbindung durch den
Antikorper starker und deutlicher (Abb. 10).
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Abb. 10: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreaken mit Heat Shock Protein 70
10 pg/ml.

3.2.6H¢elicobacter pylori-Bestandteile

Weiterhin wurde untersucht, ob die natirlichen Réwper aus Tab. 1 eine Reaktion mit
den Helicobacter pylori-Antigenen CagA (cytotoxin-associated gene) und A/ac
(vacuolating cytotoxin) zeigen. Das weltweit vorkoende gram-negative Bakterium
Helicobacter pylori wird iatrogen, fakal-oral oder oral-oral tbertragend besiedelt den
Magen (Dunn, 1997). Das Bakterium persistiert naeimer Infektion meist
asymptomatisch in der Magenschleimhaut, eventuwshis lebenslang (Cover, 1999;
Blaser, 2004); es kann aber auch eine chroniscratrit®a verursachen und gilt als
pradisponierender Faktor fur die Entstehung von dwagrzinomen, MALT-
Lymphomen und Magen- und Duodenalulzera (Cover,719999; Dunn, 1997;
Figueiredo, 2001; Odenbreit, 2000; Montecucco, 2088erdings entwickelt nur ein
kleiner Teil der infizierten Personen gastroduotieikaankheiten (Montecucco, 2003).
Es zeigte sich auch, dass elepylori-Kolonisation des Magens vor Entstehung einer
gastroosophagealen Refluxkrankheit und deren Fdgeekungen Barrett-Osophagus

und Osophagus-Karzinom schiitzt (Blaser, 2004).
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Einige vonH. pylori produzierte Proteine Uberqueren die Epithelbanierd aktivieren
sowohl die innate als auch die erworbene Immunahbw2aneben haH. pylori aber
auch vielféltige Strategien entwickelt, um den $ees des Immunsystems moglichst
zu entgehen: Auf der Seite der erworbenen Immunhbwann beispielsweise durch
dasH. pylori-Toxin VacA neben der T-Zell-Aktivierung und -Prfeliation und auch die
Antigen-Prasentation gehemmt werden. Zudem kannB#ds$erium durch Mutation
und intragenomische Rekombination zwischen homologBequenzen seine
Oberflachen variieren und somit die Erkennung duil@h erworbene Immunabwehr
erschweren (Blaser, 2004). Auch die innate Immumdiswkann z. T. umgangen
werden: Der TLR-5 bindet keifl. pylori-Flagellin, die stark methyliertél. pylori-
DNA wird durch den TLR-9 weniger erkannt als dieitggeghend unmethylierte DNA
der meisten Bakterien und das LPS ist modifizied stimuliert zwar den TLR-4 auf
Makrophagen, aber nicht den TLR-4 auf Magen-Epblédn.H. pylori kann aul3erdem
weniger spezifische Immunmechanismen wie die Phagee unterdricken (Blaser,
2004).

3.2.6.1 CagA-Antigen

Das CagA-Protein wird von der Mehrheit dmgA-(Gen)-positivenH. pylori-Stamme
produziert. Es wird Uber ein TyplV-Sekretionssystatas von der sogenannteag-
Pathogenitatsinsel kodiert wird, in Magen-Epith#é&re eingeschleust, wird dann
Tyrosin-phosphoryliert und verursacht anschlieRevidranderungen im Tyrosin-
Phosphorylierungszustand bestimmter zelluléarer eftvet (Odenbreit, 2000; Blaser,
2004). Eine Infektion mit einentagA-positiven Stamm fihrt zu einer hdheren
Pravalenz und Intensitat einer Schleimhautatrophi intestinalen Metaplasie (Sozzi,
1998; Odenbreit, 2000), wohingegen peptische Ulebex bei Patienten auftreten, die

mit cagA-negativen Stammen infiziert sind (Cover, 1999).

Zur Beurteilung der Reaktion der IgM-Antikdrper ndem CagA-Protein wurde dieses
in einer Konzentration von 3,33 pg/ml eingesetrnisbesondere richtete sich das
Interesse darauf, ob die aus Magen-Ca.-Patientatierien tumorspezifischen
natirlichen Antikorper SAM-1, SAM-3, SAM-4, SAM-5AM-6, PAM-1 und SC-1
mit diesemH. pylori-Bestandteil reagieren, denn eidepylori-Besiedlung des Magens

gilt als Prakanzerose flr die Entstehung eines klkyginoms.
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Nach Durchfihrung der Versuche mit dem CagA-Antigeigte sich, dass kein einziger
der naturlichen Antikoérper dieses Antigen bindedsErgebnis ist also analog zu allen

bisher getesteten bakteriellen Membranbestandteilen

3.2.6.2 VacA-Toxin

VacA ist ein Zytotoxin, das von vieleR. pylori-Stdmmen produziert und in den
Extrazellularraum abgegeben wird (Cover, 1997; ®a®001; Montecucco, 2003;
Blaser, 2004). Teilweise ist es auch an der Batteberflache zu finden (Papini, 2001;
Montecucco, 2003; Pagliaccia, 2000). DasA-Gen enthélt zwei variable Regionen,
eine s- und eine m-Region mit jeweils zwei versdareen Allelen (Blaser, 2004). Deren
Kombinationsweise korreliert mit der VacA-Produktiaund ist dadurch mit der
Virulenz des Bakterienstammes assoziiert. In demgeviachleimhaut isH. pylori
verschiedenen pH-Werten ausgesetzt, die von pH 2demnluminalen Seite der
Schleimoberflache bis zu einem pH-Wert 7 in derdfdider Schleimschicht auf der
Oberflache der Epithelzellen variieren. Durch eisaaren pH-Wert verliert VacA seine
oligomere Struktur, wodurch vorher versteckte hpthiabe VacA-Domanen zum
Vorschein kommen, die besser an Membranen bindendund zu einer besseren
Membranpenetration fliihren kénnen (Cover, 1997;iRegh, 2000). Die Fahigkeit von
VacA, bei niedrigem pH zu zerfallen, ist wahrscliemein wichtiges Charakteristikum
seiner Aktivierung und seines Wirkmechanismus. Bu#acA werden die Magen-
Epithelzellen geschadigt (Figueiredo, 2001): Zélel Effekte sind beispielsweise
Vakuolisierung, Veranderung der endolysosomalen k#&om Bildung von
Anionenkandlen in der Plasmamembran, Apoptose-bmiukund Erhéhung der
Permeabilitdit des Epithels (Papini, 2001; Monteouc2003; Pagliaccia, 2000).
Angriffspunkte fir das VacA-Protein stellen dabeidBzytosevesikel, Mitochondrien,
das Zytoskelett und epitheliale Zell-Zell-Kontakdar (Papini, 2001; Blaser, 2004).
AuBBerdem soll VacA, je nachdem, an welche Zielzeks bindet, eine
proinflammatorische Wirkung haben (Montecucco, 23003nd zugleich auch
immunsuppressiv. wirksam sein, indem es die T-Zé&linAerung und
Proliferation inhibiert (Boncristiano, 2003; Gehe&003; Montecucco, 2003). Die
Inkubation der IgM-Antikdrper mit dem Toxin VacA @kdzentration 3,33 pg/ml) fihrte
im Gegensatz zu den Versuchen mit dem CagA-Antigen einigen positiven

Reaktionen. Interessanterweise reagierten dabeallem die aus Magen-Ca.-Patienten
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gewonnenen Antikérper. Lediglich SAM-3 blieb auchseiner Maximalkonzentration
(es stand maximal eine Konzentration von 25,9 ug/ml Verfigung) negativ. Die
starkste Gelbfarbung der Wells entstand bei deudakon von VacA mit dem
Antikdrper SAM-6, die zweitstarkste mit dem Antik&r PAM-1. Nur zwei Antikérper,
die nicht aus Magen-Ca.-Patienten isoliert wurdergten eine positive Reaktion: Dazu
gehdorte der aus einem Lungen-Ca.-Patienten gewenfirtikOrper LM-1, der bereits
in sehr niedrigen Konzentrationen stark mit dem ident reagierte. Der andere
Antikdrper war der aus einem Patienten mit Colon-@avonnene Antikorper CM-1,
der in niedrigen Konzentrationen nur schwach anA/gebunden hat, der dann aber in
einer Konzentration von 20 pg/ml etwa gleich stawik dem Antigen reagierte wie die
Antikérper SC-1 und SAM-4; diese beiden Antikorpéraben in niedrigen
Konzentrationen VacA noch wesentlich starker als-Clebunden. Eine nur schwache,
aber dennoch positive Reaktion ergab sich aus daktidon des Antikérpers SAM-5 mit
dem VacA-Toxin (Abb. 11 und 13).

Wie bei allen vorherigen Versuchen blieben die gesunden Probanden gewonnenen
Antikdérper NORM-1, NORM-2, NORM-3 und NORM-4 aucleitder Inkubation mit
VacA negativ. Zudem zeigten die Antikérper CM-2, AMPM-2 und M6 keine

positive Reaktion.
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Abb. 11: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreaken mitH. pylori VacA
3,33 pg/ml.

Beim Antikdrper SAM-1 fiel auf, dass dieser in nigegn Konzentrationen praktisch
nicht mit dem VacA-Antigen reagierte. Erst bei eirgteigerung der Antikorper-
Konzentration wurde deutlich, dass auch diese &ntigntikbrper-Reaktion als positiv
gewertet werden muss. Zur Verdeutlichung diesersaiidte wurde die Reaktion
zwischen SAM-1 und VacA in einem eigenen Diagramiiob 12) dargestellt.
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12: Absorptionswert der Antikorper-Kreuzreaktivon SAM-1 mitH. pylori
VacA 3,33 pg/ml.
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13: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreakéen mitH. pylori VacA
3,33 pg/ml bei einer Antikorper-Kemtration von 20 pg/ml.
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3.2.7 Bakterielle DNA:E. coli-DNA und ClI. perfringens-DNA

Zur Untersuchung der Kreuzreaktion der naturlicAetikorper mit bakterieller DNA
wurde sowohl von deiE. coli-DNA als auch von derCl. perfringens-DNA die
Konzentration 5 pg/ml herangezogen. Wahrend sichidrelnkubation der nattrlichen
Antikdrper mit Cl. perfringens-DNA bei keinem IgM-Antikdrper eine Gelbfarbung im
ELISA feststellen lie3, reagierten einige Antikdrpeositiv mit E. coli-DNA. Im
einzelnen waren dies der Antikorper PM-2, der lereine positive Reaktion mit
humaner DNA zeigte, auRerdem die aus Magen-CaetRati gewonnenen Antikorper
SAM-4, SAM-5, SAM-6 und SC-1 und der aus einem aondgen-Ca. erkrankten
Patienten isolierte Antikbrper LM-1 (Abb. 15). Alenderen Antikdrper reagierten mit
bakterieller DNA negativ. Mit Ausnahme des SC-1r dest bei einer Konzentration
von 20 ug/ml eine schwach-positive Reaktion zeigtagierten die Ubrigen Antikorper
bis zur Konzentration 5 pg/ml etwa gleich starka Einterschied wurde erst ab einer
Antikorper-Konzentration von 10 pg/ml deutlich: Heetzten sich die Antikdrper PM-2
und SAM-5 klar von den drei Antikdrpern SAM-4, SA8/und LM-1 ab (Abb. 14).
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Abb. 14: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreaken mitE. coli-DNA 5 pg/ml.
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Abb. 15: Absorptionswerte der Antikorper-Kreuzreaken mitE. coli-DNA 5 pg/ml

bei einer Antikdrper-Konzentratioonv 20 pg/ml.

3.3 Gesamtubersicht Uber alle Kreuzreaktionen

Eine Gesamtubersicht aller positiven und negatiReaktionen der tumorspezifischen
natirlichen IgM-Antikdrper mit den getesteten Aptign ist in der Tabelle 6

dargestellt:



Tab. 6: Gesamtubersicht Gber die Reaktionen dérlickten IgM-Antikérper mit den getesteten Antigane

3SSIugebig €

Actin | Myo- | Kera- | Des- | Vimen- | Humane | E. coli- Cl. LTS PGN Fla- HSP LPS H. H.
sin tin min tin Plazenta-| DNA perfringens- gellin 70 pylori | pylori
DNA DNA CagA | VacA

CM-2
M6
NORM-1
NORM-2
NORM-3
NORM-4
PM-1
PM-2 + +
CM-1 + + +
LM-1 + + + + +
SAM-1 + + +
SAM-3 + +
PAM-1 + + + +
SC-1 + + + + +
SAM-4 + + + + +
SAM-5 + + + + + + +
SAM-6 + + + + +

8v
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4 Diskussion

Am Pathologischen Institut der Universitadt Wirzbuvgrden mit Hilfe der humanen
Hybridomatechnologie aus Krebspatienten und ausunglem Probanden IgM-
Antikorper isoliert, die mit verschiedenen Tumoeart und teilweise deren
Vorlauferlasionen reagieren (Brandlein, 2004; Btéaimg 2003b).

Bei naturlichen Antikorpern handelt es sich um Bedteile der natirlichen
Immunabwehr, die im menschlichen Koérper eine Wadimétion tbernehmen, indem
sie eindringende Bakterien, Viren, Parasiten, w@wweder direkt beseitigen oder aber
die erworbene Immunabwehr zur spezifischen Bekangpiao Gang setzen. Doch nicht
nur ,Eindringlinge®, sondern auch transformierte ll@e werden (neben anderen
Mechanismen) von den natlrlichen Antikdrpern erkammd vernichtet. Andernfalls
konnten die aberranten Zellen innerhalb kirzesteeit Zden Organismus
Uberschwemmen. Die hohe Anzahl zirkulierender Ightikorper bildet also die
permanent existierende Immunpatrouille, die im Kdrpach fremden Strukturen wie
Bakterien und malignen Zellen Ausschau halt (Bréimgl 2004; Vollmers, 2005a,
2005b). Die Tumor-Immunitat wird demnach nicht dummaligne Zellen induziert,
sondern ist ein Ergebnis der innaten Immunitat. Bigikorper sind schon vor der
Tumorentstehung (=Antigenkontakt) vorhanden und eilbgen gegebenenfalls
entstehende Tumorzellen.

In friheren Studien erkannte man, dass naturliciikérper nicht spezifisch ein
Antigen binden, sondern dass nur bestimmte haufilkommende Antigen-Muster
(sog.patterns) erkannt werden (Hensel, 1999a, 2001a; Janew®&g2)20araus folgerte
man, dass die Bindung von Antigenen durch natieliéintikGrper ,unspezifisch”
erfolgt. Tests ergaben, dass diese Antikorper netem verschiedenen Antigenen
kreuzreagieren (Cote, 1986; Campbell, 1987).

Doch reagieren die naturlichen Antikbrper wahllog werschiedenen Antigenen oder
ist ihr Reaktionsmuster Folge ihrer Aufgabe innéytter Immunabwehr?

17 tumorspezifische naturliche IgM-Antikorper, direder Arbeitsgruppe um Professor
Dr. H. P. Vollmers isoliert und kloniert wurden, wlen auf ihre Kreuzreaktivitat
getestet. Zu den untersuchten Antikdrpern gehdesi Antikorper, die aus Pankreas-

Ca.-Patienten gewonnen wurden (PM-1 und PM-2), Zwdikorper aus Colon-Ca.-



4 Diskussion 50

Patienten (CM-1 und CM-2), ein Antikorper aus eiBeustkrebs-Patientin (M6), ein
Antikorper aus einem Lungen-Ca.-Patienten (LM-iBben Antikérper aus Magen-Ca.-
Patienten (SAM-1, SAM-3, SAM-4, SAM-5, SAM-6, SC-ind PAM-1) und
schlie3lich noch vier Antikérper, die aus gesunBatienten isoliert wurden (NORM-1,
NORM-2, NORM-3, NORM-4).

Das Ziel war herauszufinden, ob bei diesen Antikdmp die alle (mit Ausnahme des
M6) ein spezielles oder verschiedene Tumorgewekenaen kénnen, Kreuzreaktionen
mit anderen Antigenen nachzuweisen sind. Deshaltldevgetestet, ob die IgMs mit
bakteriellen Antigenen wie LPS, PGN, LTS, FlagelHSP 70, bakterieller DNA von
E. coli und Cl. perfringens oder mit denH. pylori-Antigenen CagA und VacA
reagieren. Es handelt sich dabei um solche Molekiige wie nachgewiesen wurde, die
innate Immunabwehr Uber Toll-like-Rezeptoren aktign kdonnen (Takeda, 2005;
Medzhitov, 2001; Pasare, 2004; Takeuchi, 1999; IBeuR004; Schwandner, 1999;
Ramos, 2004; Jurk, 2002; Akira, 2004; Hemmi, 208Qi3erdem sollte gezeigt werden,
ob Kreuzreaktionen mit koérpereigenen Substanzem, zawar Actin, Myosin, den
Intermediarfilamenten Keratin, Desmin und Vimentder humaner DNA bestehen.
Dies sind Antigene, die normalerweise geschitzh@mschlichen Zellen vorliegen und
die bei Zellnekrose freigesetzt werden und so neindmmunsystem in Kontakt
geraten.

Selbstverstandlich kann aus der groRen Anzahl wiigliAntigene, die man sich als in
den Organismus eindringende fremde Strukturen usdka@rpereigene Substanzen
vorstellen kann, immer nur eine kleine Anzahl belb@ft getestet werden.

Bei der Untersuchung der Reaktivitat der AntikOrpeit Tumorgeweben wurde in
friheren Versuchen festgestellt, dass je nach @eadHomologie der Antikbrper zum
kodierenden Keimbahn-Gen mehr oder weniger unterdlithe Tumorgewebe erkannt
werden. Es scheint also auf die Anzahl der Mutatioanzukommen, die ein nattrlicher
Antikorper durchgemacht hat, ob er nur mit einembuart oder mit verschiedenen
Tumoren oder sogar Vorlauferlasionen reagiert (8i€in, 2003b). Es sollte deswegen
untersucht werden, ob diese Tatsache auch bei ke@kironen der natirlichen
Antikorper mit den getesteten Antigenen erkennbaiund ob man allein anhand der
Anzahl erfolgter Mutationen auf die Spezifitat déntikdrper Rickschlisse ziehen

kann.
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Des Weiteren bestand Interesse herauszufinden, i@baus Magen-Ca.-Patienten
gewonnenen Antikorper mit Bestandteilen des Babktesi Helicobacter pylori
kreuzreagieren, denn eine Infektion mit diesem &akin stellt eine Prakanzerose fur

die Entstehung eines Magenkarzinoms dar.

4.1 Auswertung der Versuche nach der Genetik der nérlichen Antikdrper
4.1.1 Auswertung nach dem gemeinsamen Keimbahn-Gen

Wenn man sich die Genetik der getesteten naturicketikbrper genauer betrachtet
(siehe Tab. 2a/b und 3a/b), kann man einige Antddrjeweils zu Gruppen
zusammenfassen und daraufhin untersuchen, ob ellerBemeinsamkeiten im
Bindungsverhalten bestehen und diese auf den geamen Ursprung zurtickzuftihren
sind.

Zunachst soll die Aufmerksamkeit auf die kodierend€eimbahn-Gene gelenkt

werden:

4.1.1.1 Ursprung der schweren Ketten
» Keimbahn-Gen DP-47

Die schweren Ketten der Antikérper PM-1, PM-2, SAMand NORM-1 werden
gemeinsam vom Keimbahn-Gen DP-47 kodiert, wobei@dlr VH3-Familie angehbren.
Zudem sind alle schweren Ketten dieser vier Anpkdrzu 100 % zum Keimbahn-Gen
homolog, sie haben also keine Mutationen durchgbtr@éndlein, 2002, 2003b). Die
einzigen Auffalligkeiten, die sich im Reaktionsnmerstdieser Antikdrper-Gruppe mit
den getesteten Antigenen feststellen lassen, slgdride:

Die Antikdrper PM-1 und NORM-1 reagieren beide k@tnem einzigen der getesteten
Antigene. Der Antikérper PM-2 reagiert dagegen ahiés3lich mit DNA und hat mit
SAM-4 gemeinsam, dass beidE. coli-DNA binden. SAM-4 zeigt vielerlei
Kreuzreaktionen, er bindet namlich nebéncoli-DNA die korpereigenen Antigene
Actin, Myosin und Keratin und das. pylori-Toxin VacA.

Diese Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten lassenvetcler auf den gemeinsamen
Ursprung der schweren Kette vom Keimbahn-Gen DR«tickfihren noch auf die
Tatsache, dass die schweren Ketten aller AntikGapeser Gruppe zu 100 % homolog

zum Keimbahn-Gen sind.
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¢ Keimbahn-Gen DP-49

Die schweren Ketten einer grof3eren Gruppe von Arpigrn stammen vom Keimbahn-
Gen DP-49 ab. Im einzelnen handelt es sich dabed@mAntikdrper SC-1, PAM-1,
CM-1, SAM-3, SAM-5, NORM-4 und SAM-6. Die schweré&tetten der ersten sechs
Antikérper gehoéren der VH3-Familie an, die schw&ette von SAM-6 der VH4-
Familie (Brandlein, 2003b). Diese Antikorper halale eine unterschiedliche Anzahl
von Mutationen gegenuber dem Keimbahn-Gen durchgeima

Wahrend die IgM-Antikorper PAM-1, CM-1, SAM-3 undBl-6 keinerlei Mutationen
der schweren Kette zum Keimbahn-Gen aufweisenddigsl also zu 100 % homolog),
verfugt der Antikorper SAM-5 Uber zwei S-Mutationender CDR (99,3 % Homologie
zum Keimbahn-Gen). S-Mutationen dirften aber imé&bsgtz zu R-Mutationen fir das
Bindungsverhalten der Antikorper keine Rolle speleweil sich die kodierte
Aminosaure-Sequenz des Antikoérpers und damit deSserktur nicht verandert. Die
schwere Kette von NORM-4 hat eine R-Mutation in B& (99,6 % Homologie zum
Keimbahn-Gen) und bei der schweren Kette des Argi& SC-1 handelt es sich um
die am starksten mutierte schwere Kette dieser gg&rufSie verfugt tber vier R- und
zwei S-Mutationen in der FR und zudem noch zwei &ddonen in der CDR (zu 97 %

homolog zum Keimbahn-Gen).

Die nicht mutierten Antikdrper dieser Gruppe (SAMSAM-6, PAM-1 und CM-1)
zeigen relativ viele Kreuzreaktionen mit den getest Antigenen:

Alle vier Antikorper binden zumindest einige korpgienen Antigene, wobei PAM-1
und SAM-6 jeweils die drei gleichen Antigene (ActMyosin und Keratin) erkennen
und SAM-3 und CM-1 jeweils zwei kdrpereigene Antigebinden, wenn auch nur eines
davon (namlich Actin) von beiden gemeinsam erkamnd. Lediglich SAM-6 bindet
E. coli-DNA und alle Antikorper auf3er SAM-3 binden an #agpylori-Toxin VacA.
Wenn man die stillen Mutationen in der schwerent&ebn SAM-5 aul3er Acht lasst
(da sie am Erkennungsmuster des Antikorpers waénrslath nichts andern), kann man
ihn auch zur Gruppe der nicht-mutierten Antikdrpsehnen. SAM-5 zeigt insgesamt in
allen Versuchen die meisten Kreuzreaktionen: Emddtindie drei Antigene Actin,
Myosin und Keratin, bakterielle und humane DNA, #agylori-Toxin VacA, und als

einziger Antikorper im Test zeigt er eine schwaBeaktion mit HSP 70.



4 Diskussion 53

NORM-4, der Uber eine R-Mutation in der CDR verfughdet keines der untersuchten
Antigene.

Der starker mutierte Antikbrper SC-1 zeigte in ®id#n Untersuchungen mit
Tumorgeweben ein sehr spezifisches Bindungsmustgschlie3lich mit Magen-Ca.-
Zellen. Theoretisch musste er wegen seiner hoh&tatationsrate auch mit den
getesteten Antigenen weniger Kreuzreaktionen zeigderdings bindet er wie die
meisten anderen vom Keimbahn-Gen DP-49 kodiertetikémper ebenfalls zwei der
getesteten korpereigenen Antigene (namlich Actid Miyosin), zudem bakterielle und

humane DNA und auch VacA.

Insgesamt féllt auf, dass die Antikorper, derenwsrke Kette vom Keimbahn-Gen
DP-49 kodiert wird, mit Ausnahme des Antikdrpers R®-4 eher Kreuzreaktionen
zeigen als die Gruppe der Antikorper, deren schifetée vom Keimbahn-Gen DP-47
kodiert wird, und zwar unabhangig von der Anzahleléolgten Mutationen.

« Ubrige Keimbahn-Gene

Die schweren Ketten der Antikérper SAM-1, LM-1 u@M-2 stammen jeweils von
anderen Keimbahn-Genen ab (siehe Tab. 2a in ddeitdimg) und kdnnen deshalb

keiner Gruppe zugeordnet werden (Brandlein, 200238).

4.1.1.2 Ursprung der leichten Ketten

Die leichten Ketten der untersuchten naturlicheM-Bntikrper stammen alle mit
Ausnahme der beiden Paare NORM-1 / NORM-3 und SAM-BAM-6 von
unterschiedlichen Keimbahn-Genen ab (Brandlein,3BR0Deshalb lasst sich tber
Gemeinsamkeiten oder Unterschiede im Bindungsvermadiie auf das Ursprungs-Gen
der leichten Kette zurlckzufiihren sein kdnnten, wanig sagen. Sowohl NORM-1
(1R/1S-Mutation in FR) als auch NORM-3 (2R/2S-Migaén in FR), deren leichte
Kette vom Keimbahn-Gen IgLV3-10 abstammt, zeigten den Versuchen keine
Kreuzreaktionen mit den getesteten Antigenen.

SAM-1 (keine Mutationen) und SAM-6 (1R-Mutation FR) erkennen beide Actin,
Keratin und VacA. Beim SAM-6 kommen noch Myosin ubadoli-DNA hinzu.
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Auch hier lassen sich aber keine Ruckschlisse zjeble das Reaktionsmuster der
Antikorper in irgendeiner Weise etwas mit der Herfkuder leichten Ketten oder der

Anzahl der Mutationen in der leichten Kette zu ha.

4.1.2 Auswertung der Ergebnisse nach der Gesamtzahl der raikorper-

Mutationen

Zudem kann noch betrachtet werden, ob die Gesamtdah Mutationen das
Bindungsverhalten der Antikdrper beeinflusst.

Das Reaktionsmuster der humanen natirlichen IgMkArger mit Tumorgeweben
wurde in friheren Studien mit der Mutationsrateglienen. Dabei fiel auf, dass es eine
deutliche Korrelation zwischen der Anzahl von Migaén und dem Reaktionsmuster
gab. Keimbahncodierte Antikdrper ohne MutationerANP1, PM-2, SAM-4 und
SAM-3) reagierten immer mit einem breiten Spektrurarschiedener Tumore,
wohingegen das Spektrum der Reaktionen mit steggedahl von Mutationen abnahm
(SC-1, CM-2, SAM-5) (Brandlein, 2003b). PAM-1 (100 homolog zum Keimbahn-
Gen) hat z.B. mit fast allen getesteten Tumorgewakeagiert, wahrend SC-1 (97 %
homolog zum Keimbahn-Gen) nur an Magen-Ca.-Sieggigllen gebunden hat. Dies
fuhrte zur Annahme, dass wenige MutationsereigrisseReaktionsmuster bestimmen
konnten. Je nach Grad der Homologie der Antikdguen kodierenden Keimbahn-Gen
und somit der Zahl durchgemachter Mutationen solttee Antikbrper also mehr oder
weniger unterschiedliche Tumorgewebe erkennen (Beém 2003b).

Nach den Ergebnissen der Versuche mit kérpereigérdigenen und bakteriellen
Antigenen ist es aber nicht moglich, diese Festistg) die aufgrund der Bindung von
Tumorgeweben getroffen wurde, einfach auf das Reakhuster der nattrlichen
Antikdrper mit anderen Antigenen zu Ubertragen:

Nimmt man nur auf die R-Mutationen in den CDRs Riictkt, so hat der Antikorper
CM-2 die meisten Mutationen (sieben) vorzuweis@sofern wirde die Behauptung
auf diesen Antikorper gut zutreffen, denn in sé&heéin Versuchen reagierte der CM-2-
Antikorper negativ. Die Antikorper SC-1 (funf R-Mationen) und SAM-5 (vier R-
Mutationen) mussten aber der Theorie nach auchiwedpezifisch binden und nur

wenige Kreuzreaktionen zeigen, jedoch ist genauGlkegenteil der Fall: Denn SAM-5
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ist derjenige Antikdrper, der die meisten Kreuztealen aller getesteten naturlichen
IgM-Antikorper an den Tag legt.

Antikorper, die keine Mutationen in den CDRs habemjssten mit sehr vielen

Antigenen kreuzreagieren. Das wird beispielsweligelddie Antikbrper SAM-6, PAM-

1 oder LM-1 bestatigt. Andere Beobachtungen, z.dBs Reaktionsverhalten der
Antikorper PM-1 oder NORM-1, die beide keinerleieizreaktionen zeigen, sprechen

dagegen.

Auch wenn nicht nur die Zahl der R-Mutationen imd@DR, sondern die Gesamtzahl
aller R- und S-Mutationen in den CDRs und FRs lobtet wird, lassen sich &hnliche
Feststellungen treffen:

Denn SC-1, SAM-5 und CM-2 weisen nicht nur vieldVRtationen in den CDRs auf,
sondern haben alle drei insgesamt 16 R-und S-Muiati in den CDRs und FRs. Die
Anzahl der Kreuzreaktionen ist aber wie oben besbbn sehr unterschiedlich und
reicht von keiner Kreuzreaktion bis hin zu siebemugreaktionen mit den getesteten
Antigenen.

Andere Antikorper, die nur eine oder gar keine Nlota aufweisen (z. B. SAM-6,
LM-1, SAM-1, SAM-3), mussten theoretisch viele Kreeaktionen zeigen, was
wiederum in den meisten Versuchen bestatigt wird.

Die weiteren Antikorper, die in den Versuchen kekweuzreaktionen zeigten (alle
NORMs und PM-1) weisen eine grof3e VariationsbraiteMutationen auf: Sie reicht
von insgesamt zwei Mutationen (NORM-1) uber dreOffM-2, PM-1) und vier
(NORM-4) bis hin zu acht Mutationen (NORM-3).

4.2 Gegenuberstellung: Antikérper aus Magen-CalPatienten vs. Antikérper aus

Patienten mit anderen Tumoren

Die Antikdrper aus Tab. 1 lassen sich auch nachr ikterkunft aus verschiedenen
Tumor-Patienten einteilen. Eine grof3e Anzahl vorik&mpern stammt aus Patienten,
die an einem Magenkarzinom erkrankt waren. Es Hasa dabei um die Antikorper
SAM-1, SAM-3, SAM-4, SAM-5, SAM-6, PAM-1 und SC-Diese kann man der
Gruppe von Antikérpern gegentber stellen, die aasugden Probanden oder an

anderen Tumoren erkrankten Patienten isoliert wurbBéese Gruppe wird gebildet von
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den Antikérpern PM-1, PM-2, LM-1, CM-1, CM-2, M6, ORM-1, NORM-2, NORM-3
und NORM-4.

Auffallig ist, dass alle Antikorper, die mit keinender getesteten Antigene
kreuzreagieren, zur Gruppe der Antikérper gehédenaus Nicht-Magen-Ca.-Patienten
gewonnen wurden.

Alle aus Magen-Ca.-Patienten isolierten Antikorpeit Ausnahme des IgM SAM-3
zeigen eine Kreuzreaktion mit dermdelicobacter pylori-Toxin VacA. Und alle
Antikorper, die eine positive Reaktion bei der Ibition mit VacA zeigen, reagieren
immer auch mit Actin positiv und dazu noch mit nestens einem der beiden Antigene
Myosin und Keratin. Von allen aus Magen-Ca.-Paéientisolierten nattrlichen
Antikérpern werden also wenigstens zwei kérperesgéntigene gebunden.

VacA schadigt die Epithelzellen des Magens und shit die dauerhafte
Entzindungsreaktion im Magen verantwortlich seirudein soll es gleichzeitig
iImmunsuppressiv wirksam sein, indem es die T-ZéliMderung, T-Zell-Proliferation
und Antigen-Prasentation und damit die erworbenemumabwehr hemmt
(Boncristiano, 2003; Gebert, 2003; Montecucco, 2@laser, 2004). Die Erkennung
des Toxins VacA durch natirliche Antikorper kdnatso eine alternative Moglichkeit
des Organismus zur Erkennung und Bekampfung éineylori-Infektion darstellen,
zumal da VacA so gut wie von alléh pylori-Stammen gebildet wird.

Als einzige Antikérper, die nicht aus Magen-Ca.i®taen isoliert wurden, reagierten
LM-1 und CM-1 mit VacA positiv.

Keine Kreuzreaktionen entstehen hingegen bei deriation aller Antikdrper mit dem
H. pylori-Antigen CagA, das von besonders pathogenen Stanemmrmiert wird, die
zu einer hoheren Pravalenz und Intensitat einetefchautatrophie und intestinalen
Metaplasie fihren, wodurch das Risiko einer Magenkam-Entstehung deutlich

erhéht wird.

4.3 Diskussion der Kreuzreaktionen der nattrlicherAntikdrper mit kdrpereigenen

Antigenen

Wahrend mehr als die Halfte der Antikdrper mit Actind zusatzlich mit mindestens
einem der beiden Antigene Myosin und Keratin pesiiagierten, fuhrte die Inkubation
aller Antikdrper mit den Intermedidrflamenten Vimem und Desmin zu einer

negativen Reaktion. Dies bedeutet jedoch nichts dasse Molekile grundsatzlich nicht
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von naturlichen IgM-Antikérpern gebunden werdemrdeielleicht ist dies die Aufgabe
eines anderen Pools nattrlicher Antikorper.

Die IgM-Antikorper CM-1 und SC-1 erkannten in deerSuchen die Antigene Actin
und Myosin; Actin und Keratin wurde dagegen von demikérpern SAM-1 und
SAM-3 gebunden. Bei PAM-1, SAM-4, SAM-5, SAM-6 ubt1-1 kam mit all diesen
drei korpereigenen Antigenen eine positive Reaktiastande.

4.4 Diskussion der Kreuzreaktionen der nattrlicherAntikérper mit bakteriellen

Antigenen

Bei den Versuchen stellte sich auch heraus, dass dem getesteten naturlichen
Antikorpern keine der bakteriellen Antigene erkammrden, die als Aktivatoren der
natirlichen Immunabwehr durch Toll-like-Rezeptordantifiziert wurden. So konnte
weder Lipopolysaccharid gram-negativer Bakteriergchn Lipoteichonsaure oder
Peptidoglykan gram-positiver Bakterien von den ritien AntikGrpern gebunden
werden. Auch die Inkubation der Antikdrper mit Fédiop blieb in allen Fallen negativ.
Lediglich Heat Shock Protein 70 wurde von SAM-5,nweauch nur sehr schwach,
erkannt. Es zeigte sich also, dass die getesteai@mlichen Antikdrper nicht mit diesen
bakteriellen  Antigenen kreuzreagieren, wie man diesufgrund friherer
Forschungsergebnisse héatte erwarten konnen (CO&%; ICampbell, 1987; Lloyd,
1989; McKnight, 1990; Pfaff, 1990; Konishi, 1993dfon, 1996; Boes, 1998, 2000;
Ochsenbein, 1999). Vielleicht handelte es sich dmeeém grof3en Teil dieser damals
festgestellten Kreuzreaktionen von natirlichen Kirpern nur um unspezifischia
vitro Artefakte, die im hier durchgefiuihrten ELISA nichtftraten, und nicht um
spezifische Bindungsreaktionen. Selbstverstandligre aber auch vorstellbar, dass die
getesteten IgM-Antikdrper aus Tab. 1 eher tumoi§igeld reagieren und damit nur

wenige Kreuzreaktionen mit bakteriellen Antigeneigen.

4.5 Auswertung der Kreuzreaktionen der naturlichenAntikorper mit DNA

Bei den Inkubationsversuchen der nattrlichen Ampkd mit DNA zeigte erstmals der
Antikdrper PM-2 Kreuzreaktionen. Mit allen getestet Antigenen zeigte dieser
natirliche Antikorper keine Reaktionen, nur die tiag mit humaner Plazenta-DNA
undE. coli-DNA ergab ein positives Ergebnis. Es handelte daibei nicht nur um ein

positives Ergebnis, sondern um die starksten Rmadati aller Antikbrper mit DNA



4 Diskussion 58

Uberhaupt. Wie PM-2 reagierten auch SAM-5 und Sovtohl mit humaner Plazenta-
DNA als auch mitE. coli-DNA positiv. Die Antikérper LM-1, SAM-4 und SAM-6
haben nurE. coli-DNA, jedoch keine humane DNA gebunden. Und alleleaen
getesteten IgM-Antikorper erkannten gar keine DIB&sonders auffallig war, dass bei
den beiden Versuchen mit bakterieller DNA kein kdtper mitCl. perfringens-DNA
reagierte, wahrend immerhin sechs der 17 AntikoEpeoli-DNA gebunden haben. Ein
Grund dafir kénnte die unterschiedliche DurchstbgitRe der eingesetzten DNA-
Fragmente sein. Die Durchschnittsgré3e Eecoli-DNA-Bruchstiicke betrug ungeféahr
16 kb und war damit genauso grol3 wie die verwend€@gmente der humanen
Plazenta-DNA. Die Molekile defl. perfringenssDNA waren dagegen auf eine
DurchschnittsgrofRe von annaherungsweise 24kb fegtgees kénnte also sein, dass
die réumlichen Strukturen der gréReren DNA-Bructistli von den natirlichen
Antikorpern nicht erkannt werden. Als weiterer Gduwaren z. B. unterschiedliche
Methylierungszustande der verwendeten Desoxyridems&uren denkbar.

4.6 Antikorper ohne Kreuzreaktionen

Bei Betrachtung der Ubersichtstabellen (Tab. 6ad/b¢r die Kreuzreaktionen aller
natirlichen Antikorper (Tab. 1) mit den getestetemtigenen fallt auf, dass einige
Antikorper tberhaupt keine Kreuzreaktionen mit dreé\ntigenen zeigen. Dazu gehort
zum einen der aus einer Brustkrebspatientin gewmnihgM-Antikbrper M6, der nicht
nur mit den untersuchten kérpereigenen und baKerieAntigenen keine Reaktion
zeigte, sondern auch in friheren Versuchen mit Tgeweben immer negativ
reagierte. Ebenso ergibt sich aus der InkubationAaeikorper CM-2 und PM-1 mit
den untersuchten Antigenen keine Bindungsreak#onden natirlichen Antikdrpern,
die keine Kreuzreaktionen zeigen, gehdren aulRerdiégnaus gesunden Probanden
isolierten NORM-Antikorper.

Die genannten naturlichen Antikdrper scheinen seimorspezifisch zu reagieren.
Vielleicht erkennen sie keine in der Evolution kenserten Strukturen mehr, sondern
binden an andere Moleklle oder modifizierte Kohialrthtreste auf Rezeptoren, die
spezifisch auf Tumorzellen vorkommen. Die Antikgrpd-1, NORM-1 und NORM-2
bindet zwar keine der getesteten Antigene, abeesigieren mit vielerlei verschiedenen
Tumorgeweben. Es muss sich also bei den jeweilgjefantigenen um Rezeptoren

handeln, die auf vielen Tumorzellen vorhanden sind deren raumliche Strukturen
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keine Ahnlichkeiten mit den getesteten Antigenefwaisen. AuRerdem miissen die
entsprechenden Rezeptoren spezifisch auf Tumorgeweh finden sein, denn an
Normalgewebe binden die Antikdrper ebenso wie angditesteten Antigene nicht. Der
Antikdrper CM-2 hingegen scheint nur einen spegielRezeptor zu erkennen, der
alleine auf Tumorzellen kolorektaler Adenokarzinonsekommt. Denn nur hier ergibt
sich eine positive Reaktion mit CM-2, andere Tumader gesundes Gewebe werden

wie die untersuchten Antigene nicht gebunden.

4.7 Bisher bekannte Rezeptoren fur tumorspezifischeaturliche IgM-Antikdrper

Bisher erforscht wurde z. B. der Rezeptor des heali@n IgM-Antikdrpers SC-1. Es
handelt sich hierbei um eine 82 kD-Isoform von CD&2AF, decay-accelerating
factor), die Uber einen GPI-Anker in der Membrabgeden ist und die zusammen mit
der ,normalen“ 70 kD-Isoform spezifisch auf Magerdgtaom-Zellen Uberexprimiert
wird. Die Bindung von SC-1 an seinen Rezeptor imglischliellich die Tumorzell-
Apoptose (Hensel, 2001b; Brandlein, 2002; Vollm@&@05a). Da der SC-1-Rezeptor
spezifisch auf Magenkarzinom-Zellen zu finden ésklart sich die Tatsache, dass SC-1
mit keinen anderen Tumor- und Normal-Geweben reagide von SC-1 erkannten
Kohlenhydrat-Strukturen der 82 kD-Isoform von CD®&lissen Ahnlichkeit mit
raumlichen Strukturen von Actin, Myosin, DNA und ¢4 haben, mit denen SC-1
kreuzreagiert.

Ein weiterer bisher bekannter Rezeptor eines dersunchten natirlichen Antikorper ist
der Rezeptor fur PAM-1. Dieser Antikérper bindet ame post-transkriptionell
modifizierte 130 kD-Isoform von CFR-1. Der CFR-1MAL-Rezeptor ist auf der
Membran fast jeder epithelialer Tumoren/Karzinomeden Typs und Ursprungs
exprimiert. Dagegen ist er auf gesundem Gewebet mabhweisbar (Hensel, 2001a;
Bréandlein, 2002, 2003c; Vollmers, 2005a, 2005b)ei™n konnte gezeigt werden, dass
der Rezeptor auf Prakanzerosen verschiedener Tuexqmémiert wird. Dies erklart,
warum PAM-1 mit zahlreichen verschiedenen Tumordeme und Prakanzerosen
reagiert. Die Kohlenhydrat-Strukturen auf der voAMR1 erkannten CFR-1-Isoform
missen Ahnlichkeiten mit den Actin-, Myosin-, KémaMolekiilen und VacA haben,
mit denen der Antikdrper kreuzreagiert.

Das Reaktionsmuster der nattrlichen AntikdrperTaitnorzellen ist also abhangig von

der Lokalisation der erkannten Rezeptoren und l&nwte Beobachtungen vermuten
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lassen, aul3erdem von der Zahl durchgemachter Muogati bestimmt werden. Ob
weitere Kreuzreaktionen auftreten, hangt davon alb, die jeweiligen Antigene
strukturelle Ahnlichkeiten mit den entsprechendetirgzeptoren aufweisen. Es konnte
jedoch nicht nachgewiesen werden, dass die Krekizvgat der Antikdrper mit

anderen Antigenen vom Homologie-Grad zum Keimbakn-&bhangig ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sidermajetesteten nattrlichen IgM-
Antikdrpern um recht tumorspezifische Antikérper ntalt, da weit weniger
Kreuzreaktionen auftreten, als man aus friheredi&tuhatte schlieen kénnen. Bei
einigen Antikorpern ergeben sich keinerlei Kreuktismen mit den untersuchten
Antigenen. Antikdrper, bei denen sich Kreuzrealgiorfeststellen lassen, stammen
Uberwiegend aus Patienten, die an einem Magenkenzarkrankt waren. Alle positiv
reagierenden Antikorper erkennen zumindest zwegpéi@igene Antigene und mit einer
Ausnahme zugleich dds. pylori-Toxin VacA. Nur wenige Kreuzreaktionen folgen aus
der Inkubation der Antikérper mit humaner oder bakiler DNA. Mit den Ubrigen
getesteten bakteriellen Antigenen ergeben sicim-enser Ausnahme abgesehen - keine
Kreuzreaktionen, woraus man schlieBen kann, daserhalb der Familie der
natirlichen Antikdrper verschiedene Pools an Anmpkdn existieren miussen, denen
verschiedene Aufgaben zuteil werden. Es gibt, wefalheren Forschungsergebnissen
bekannt ist, natlrliche Antikérper, die den Orgamis im Kampf gegen eindringende
Pathogene unterstlitzen und zudem andere natuAictiedrper, die eher die Aufgabe

haben, transformierte Zellen zu beseitigen.
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5 Zusammenfassung

Am Pathologischen Institut der Universitadt Wirzbwrgrden aus Tumorpatienten und
gesunden Probanden mit Hilfe der humanen Hybriddewhnologie (Trioma Technik)
natirliche IgM-Antikérper gewonnen, die Rezeptoranf Tumorzellen erkennen.
Naturliche Antikorper bilden innerhalb der innatermunabwehr eine Immunpatrouille
auf der Suche nach eindringenden Pathogenen unsfdrenierten Zellen. Aufgrund
friherer Forschungsergebnisse ging man davon aass aaturliche Antikorper
.unspezifisch* reagieren, da sie lediglich sich déeéholende, in der Evolution
konservierte Antigen-Muster von Pathogenen erkenhredieser Arbeit wird gezeigt,
dass naturliche Antikérper nicht ,unspezifisch* geaen, sondern dass verschiedene
Pools naturlicher Antikdrper existieren und in Abb#keit von ihren Aufgaben
verschiedene Antigene ,oligospezifisch* erkannt aegr. Dazu wurden zum einen
Kreuzreaktionen der isolierten natirlichen Antik&rmit den kdrpereigenen Antigenen
Actin, Myosin, Keratin, Desmin, Vimentin und humaR&zenta-DNA untersucht, und
zum anderen getestet, ob bakterielle Antigene W8,LLTS, PGN, Flagellin, HSP 70,
E. coli- und Cl. perfringens-DNA und dieH. pylori-Antigene CagA und VacA erkannt

werden.

Insgesamt ergeben sich aus der Inkubation der é&migt mit den getesteten Antigenen
weit weniger Kreuzreaktionen als man nach bisharigetersuchungen mit nattrlichen
Antikorper hatte erwarten koénnen. Die isolierten tiR@rper reagieren recht
tumorspezifisch; nur wenige erkennen DNA, und hadfle Antigene werden mit
Ausnahme des getesteten VacA praktisch nicht gebundie Gberwiegende Zahl an
Kreuzreaktionen ergibt sich mit einigen normaleseeiintrazellular vorliegenden
Antigenen. Einige der naturlichen IgM-Antikorper igen sogar keinerlei
Kreuzreaktionen mit den getesteten Antigenen. Eisamhmenhang der Reaktionsweise
der Antikérper mit dem genetischen Ursprung oder Bezahl durchgemachter
Mutationen konnte nicht hergestellt werden. Die dwspezifische Reaktionsweise der
getesteten Antikorper unterstreicht deren Eignuagatentielle Immuntherapeutika fir

die Behandlung von Tumorerkrankungen.
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