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Einleitung I

1. Einleitung

1.1. Einfithrung in das Arbeitsthema

Rhabdomyosarkome (RMS) sind hochmaligne embryonale Weichteiltumoren und zahlen zu den
haufigsten soliden malignen Tumoren des Kindesalters (Ubersicht bei Meyer et Spunt 2004). Die
Inzidenz in der weiBen Bevolkerung betragt 4,4 Félle pro 1 Million Kinder unter 15 Jahren
pro Jahr. RMS gehen von undifferenzierten, pluripotenten Mesenchymzellen aus und werden
histopathologisch in einen selteneren alveoldren (@RMS) und einen haufigeren embryonalen
(eRMS) Subtyp unterteilt. Letzterer ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

Mithilfe multimodaler Therapieprotokolle werden heutzutage ca. 70 % der Patienten mit lokali-
siertem RMS dauerhaft geheilt. Im Gegensatz dazu Uberleben derzeit trotz intensivierter
Behandlung nur ca. 20 % der Patienten mit metastasierter Erkrankung. Die toxische Kombina-
tionstherapie birgt das Risko unerwinschter Spatfolgen wie etwa Kardiomyopathie, Leber-
und Nierenschaden oder die Entwicklung von Zweitmalignomen. Um die therapiebedingte
Morbiditat zu vermindern und die Heilungsrate zu verbessern, hat man deshalb in den letzten
Jahren nach erganzenden neuen Therapieansdtzen gesucht.

Die Beobachtung spontaner Regressionen bei verschiedenen Karzinomen des Erwachsenenalters
aber auch bei Neuroblastomen von Kindern fUhrte zu der Annahme, dass bestimmte Tumor-
proteine als Antigene fungieren und im Patienten eine tumor-spezifische Immunantwort auslo-
sen kénnen, welche die Elimination von Tumorzellen bewirkt.

Die Identifizierung tumorassoziierter Antigene (TAA) stellt die Grundlage antigenspezifischer
Immuntherapiestrategien dar. Mit Hilfe von Antigenen, die ausschlieBlich oder Gberwiegend von
Tumorgewebe exprimiert werden, werden Tumorvakzine entwickelt, die die Heilungsrate tber
humorale und zelluldre Effektormechanismen verbessern sollen, ohne dabei die Toxizitat der
Therapie wesentlich zu erhdhen. Erste immuntherapeutische Studien an Patienten mit verschie-
denen soliden Tumoren und hdamatologischen Neoplasien sind in Deutschland angelaufen.

TAA sind nicht nur im Hinblick auf immuntherapeutische Ansatze interessant, sondern kénnen
dartberhinaus von diagnostischer und prognostischer Relevanz sein. Der sensitive Nachweis von
tumorspezifisch exprimierten Transkripten z.B. in Knochenmark, Lymphknoten oder Blut, aber
auch der serologische Nachweis von Antikdrpern (Ak) gegen TAA kann beim Screening
auf Tumorerkrankungen, zur Beurteilung des Therapieerfolges oder zur Friherkennung von
Rezidiven geeignet sein.

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte wurden verschiedene Verfahren zur Identifizierung von Tumor-

antigenen entwickelt. 1970 etablierte Lloyd Old das Verfahren der ,autologen Typisierung”, bei
dem autologe Tumorzellen, normale Zellen und Serum in umfangreiche Absorbtionsanalysen
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I Einleitung

eingesetzt wurden. Lloyd Old konnte mit der ,autologen Typisierung” zeigen, dass Ak im Serum
von Tumorpatienten an Strukturen binden, die nur von autologen Tumorzellen, nicht aber von
normalen autologen Zellen exprimiert werden. Diese Beobachtung lieferte Hinweise auf das
Vorhandensein tumorspezifischer Antigene und auf die Induktion einer spezifischen humoralen
Immunantwort bei Tumorpatienten. Lloyd Old standen jedoch noch nicht die notwendigen
molekularbiologischen Techniken zur molekularen Charakterisierung dieser Antigene zur Ver-
flgung.

Einige Jahre spater wurden verschiedene Verfahren beschrieben, die die Identifizierung und
molekulare Charakterisierung von Tumorantigenen mithilfe tumor-spezifischer autologer
T-Lymphozyten erlaubten. Diese Verfahren sind jedoch alle von der Verflgbarkeit etablierter
Tumorzelllinien flr die repetitive T-Zell-Stimulation und weiter von der erfolgreichen Generation
tumorspezifischer T-Zell-Klone abhangig. Die meisten Malignome, so auch das RMS, sind jedoch
schwer in vitro zu kultivieren, und die Generation von T-Zell-Klonen ist langwierig und nicht
selten unmaoglich.

Im Gegensatz dazu ist das von Michael Pfreundschuh und seinen ehemaligen Mitarbeitern
Ugur Sahin und Ozlem Tireci entwickelte SEREX-Verfahren (,Serological Analysis of
Recombinant cDNA Expression Libraries”) zur lIdentifizierung von Tumorantigenen weder
abhangig von der Verfligbarkeit tumorspezifischer T-Zell-Klone noch von der Proliferation von
Tumorzellen in vitro. Dieses Verfahren nutzt die humorale Immunantwort als Sonde zur
Identifizierung von TAA in einer cDNS-Expressionsbibliothek aus primarem Tumorgewebe. Das
Verfahren stellt eine indirekte Methode dar, um Antigene zu identifizieren, die von CD4-positi-
ven Helfer-T-Lymphozyten (HTL) und teilweise von CD8- positiven, zytotoxischen T-Lymphozyten
(CTL) erkannt werden.

SEREX-Analysen fuhrten in den letzten zehn Jahren zur Identifikation von mehr als 1000 tumor-
assoziierten Antigenen verschiedener Tumorentitdten. Zunachst waren mit diversen Karzinomen
Uberwiegend Malignome untersucht worden, die typischerweise im Erwachsenenalter auftreten.
Typische Tumoren des Kindesalters wurden erst kirzlich zum Gegenstand systematischer
Tumorantigen-Suchen. RMS wurden bislang mit keiner der genannten Antigen-Suchverfahren
einschlieBlich der SEREX-Methode untersucht.

1.2. Fragestellung der Arbeit

Hinweise darauf, dass RMS vom Immunsystem erkannt werden und Zielstrukturen fir immun-
therapeutische Verfahren aufweisen kénnten, lieferten unterschiedliche Befunde. Zum einen
konnten kurzlich Tumorantigen-Transkripte, die urspringlich in anderen Tumorentitaten identi-
fiziert worden waren, mithilfe der Reversen Transkription und Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR) auch in RMS-Gewebe nachgewiesen werden. Zum anderen wurde Uber Erkennung
eines RMS-spezifischen Fusionsproteins durch periphere T-Lymphozyten berichtet.
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Einleitung I

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten deshalb Tumorantigene des eRMS identifiziert
werden. Als Suchverfahren sollte die SEREX-Methode eingesetzt und ihre Effizienz durch gleich-
zeitige Anwendung von Seren mehrerer RMS-Patienten gesteigert werden.

Um die mogliche klinische Bedeutung der SEREX-definierten Antigene naher aufzuklaren, soll-
ten die cDNS-Sequenzen der klonierten Antigene zunadchst einer Homologierecherche anhand
groBer cDNS-Datenbanken zugefiihrt werden. Die Homologierecherche sollte anzeigen, ob es
sich bei den Antigenen um bekannte, molekular alterierte oder neue Genprodukte handelte.

Um die Spezifitdt der humoralen Immunantwort zu klaren, sollte anschlieBend getestet werden,
ob antigenspezifische Ak auch im Serum von Gesunden und/oder von anderen padiatrischen
Patienten mit derselben oder einer anderen malignen Erkrankung vorkommen. Diese
Untersuchungen sollten Autoantigene von Tumorantigenen unterscheiden und Hinweise darauf
geben, ob ein Tumorantigen nur individuell oder im Sinne eines gemeinsamen Antigens fir die
Behandlung mehrerer Patienten von Bedeutung sein kénnte.

Um das Expressionsmuster der interessantesten Antigene zu beschreiben, sollten schlieBlich RT-
PCR-Analysen an gesunden und maligne transformierten Geweben durchgefihrt werden. Diese
Experimente sollten Antigene mit méglicherweise tumorspezifischen Epitopen identifizieren, da
diese fur die Entwicklung gut vertraglicher Vakzine entscheidend sind. Besonderes Augenmerk
sollte bei den Expressionsanalysen auf neue Proteine und Antigene mit neuen molekularen
Charakteristika gelegt werden.

1.3. Rhabdomyosarkome
1.3.1. Histopathologie

RMS zeigen histologisch, immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch eine eindeutig
erkennbare Differenzierung von Skelettmuskelfasern oder ihren Vorstufen, den Rhabdomyo-
blasten. Histologisch werden bei den im Kindesalter vorkommenden RMS das embryonale
(eRMS) und das alveoldre RMS (aRMS) unterschieden (Parham et al. 2001).

Beim eRMS, das ca. 70 % der RMS im Kindesalter ausmacht und vorwiegend im Kopf-, Hals-
und Urogenitalbereich lokalisiert ist, findet man Zellen aller Stadien der Myogenese. Die kleinen,
runden, weniger differenzierten Zellen haben einen hyperchromatischen Kern und wenig
eosinophiles Zytoplasma. Neben diesen weniger differenzierten Zellen zeigen die besser differen-
zierten spindelférmigen Zellen eine Querstreifung. Subtypen des eRMS sind das spindelzellige
und das botryoide RMS. Die botryoide Variante, die fast ausschlieBlich bei Kindern gefunden
wird, weist eine subepitheliale dichte Schicht aus kleinzelligen, undifferenzierten Tumorzellen
auf. Die ,traubendhnliche” Form, in der diese Tumoren auftreten, gab dieser Variante ihren
Namen (Newton et al. 1995, Parham et al. 2001).
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I Einleitung

Das aRMS zeigt ein charakteristisches Gewebemuster in Form von bindegewebigen Septen,
die an pulmonale Alveolen erinnern. Ein Teil der kleinen, runden Tumorzellen haften diesen
alveolaren Strukturen an, wahrend die Ubrigen Zellen in Haufen innerhalb dieser sogenannten
Alveolen liegen. Zu dieser Kategorie der RMS wird der solide alveolare Tumor gerechnet, der
durch das Fehlen bindegewebiger Septen gekennzeichnet ist (Parham et al. 2001). Haufige
Lokalisation des aRMS, das im Erwachsenenalter haufiger auftritt als im Kindesalter, sind die
Extremitaten.

1.3.2. Molekularpathologie

Fur die beiden histopathologischen Untergruppen wurden verschiedene charakteristische Ver-
anderungen auf molekularer Ebene gefunden, die mdéglicherweise bei der Pathogenese eine
Rolle spielen.

Als charakteristische molekulare Veranderung fur das aRMS wurde die Translokation
zwischen dem langen Arm von Chromosom 2 und dem langen Arm von Chromosom 13
[t(2;13)(g35;914)] beschrieben (Turc-Carel et al. 1986, Olsen et al. 2002). Diese Translokation
bewirkt die Fusion des PAX3-Gens mit dem FKHR-Gen. Man vermutet, dass das PAX3-Gen
wahrend der frihen muskuldren Entwicklung die Transkription steuert. Das FKHR- (Forkhead)
Gen ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor (Dagher et Helman 1999). Wesentlich seltener fusio-
niert das FKHR-Gen auf Chromosom 13 mit dem PAX7-Gen auf Chromosom 1 [t(1;13)(p36;q14)].
Zytogenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass etwa 70 % der aRMS die Translokation
(2;13)(935;914) bzw. t(1;13)(p36;q14) aufweisen (Gil-Benso et al. 2003). Patienten, deren Tumor
das PAX3-FKHR Protein exprimieren sind oft alter und haben eine schlechtere Prognose als
diejenigen Patienten, deren Tumor die Fusion des PAX7-Gens mit dem FKHR-Gen aufweist (Kelly
et al. 1997, Raney et al. 2001, 2).

Im Gegensatz zum aRMS sind diese Translokationen beim eRMS nicht nachzuweisen.
Demgegenlber findet man beim eRMS haufig einen Verlust der Heterozygotie an der Stelle des
kurzen Arms von Chromosom 11, an der das Gen fur den insulin-like growth factor Il (IGF-II)
lokalisiert ist (11p15.5) (Scrable et al. 1989, Morison et Reeve 1998). Diese molekulare Verande-
rung bewirkt eine Uberproduktion von IGF-Il, was zu einer Stimulation von Tumorzellen und
somit zum Wachstum des Tumors fuhrt (El-Badry et al. 1990).

Neben dieser strukturellen Chromosomenveranderung wurden auch numerische Aberrationen
beim eRMS beschrieben. Der DNS-Gehalt der einzelnen Tumorzellen kann zwischen dem 1,1- bis
1,8-fachen des DNS-Gehaltes einer normalen Zelle liegen. Neben diploiden Chromosomensatzen
findet man auch hyperdiploide Chromosomensatze (Dagher et Helman 1999). Diese
Veranderung in der Ploidie, die in Tumorzellen zur Verdoppelung von Chromosomenzahlen
fuhrt, wurde bei eRMS fur die Chromosomen 2, 8, 12 und 13 beschrieben (Anderson et al. 1999,
Pandita et al. 1999).
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Fur das eRMS wurde auBerdem eine erhohte Expression der fetalen Untereinheit des
Acetylcholin-Rezeptorproteins (yAchR) beschrieben (Gattenldhner et al. 1998). Die mRNS von
vAchR kann als Target fir die RT-PCR basierte Diagnose dienen.

Tumorsuppressorgene unterdriicken unter physiologischen Bedingungen die Wirkungen von
wachstumsfordernden bzw. transformierenden Genen und kontrollieren so die Zellproliferation.
Mutationen dieser Gene kdnnen zur Entstehung von malignen Tumoren fihren. Eines dieser
Tumorsuppressorgen-Produkte ist p53. Neben verschiedenen Tumoren wie Osteosarkomen,
Ewing-Tumoren, Leiomyosarkomen und Liposarkomen wurden Veranderungen des p53-Gens
auch bei RMS gefunden (de Alava et al. 2000, Toguchida et al. 1992, Latres et al. 1994, Hainaut
et al. 1997, Takahashi et al. 2004). Bei RMS-Patienten, die zum Diagnosezeitpunkt jinger als drei
Jahre waren, wurden Keimzellmutationen im p53-Gen dokumentiert (Diller et al. 1995).

Onkogene spielen bei der Vermittlung von Signalen von der Zelloberflache in den Zellkern eine
entscheidende Rolle und steuern so die Proliferation und Differenzierung einer Zelle. Ebenso wie
bei den Tumorsuppressorgenen kénnen Mutationen innerhalb der Onkogene zu unkontrollier-
tem Wachstum von Tumorzellen fuhren. Mutationen des ras Onkogens sowie die veranderte
Expression des MET Onkogens wurden beim RMS beschrieben (Pulciani et al. 1982, Chardin
1985, Ferracini 1996). Eine weitere Studie Gber RMS kam zu dem Schluss, dass die Amplifikation
des Myc Onkogens, das fir ein DNS-bindendes Protein kodiert, auf den alveoldaren Subtyp
beschrankt ist (Dias et al. 1990).

Ob die beschriebenen Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen an der
Pathogenese des RMS beteiligt sind oder bei der Progression des Tumors entstehen, ist noch
nicht eindeutig geklart.

1.3.3. Stadieneinteilung
Derzeit existieren zwei verschiedene Systeme fir die Stadieneinteilung von RMS.

Die postchirurgisch-histopathologische Stadieneinteilung erfolgt in Anlehnung an die
Intergroup Rhabdomyosarcoma Study (IRS). Die Einteilung der Patienten in eine von vier
Gruppen ist abhangig von der nach chirurgischer Resektion verbliebenen TumorgréBe und dem
Vorhandensein von Metastasen zum Zeitpunkt der Diagnose. Obwohl diese Einteilung im
Hinblick auf den Einsatz verschiedener Therapiekonzepte sinnvoll erscheint, gibt es auch
Kritikpunkte. Die Beurteilung der TumorgréBe nach erfolgter Resektion ist abhangig von den
technischen Maglichkeiten und der Erfahrung der Operateure. Dadurch wird ein Vergleich von
Patienten, die in unterschiedlichen Krankenhdusern behandelt werden erschwert. Ein weiterer
Kritikpunkt besteht darin, dass diese Stadieneinteilung wichtige prognostische Faktoren wie die
TumorgréBe bei Diagnose und die Lokalisation des Tumors auBBer Acht lasst (Crist et al. 1990,
Crist et al. 1995).
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Das zur Zeit am weitesten verbreitete TNM-System berticksichtigt neben der TumorgroBe (T),
dem Vorhandensein von regionaler Lymphknotenmetastasierung (N) und dem Vorhandensein
von Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose (M) die Lokalisation des Primartumors (Dagher
and Helman 1999).

1.3.4. Haufigkeit und Verteilung

RMS reprdsentieren mit ca. 5% aller padiatrischen Malignome nach Neuro- und Nephroblas-
tomen die dritthdufigste solide maligne Tumorentitat des Kindesalters auBerhalb des Gehirns
und mit ca. 60 % die haufigsten Weichteiltumoren im Kindes- und Jugendalter (Nishi et Hatae
2004) (AWMF-025/007, 2002). Die Inzidenz in der weiBBen Bevolkerung betragt 4,4 Falle pro 1
Million Kinder unter 15 Jahren pro Jahr (Wurm et al. 2005).

Beim RMS findet man eine zweigipfelige Altersverteilung: Ca. 65 % der Falle werden bei Kindern
unter sechs Jahren diagnostiziert. Der zweite Altersgipfel flr das Auftreten eines RMS liegt
zwischen dem 10. und 18. Lebensjahr.

Die Geschlechtsverteilung zeigt mit 1,3-1,5:1 eine leichte Knabenwendigkeit.

Auch im Hinblick auf die Lokalisation des Primartumors lassen sich Praferenzen erkennen: Etwa
die Halfte der RMS tritt im Hals- und Kopfbereich auf (besonders Orbita, Gehérgang, Nase und
Nasennebenhohlen). Weitere Lokalisationen sind der Urogenitaltrakt und das Becken (30 %;
Harnblase, Prostata, Hodenhiillen beim Jungen, Harnblase und Vagina beim Mé&dchen). Uber-
wiegend handelt es sich bei den beschriebenen Lokalisationen um eRMS. An den Extremitaten
treten haufiger aRMS, vorwiegend im Erwachsenenalter, auf (Dagher und Helman 1999).

1.3.5. Prognose

Heutzutage koénnen ca. 70% der Patienten, bei denen ein noch nicht metastasiertes RMS
diagnostiziert wurde, durch eine multimodale Therapie dauerhaft geheilt werden (Dagher et
Helman 1999, Breitfeld et Meyer 2005). Trotz aggressiver Therapiekonzepte haben Patienten mit
metastasiertem RMS eine deutlich schlechtere Prognose. Die ereignisfreie 5-Jahres-Uberlebens-
rate liegt fir diese Patienten bei nur etwa 20-30 % (Koscielniak et al. 1997, Carli et al. 1999).

1.3.5.1. Klassische prognostische Parameter
Folgende Faktoren haben sich in den letzten Jahren im Hinblick auf die Prognose von RMS als

bedeutend erwiesen: TNM-Status, Lokalisation des Primartumors, histologischer Typ und das
Alter des Patienten. GUnstige prognostische Faktoren sind dabei (1) ein Tumordurchmesser von
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weniger oder gleich 5¢m, (2) die Lokalisation des Primartumors in der Orbita, im Kopf-Hals-
bereich (nicht parameningeal) und im Urogenitalbereich mit Ausnahme von Blase und Prostata,
(3) das Fehlen von regionalen Lymphknoten- und Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnose,
(4) kein makroskopischer Nachweis von Tumorgewebe nach chirurgischer Resektion des Tumors,
(5) die histologische Diagnose eines eRMS und (6) ein Alter von weniger als zehn Jahren bei
Diagnosestellung (Koscielniak et al. 2002, Raney et al. 2001 ,).

1.3.5.2. Neue prognostische Parameter

Verbesserte Techniken auf dem Gebiet der Molekularbiologie trugen zu einem besseren
Verstandnis bei der RMS-Pathogenese bei und lieferten neue Ansatzpunkte fur die prognosti-
sche Einschatzung.

Patienten, in deren Tumoren aufgrund der Translokation t(2;13) das PAX3 mit dem FKHR-Gen
fusioniert ist, sind oft alter und haben eine schlechtere Prognose als diejenigen, deren Tumor die
Fusion des PAX7 mit dem FKHR-Gen aufweist (Kelly et al. 1997, Raney et al. 2001 ;). Der
Nachweis dieser Translokationen mithilfe der PCR-Technik ist demnach nicht nur fur die
Diagnosestellung, sondern auch im Hinblick auf die Prognose wertvoll (Sorensen et al. 2002).

In einigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Proliferationsaktivitat und der DNS- Gehalt
der Tumorzellen mit der Prognose in Beziehung stehen. Hiernach scheinen hyperdiploide eRMS
eine bessere Prognose zu haben als diploide Tumoren (Shapiro et al. 1991, Pappo et al. 1993,
Niggli 1994). In einer retrospektiven italienischen Studie konnte gezeigt werden, dass die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit hyperdiploidem Tumor 73 % betrug und im Vergleich
dazu nur 33 % bei Patienten mit diploidem Tumor und 25 % bei Patienten mit tetraploidem
Tumor (De Zen et al. 1997). Diese Ergebnisse missen jedoch kritisch bewertet werden, da sie sich
von Ergebnissen anderer Verdffentlichungen unterscheiden, bei denen keine Korrelation zwi-
schen DNS-Ploidie und 5-Jahres-Uberlebensrate gefunden werden konnte (Dias et al. 1992,
Kilpatrick et al. 1994).

Ob Mutationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen in RMS prognostische Bedeutung haben,
kann aufgrund der bisherigen, uneinheitlichen Ergebnisse noch nicht eindeutig beurteilt werden
(Levine 1999).

1.3.6. Therapie

1.3.6.1. konventionelle Behandlungsverfahren

In den aktuellen multimodalen Behandlungskonzepten werden Chemotherapie, Operation
und/oder Strahlentherapie eingesetzt. Die Reihenfolge und Durchfihrung einzelner Therapie-
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modalitdten ist abhdngig von der GréBe, Ausdehnung, Histologie, Lokalisation und Resektabilitat
des Tumors sowie vom Alter des Patienten. GegenUber der alleinigen Tumorresektion konnte
durch adjuvante und neoadjuvante Chemotherapie die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten
mit lokalisiertem RMS von ca. 20 % auf ca. 60 % gehoben werden (Dagher and Helman 1999).
Essentiell flr eine lokoregionale Tumorkontrolle ist allerdings weiterhin der zusatzliche Einsatz
von Chirurgie und/oder Strahlentherapie.

Eine komplette chirurgische Entfernung des Tumors wird nur dann empfohlen, wenn die
Resektion ohne Verstimmelung mdglich ist. Bei einigen, primar nicht vollsténdig resezierbaren
Tumoren gunstiger Histologie kann eine komplette Entfernung im Rahmen einer Second-look-
Operation erfolgen (GPOH, 2002).

Da die komplette Tumorresektion oft nicht méglich oder vertretbar ist, spielt die Strahlentherapie
eine entscheidende Rolle bei der lokoregionalen Tumorkontrolle. Alle Patienten, bei denen primar
oder sekundar keine komplette operative Tumorentfernung erreicht werden kann, missen nach
den aktuellen Empfehlungen bestrahlt werden. Die Dosis richtet sich dabei nach der Radikalitat
der Resektion, nach dem Ansprechen auf die praoperative Chemotherapie und nach dem Alter
des Patienten; die Gesamtdosis liegt bei 40-50 Gy (AWMF-025/007, 2002). Diskutiert wird der
Einsatz von strahlenden Implantaten bei kleinen Tumoren an kritischer Stelle, um die Schadigung
umgebender gesunder Gewebe zu minimieren (Gerbaulet et al. 1989, Healey et al. 1995).

Da die hamatogene und lymphogene Metastasierung bei RMS bereits frih im Krankheitsverlauf
auftritt, spielt die systemische Therapie fur die primare Zytoreduktion und Vernichtung okkulter
Metastasen eine entscheidende Rolle. Grundsatzlich wird eine Kombinations-Chemotherapie ver-
abreicht, wobei die Zusammensetzung der Medikamente sowie die Intensitat und Dauer in den
einzelnen Risikogruppen sehr unterschiedlich sind. Als besonders wirksame Medikamente haben
sich Dactinomycin, Vincristin und Alkylanzien (Cyclophosphamid, Ifosfamid) sowie Anthrazykline
(Doxorubicin, Epi-Doxorubicin) erwiesen (Koscielniak et al. 2002). Bei Patienten mit metastasier-
ten Tumoren wird derzeit eine intensivierte Chemotherapie mit 4-6 Medikamenten eingesetzt.

Eine mdglicherweise erfolgversprechende jlingere Therapieoption bei metastasierenden RMS ist
die Verabreichung des Topoisomerase |-Inhibitors Topotecan. Es wurde berichtet, dass ca. 45 %
von Patienten mit neudiagnostiziertem metastasierendem RMS auf die Behandlung mit
Topotecan angesprochen haben. Unter den verschiedenen histologischen Subtypen war der
Behandlungserfolg bei aRMS hoher als bei eRMS (Pappo et al. 2001).

Obwohl eine Hochdosis-Chemotherapie mit anschlieBender autologer Stammzell-Transplan-
tation bei verschiedenen soliden Tumoren des Kindesalters erfolgversprechend erscheint, hat
dieses Behandlungsverfahren bei Patienten mit metastasierendem oder rezidiviertem RMS keine
Verbesserung der Heilungsraten bewirkt (Koscielniak et al. 2002). In der laufenden Kooperativen
Weichteilsarkom Studie (CWS) der Gesellschaft fir padiatrische Onkologie und Hamatologie
(GPOH) wird dieser Therapieansatz nicht mehr empfohlen.
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Unerwinschte mogliche Spatfolgen der multimodalen Therapie sind u.a. eine Kardiomyopathie,
renale und hepatische Dysfunktionen, lokale Strahlenschdden und die Entstehung von malignen
Zweittumoren (Lipshultz et al. 1991, Raney et al. 1994, Ortega et al. 1997, Heyn et al. 1993).

1.3.6.2. Experimentelle Behandlungsverfahren

Da die Aussicht auf Heilung trotz verbesserter konventioneller Therapieverfahren vor allem bei
metastasierten oder progressiv wachsenden RMS gering ist, wird dringend nach alternativen
Therapiekonzepten gesucht. Es mehren sich Hinweise darauf, dass Tumoren durch eine Ver-
anderung der Genexpression, durch den Eingriff in zelluldre Proliferationsmechanismen oder
mithilfe immuntherapeutischer Ansatze bekampft werden kénnen.

2.1.6.2.1. Immuntherapeutische Ansatze

Goletz et al. konnten in Tierversuchen zeigen, dass Peptide aus dem PAX3/FKHR-Fusionsprotein
von CTL als Tumorantigene erkannt werden (Goletz et al. 1996). Dieser Sachverhalt impliziert
die Moglichkeit, tumorspezifische Peptidvakzine als immuntherapeutisches Verfahren bei der
Behandlung von aRMS einzusetzen.

In einer Pilotstudie an vier Patienten mit t(2;13)-positivem aRMS-Rezidiv wurde kurzlich ein
Peptidvakzin aus der Bruchpunktregion untersucht (Dagher et al. 2002). Zusatzlich wurde
das Zytokin Interleukin-2 verabreicht, das die Aktivierung der CTL durch das Tumorvakzin
unterstiitzen sollte (Shimizu et al. 1999). Die Pilotstudie ergab keinen Einflu auf den ungin-
stigen klinischen Verlauf der Erkrankung. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass die
Patienten einerseits aufgrund der vorangegangenen intensiven Chemotherapie extrem immun-
suppremiert waren und andererseits an groBen, schnell wachsenden Rezidivtumoren litten,
die wie in verschiedenen Tierversuchen und in klinischen Untersuchungen gezeigt, nicht durch
Immuntherapien eradiziert werden kénnen (Greenberg 1991). Vielversprechender ist es
wahrscheinlich, immuntherapeutische Konzepte fir das Stadium einer minimalen Rest-
erkrankung zu entwickeln, d.h. eher zur Rezidivprophylaxe als zur Therapie manifester aggres-
siver Tumore.

1.3.6.2.2. Andere experimentelle, therapeutische Ansatze

Weitere therapeutischen Ansatzpunkte sind u.a. die Unterbrechung der Aktivitat von chimeren
Transkriptionsfaktoren, die Hemmung von tumorspezifischen posttranslationalen Modifikationen
und damit der Aktivitat von Proteinen, die ein Tumorwachstum begunstigen, die Wiederherstel-
lung der Funktion von Tumorsuppressorgenen, die Blockade der Angiogenese, die Induktion von
Apoptose oder die Einfihrung toxischer Genprodukte (Olsen et al. 2002).
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Es wurde berichtet, dass die Behandlung von RMS-Zellen mit antisense-Oligonukleotiden, die
gegen den Translationsstartpunkt des PAX/FKHR-Fusionstranskriptes gerichtet sind, die Expres-
sion der Fusionsproteine verhindert und so apoptotischen Zelltod auslést (Bernasconi et al.
1996). Durch die Kombination von Regionen nichtverwandter Gene, wie man sie beim aRMS an
den Bruchpunkten der t(2;13)- und t(1;13)-Translokationen findet, entstehen chimere Proteine
mit Eigenschaften, die sich von denen der einzelnen Komponenten unterscheiden. Im Gegensatz
zu den nativen Proteinen werden die entstehenden Fusionsproteine in Tumorzellen oft Uber-
exprimiert und zeigen eine erhéhte Transformationsaktivitat (Olsen et al. 2002). Diese Kenntnisse
lassen vermuten, dass die Inhibition der Expression dieser Fusionsproteine eine mogliche neue
Therapieoption ist.

Die posttranslationale Modifikation von Proteinen ist ein wichtiger regulatorischer Mechanismus
zur Kontrolle der Proteinaktivitat in eukaryotischen Zellen (Hunter et Karin 1992, Hunter 1995).
Der insulin-like growth factor-1 receptor (IGF-1R) moduliert einige tumorassoziierte Aktivitaten,
wie zelluldre Proliferation, Transformation und programmierten Zelltod und spielt vermutlich
in vielen verschiedenen Sarkomen einen wichtige Rolle. Die Aktivitat von IGF-1R wird durch
posttranslationale Glycosylierung reguliert. Diese Beobachtung veranlassten Girnita et al. (2000),
die Glycosylierung von IGF-1R in Zelllinien eines Ewing-Tumors durch Tunicamycin und Lovastatin
zu blockieren und dadurch mdglicherweise einen antitumorigenen Effekt zu erzielen. Die
Blockierung der posttranslationalen Glycosylierung resultierte in einer down-Regulation des
membrangebundenen IGF-1R und in einer rapiden Abnahme zellulédren Uberlebens (Girnita et
al. 2000). Maglicherweise stellt die Blockierung der posttranslationalen Modifizierung regulato-
rischer Proteine demnach einen sinnvollen Ansatz zur Entwicklung neuer Therapien dar.

Ein weiterer therapeutischer Ansatz ist die Inhibition von Angiogenesefaktoren. Vor allem schnell
wachsende Gewebe wie Tumoren mussen zur Versorgung ihrer proliferierenden Zellen reichlich
vaskularisiert sein. Die Angiogenese wird in einigen soliden Tumoren durch Sekretion von
Faktoren stimuliert, die das Einsprossen von Kapillaren bewirken (Yancopoulos et al. 2000).
Wie in einigen Arbeiten beschrieben, sollte die Inhibition dieser Angiogenesefaktoren demnach
eine Tumorprogression verhindern. In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass der Anti-
Angiogenese-Faktor TNP-470 und ein Ak, der gegen den vaskularen endothelialen Wachstums-
faktor VEGF (vascular endothelial growth factor) gerichtet ist, das RMS-Tumorwachstum
hemmen (Kalebic et al. 1996, Borgstrom et al. 1996).

1.4. Tumorantigene
1.4.1. Definition
Maligne entartete Zellen unterscheiden sich wesentlich von ihren nicht-malignen Ursprungs-

zellen. Die bei der Tumorentwicklung entstehenden genetischen Verdnderungen einer Tumor-
zelle fGhren zur Expression qualitativ und/oder quantitativ veranderter molekularer Strukturen.
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Werden solche Strukturen vom spezifischen Immunsystem des tumortragenden Wirtes erkannt,
spricht man von Tumorantigenen (Sahin et al. 1999). Gewisse Tumorantigene sind fir den betref-
fenden Tumortyp charakteristisch, andere sind vielen Tumorarten gemeinsam (shared tumor
antigens).

Wenn Tumorantigene ausschlieBlich in Tumoren vorkommen, spricht man von tumorspezifischen
Antigenen. Diese Antigene sind besonders interessant fir die Entwicklung von gut vertraglichen
Immuntherapien, da ihr Einsatz keine Schaden an Normalgeweben erwarten laBt.

Von tumorassoziierten Antigenen wird vielfach gesprochen, wenn Antigene zwar ausschlieBlich
bei Tumorpatienten eine Immunantwort auslésen, aber mit charakteristischem oder deutlich
niedrigerem Expressionsmuster auch in Normalgewebe vorkommen.

Von sogenannten , tumorabhangigen Autoantigenen” sprechen manche Autoren dann, wenn
das Antigen wiederum nur bei Tumorpatienten immungen ist, aber das Expressionsniveau im
Normalgewebe nicht anders als im Tumor und das Expressionsmuster nicht charakteristisch ist
(Knuth et al. 2000, Sahin et al. 1999, Sahin et al. 1997). Als mogliche Ursache far ihre tumor-
abhangige Immunogenitat werden tumorassoziierte posttranslationale Modifikationen oder eine
unterschiedliche Prozessierung bzw. Prasentation des Antigens diskutiert (Skipper et al. 1996,
Chen et al. 1996).

» Tumor-unabhdngige Autoantigene” werden definitionsgemal auch vom Immunsystem eines
Menschen ohne maligne Erkrankung erkannt. Dabei kann es sich bei der reaktiven Person um
vollig gesunde Menschen oder um Patienten mit Autoimmunkrankheiten handeln. Unter den
Autoantigenen eines Tumors kénnen sich auch klassische Autoantigene finden, die im Kontext
mit Autoimmunkrankheiten bekannt wurden (Sahin et al. 1997).

Wenn das Expressionsmuster eines Antigens nicht bekannt und/oder nicht quantitativ untersucht
ist, 1Bt sich ein tumorassoziiertes Antigen nicht von einem ,tumor-abhangigen Autoantigen”
unterscheiden. Deshalb erfolgt die Einteilung der Tumor- versus Autoantigene in der vorliegen-
den Arbeit zunachst streng nach immunologischem Profil. D.h. die Gruppe der Tumorantigene
wird ausschlieBlich durch eine nur bei Tumorpatienten nachweisbare Immunantwort definiert,
die der Autoantigene durch Nachweis einer Immunantwort auch bei den Kontrollen. Das
bedeutet, dass die von einigen Autoren als ,tumorabhadngig” klassifizierten Autoantigene in
dieser Arbeit zu den Tumorantigenen gezahlt werden.

1.4.2. Molekulare Struktur bekannter Tumorantigene
Tumorspezifische Antigene werden Uber Epitope erkannt, die nur in Tumoren vorkommen.

Tumorspezifische Epitope finden sich auf Proteinen, deren mRNS entweder von einem nur im
Tumor aktiven Promotor transkribiert wird, deren Protein nur im Tumor translatiert wird, oder die
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sich von einem in Normalgewebe exprimierten Wildtyp durch eine auf den Tumor beschrankte
molekulare Veranderung unterscheiden. Letztere kann z.B. auf Genmutation, alternativem
Splicing, alternativer Translation, alternativer Glykosylierung aber theoretisch auch auf alternati-
ver Faltung beruhen, wobei der Nachweis der beiden letzteren Mechanismen aufwendig bzw.
schwierig ist. Entsprechend sind vmtl. die Mehrzahl der sog. , tumorabhangigen Autoantigene”
tatsachlich tumorspezifische Antigene.

Mutationen in der Gensequenz kédnnen Uber eine entsprechend veranderte Aminosauresequenz
des kodierten Proteins zur Entstehung neuer antigener Determinanten (Neoepitope) fuhren,
gegen die eine spezifische Immunreaktion ausgeldst wird. Aufgrund ihres seltenen und oft nur
individuellen Vorkommens spielen diese Antigene im Hinblick auf Immuntherapien vermutlich
eine untergeordnete Rolle (Sahin et al. 1999).

Ein Beispiel fur ein tumorspezifisches Antigen, dessen mRNS anders prozessiert wird als der
Wildtyp und somit eine tumorspezifische SpleiBvariante darstellt, kann das beim Morbus
Hodgkin gefundenen Antigen Restin genannt werden (Sahin et al. 1995).

Alternative Translation von Genen ist ein anderer wichtiger Mechanismus fir die Generation
tumorspezifischer Antigene (Wang et Rosenberg 1996; Probst-Kepper et al. 2001). Das mithilfe
der SEREX-Analyse aus einem Neuroblastom isolierte 0718INX-Gen wurde z.B. als alternativ trans-
latierte Variante von a-internexin charakterisiert (Behrends et al. 2002).

Wie bereits erldutert kdnnen auch durch alternative Glycosylierung von Tumorproteinen tumor-
spezifische Neoepitope entstehen, die eine tumorspezifische Immunantwort auslésen. MUC 1 ist
ein Beispiel fir ein in Tumoren alternativ glycosyliertes Tumorantigen, welches bereits als Basis
fur klinischeTumorvakzine genutzt wurde (Magro et al. 2003, Richman et DeNardo 2001).

Tumorassoziierte Antigene sind Wildtyp-Proteine, die auch in Nomalgeweben vorkommen, aber
ein charakteristisches Expressionsmuster aufweisen. Zu diesen Antigenen zahlen die im Tumor
aberrant exprimierten sogenannten Cancer/Testis-Antigene (CTA), die Differenzierungsantigene
und vom Tumor Uberexprimierte Antigene:

CTA weisen ein charakteristisches Expressionsmuster auf. Wie der Name schon vermuten lasst,
werden diese Antigene in Hoden bzw. Ovar, aber dartber hinaus in keinem Normalgewebe
und mit unterschiedlicher Frequenz (10-80 %) in einer Vielzahl von humanen Malignomen
exprimiert (Zendman et al. 2003, Scanlan et al. 2002). Verschiedenen Publikationen zufolge
sollen diese Gene, die Uberwiegend auf dem X-Chromosom lokalisiert sind, in Krebszellen durch
Demethylierung von Sequenzen im Promotorbereich aktiviert werden (De Backer et al. 1999, De
Smet et al. 1999, Li et al. 1996). Aufgrund des restriktiven Expressionsmusters mit Vorkommen
in einem immunologisch geschitzten (immuno privileged site) und darlberhinaus nicht ad vitum
notwendigen Organ, werden Antigene dieser Familie als besonders gute Zielstrukturen far
immuntherapeutische Interventionen angesehen. Zur Familie der CTA gehéren u.a. die Antigene
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der MAGE-Familie, BAGE, GAGE und NY-ESO-1 (Scanlan et al. 2002, Zendman et al. 2003).

Differenzierungsantigene werden abhangig vom zellularen Ursprung der Neoplasie zelltypspezi-
fisch exprimiert. So wurden beispielsweise Antigene in Melanomen identifiziert, die ansonsten
ausschlieBlich in Melanozyten exprimiert werden, so z.B. Tyrosinase, Melan A, gp100 und gp75
(Jager et Knuth 1999 ;).

Gene, die in einem Tumor Uberexprimiert werden, kénnen nach Uberschreiten der immunologi-
schen Toleranzgrenze eine Immunantwort auslésen (Viola et Lanzavecchia 1996). Ein bekanntes,
in 30% der Mamma- und Ovarialkarzinome Uberexprimiertes, epitheliales Antigen ist das
membranstandige HER2/neu-Antigen. Dieses Antigen dient als Zielstruktur fir den bei der
Behandlung von Mammakarzinomen eingesetzten Ak Trastuzumab (Knuth et al. 2000, Disis et
al. 1993).

Virale Antigene werden in verschiedenen Tumorentitaten, wie z.B. dem hepatozellularem Karzi-
nom oder dem Zervixkarzinom exprimiert. Die Tumorentstehung steht dabei in einem ursachli-
chen Zusammenhang mit einer Virusinfektion. Diese Tatsache ist im Hinblick auf virus-spezifische
Impfungen zur Krebspravention bedeutend, wie etwa die Hepatitis B Impfung zur Pravention des
hepatozellularen Karzinoms (Jager et Knuth 1999 ).

1.4.3. Tumorantigene von Rhabhdomyosarkomen

Besonders dank der Entwicklung der effizienten SEREX-Methode zur Identifizierung von
Tumorantigenen ist in den letzten zehn Jahren die Charakterisierung einer Vielzahl tumorassozi-
ierter und tumorspezifischer Antigene in verschiedenen Tumorentitaten gelungen. Dabei lag der
Schwerpunkt der Untersuchungen bislang auf Tumoren des Erwachsenenalters, so dass auf dem
Gebiet der padiatrischen Tumoren erst wenig Gber Tumorantigene bekannt ist (Behrends et al.
2002 und 2003). Bislang ist noch keine Arbeit publiziert, in der mit der SEREX-Methode nach
Tumorantigenen des RMS gesucht wurde.

Einige der bisher bei anderen Tumorentitdten gefundenen Antigene konnten jedoch mithilfe der
RT-PCR auch beim RMS nachgewiesen werden (Dalerba et al. 2001). Dalerba et al. untersuchten
die Expression der Cancer/Testis-Antigene MAGE, BAGE und GAGE in alveoldren und embryo-
nalen RMS. Diese Studie konnte zeigen, dass 58 % der untersuchten RMS mindestens ein CTA
exprimierten, 35 % sogar mehr als drei Gene gleichzeitig. Gene aus der MAGE-Familie wurden
dabei bei einer gréBeren Anzahl von Tumorpatienten exprimiert als Gene aus der BAGE- und
GAGE-Familie. Diese Ergebnisse kdnnten fur die Entwicklung einer spezifischen Immuntherapie
gegen MAGE-, BAGE- und GAGE-Antigene bei RMS von Bedeutung sein.

Zwei weitere Gene SAGE und HAGE, die auf mRNS-Ebene ebenfalls ausschlieBlich in Tumor-
gewebe und in Testis (SAGE), bzw. 100 mal starker in Tumorgewebe und Testis als in Normal-
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gewebe (HAGE) exprimiert werden, wurden kurzlich bei Untersuchungen an einer RMS-Zelllinie
identifiziert (Martelange et al. 2001). Die gefundenen Gene weisen keine Homologien zu Genen
der MAGE-, BAGE-, GAGE- und LAGE/NY-ESO-1-Familie auf. Das SAGE-Gen ist wie auch das
MAGE-A-Gen auf Chromosom X lokalisiert. Anhand von RT-PCR-Analysen zeigte sich, dass das
SAGE-Gen hauptsachlich in Blasenkarzinomen, Lungenkarzinomen und in Karzinomen des
Kopf-/Halsbereiches exprimiert wird. Demgegentber war die Expressionsanalyse des SAGE-Gens
nur bei einem der 20 untersuchten Sarkome positiv. Das vom HAGE-Gen kodierte Protein scheint
zur Familie der DEAD-box Proteine zu gehoren, die an verschiedenen Schritten des RNS-
Metabolismus, der Spermiogenese, der Embryogenese und des Zellwachstums beteiligt sind
(Linder et al. 1989).

Ebenso wie die bereits bekannten CTA kodieren SAGE und HAGE mdglicherweise ebenfalls fur
tumorassoziierte Antigene, die bei zukinftigen Immuntherapiestrategien zum Einsatz kommen
kdnnten. lhre Immunogenitat ist jedoch noch nicht belegt.

GM?2 ist ein Gangliosidantigen, das u.a. auf der Zelloberflache von Sarkomen exprimiert wird,
aber auch auf Zellen des ZNS und auf der Zelloberflache der meisten epithelialen Gewebe
(Livingston 1998). Die Expression dieses Antigens ist in den verschiedenen Subtypen von
Sarkomen unterschiedlich (Chang et al. 1992). eRMS zeigten nur eine schwache Expression
dieses Gens. Daher sind weitere Untersuchungen erforderlich, die eine Aussage darUber
machen, ob man GM2 fir Immuntherapien bei RMS nutzen kann. An Sarkomen von
Erwachsenen wurde bereits in zwei Phase I-Studien die Vakzinierung mit an Trager gekoppelten
GM2-Peptiden begonnen (Linehan et al. 1999).

Beim aRMS fuhren die oben genannten Chromosomen-Translokationen zur Expression immuno-
gener Fusionsproteine. Einen ersten Hinweis darauf geben die bereits erwdhnten Unter-
suchungen zur Immunerkennung des PAX3/FKHR Fusionsproteins durch CTL (Goletz et al. 1996).

1.5. Methoden zur Identifikation von Tumorantigenen
1.5.1. T-Zell-Verfahren

Vor der Entwicklung der SEREX-Methode wurden hauptsachlich T-Zell-Verfahren zur Identifika-
tion von Tumorantigenen eingesetzt.

Bei dem von Boon und Kollegen entwickelten sogenannten ,genetischen Verfahren” mussen
zunachst mithilfe von Tumorzellen aus autologen peripheren Blutzellen tumorspezifische CTL-
Klone generiert werden. Mithilfe dieser CTL werden anschlieBend Antigen-prasentierende Zellen
untersucht, die nach Transfektion mit einer Tumor cDNS-Bibliothek in ihrem Zytosol Antigene
des Tumors bilden, und diese nach Prozessierung auf Molektlen der major histocompatibility
complex (MHC) Klasse | prasentieren. Wenn Eptiope dieser Antigene im Kontext von MHC-
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Klasse-I Molekulen von den CTL-Klonen erkannt werden, kénnen diese Antigene kloniert und
molekular charakterisiert werden (Van der Bruggen et al. 1991, Rosenberg 1996).

Bei der sogenannten , biochemischen Methode"” zur Identifikation von Tumorantigenen werden
Peptide aus der Bindung an MHC-Molekile auf Tumorzellen eluiert. AnschlieBend werden
gereinigte Fraktionen des Eluates auf antigenprasentierende Zellen geladen. Diejenigen
Fraktionen des Eluates, die von zuvor generierten tumorspezifischen CTL-Klonen erkannt wer-
den, enthalten Peptid-Epitope von Tumorantigenen. Ihre Aminosauresequenz kann anschlieBend
aufgeklart werden (Storkus et al. 1993).

Aufgrund des wesentlich komplexeren Antigenprasentationswegs auf MHC-Klasse Il und der
schwierigeren Klonierung von THL, konnten mit verschiedenen Verfahren bislang nur einige
wenige THL-Tumorantigene molekular charakterisiert werden (Wang et al. 1999, Pieper et al.
1999, Topalian et al. 1994).

Ein groBer Nachteil der beschriebenen T-Zell-Verfahren liegt darin, dass diese von der Verfiigbar-
keit von tumorspezifischen T-Zell-Klonen und Tumorzelllinien abhangig sind, die z. T. schwer oder
gar nicht zu etablieren sind.

1.5.2. SEREX-Methode

Ein alternatives Verfahren zur Identifikation von Tumorantigenen, das unabhangig von tumor-
spezifischen T-Zell-Klonen und Tumorzelllinien ist, ist die von Pfreundschuh und seinen Kollegen
TUreci und Sahin etablierte SEREX-Methode (Sahin et al. 1995).

Dieses Verfahren basiert auf der von Lloyd Old entwickelten autologen Typisierung (Old 1981).
Mithilfe des autologous typing, bei dem Patientenserum mit autologen Zelllinien aus normalen
und malignen Geweben getestet wurde, konnte Lloyd Old zeigen, dass Tumorzellen, nicht aber
gesunde Korperzellen desselben Patienten von Serum-Ak gebunden werden. Diese Befunde
gaben erste Hinweise darauf, dass es Tumorantigene gibt; allerdings konnten sie noch nicht
molekular charakterisiert werden.

Bei dem SEREX-Verfahren wird aus frischem Tumorbiopsiematerial eine cDNS-Expressions-
bibliothek hergestellt, und diese mithilfe von Bakteriophagen rekombinant in E. Coli-Bakterien
exprimiert. Die rekombinanten Proteine werden darauf getestet, ob sie von hochtitrigen IgG-
Antikdrpern im Serum von Krebspatienten erkannt werden. Positive Phagenklone, d. h. Klone die
ein seroreaktives Protein kodieren, kénnen isoliert und die einklonierte Tumor-cDNS sequenziert
werden.

Mit SEREX wurden in den letzten zehn Jahren Uber 1000 Antigene identifiziert (Li et al. 2004).
Die meisten davon wurden in Malignomen gefunden, die nahezu ausschlieBlich im Erwachsenen-
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alter vorkommen wie z.B. Nierenzell-, Magen-, Osophagus- oder Lungenkarzinome (Scanlan et
al. 1999, Obata et al. 2000, Chen et al. 1997, Gire et al. 1999), und kurzlich in den seltenen
Synovialsarkomen, die ebenfalls Gberwiegend bei Erwachsenen auftreten (Lee et al. 2003).

Erst in den letzten Jahren wurde das Verfahren erstmals auf typisch padiatrische Tumore ange-
wandt (Behrends et al. 2002 und 2003). Die von Behrends et al. untersuchten Tumore waren
haufige embryonale Neubildungen neuroektodermalen Ursprungs. Die Ausbeuten an interes-
santen neuen Antigenen pro Tumor waren ahnlich gro3 wie bei den Untersuchungen mit Serum
und Tumorgewebe von erwachsenen Patienten. Diese Befunde gaben AnlaB3, die SEREX-
Analysen auf weitere problematische Tumorarten von Kindern auszudehnen. In der vorliegenden
Arbeit wurde erstmals ein typisches Sarkom des Kindesalters untersucht.

1.6. Tumorimmuntherapie
1.6.1. Antigen-unspezifische Tumorimmuntherapie

Um eine Immunantwort gegen mdglichst viele der von einem Tumor exprimierten Antigene
auszuldsen, wurden bestrahlte autologe oder allogene Tumorzellen als Vakzine eingesetzt.
Eine exakte Beurteilung des Immunisierungserfolges war bisher jedoch nicht mdoglich (Jager et
Knuth 1999)).

Eine Alternative zur Applikation unmanipulierter Zellen ist die Vakzinierung mit Tumorzellen,
deren Immunogenitat durch genetische Veranderungen gesteigert ist. So wurden Gene immun-
stimulatorischer Faktoren wie z.B. Interleukin-2 (IL-2) und Granulozyten-Markrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF) in Tumorzellen eingebracht, und ihre rekombinante Expression
in den Tumorzellen induziert. Uber Tierversuche und klinische Studien mit rekombinanten
Zellvakzinen wurde berichtet (Tepper et Mule 1994, Simons et al. 1997, Bowman et al. 1998,
Soiffer et al. 1998, Roskrow et al. 1999).

Nachteile ergeben sich bei den beschriebenen immuntherapeutischen Verfahren dadurch, dass
sich ihre Anwendung auf diejenigen Tumorentitaten beschrankt, deren Zellen sich problemlos
in vitro expandieren lassen. AuBerdem kann sich die durch die Immunisierung mit abgetdteten
Tumorzellen induzierte Immunantwort auch gegen Gene richten, die in Normalgewebe
exprimiert werden. Dies birgt die Gefahr von Autoimmunreaktionen. SchlieBlich ist wahrschein-
lich auch die Effizienz dieser Antigen-unspezifischen Vakzine geringer als diejenige von Antigen-
spezifischen Impfstoffen.

Die Identifizierung mdglichst vieler und méglichst tumorspezifischer Antigene bleibt demnach

neben der Optimierung der einzelnen Impftechniken die wichtigste Voraussetzung fur die
Entwicklung wirksamer und sicherer Tumorvakzine.
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1.6.2. Antigen-spezifische Tumorimmuntherapie

Die molekulare Analyse der Gber T-Zell-Klone und Serum-Ak identifizierten Tumorantigene hat in
diesem Jahrzehnt wesentlich zur Entwicklung neuer Immuntherapiestrategien beigetragen. Auf
der Basis von Tumorantigenen wurden bereits erste vielversprechende klinische Impfprotokolle,
die sowohl passive wie auch aktive Immunisierungen beinhalten, erstellt (Kuball et Wolfel 1999).

Um eine passive Immunisierung zu erreichen, werden dem Patienten monoklonale Ak appliziert,
die gegen die auf der Oberflache von Tumorzellen exprimierten Antigene gerichtet sind. Neben
diesen monoklonalen Ak, die bereits fur die Therapie verschiedener hdamato-onkologischer
Erkrankungen etabliert sind, wird derzeit in Phase-l- und frihen Phase-II-Studien der Einsatz
bispezifischer Ak untersucht. Diese Ak enthalten Bindungsstellen fur zwei unterschiedliche
Antigene. Die Vernetzung immunologischer Effektorzellen mit Tumorzellen soll Uber unter-
schiedliche Mechanismen zur Lyse der Tumorzellen fihren (Winkler et al. 1999).

Ein weiteres passives Impfkonzept ist die Behandlung mit in vitro expandierten T-Lymphozyten
(adoptive Immunotherapie). Antigenspezifische, malignomreaktive T-Zellen werden von Patienten
isoliert, in vitro expandiert und dem Patienten reinfundiert. Die Wirksamkeit dieses adoptiven
T-Zelltransfers muss in weiteren klinischen Studien Gberprift werden (Bernhard et al. 1999).

Ziel der aktiven antigenspezifischen Immunisierung ist die Induktion und Vermehrung tumorspe-
zifischer T-Zellen in vivo, die zur Elimination der Tumorzellen fUhren soll. Zur aktiven Immuni-
sierung werden bereits Peptide verschiedener Tumorantigene, modifizierte Peptide mit starkerer
MHC-Bindung, Tumorproteine, ,nackte” Antigen-DNS und antigenprasentierende Zellen, die
mit Tumorpeptiden inkubiert oder mit tumorassoziierten Antigenen transfiziert wurden, einge-
setzt (Kuball et Wolfel 1999). Als antigenprasentierende Zellen werden Uberwiegend autologe
dendritische Zellen eingesetzt. Sie werden ex vivo kultiviert und nach Inkubation mit tumor-
assoziierten Peptiden oder Tumorproteinen dem Patienten intravends reinfundiert. Moglicher-
weise kann mithilfe dieser Vakzinierungsstrategie die Intensitat der Immunantwort gesteigert
werden (Jager et Knuth 1999 (;)). Im Gegensatz zur passiven Immunisierung wird von einer
aktiven Immunisierung eine langfristige Kontrolle der Tumorzellproliferation erwartet; fur stark
immunsupprimierte Patienten ist dies allerdings in der Regel keine Option.

Ein bedeutendes Problem aller Vakzinierungsstrategien liegt darin, dass sich Tumorzellen der T-
Zell-vermittelten Erkennung und damit der Elimination entziehen kénnen. Dies kann z.B. durch
einen Expressionsverlust verschiedener Antigene erfolgen, gegen die eine CTL Reaktion nach
Immunisierung gerichtet war, oder durch den Verlust von MHC-Molekulen (Jager et al. 1999 ).
Fur effektivere Immuntherapieverfahren sollten mogliche Veranderungen von Antigen- und
MHC-Expression daher bertcksichtigt werden. Eine Option, dem Auswachsen resistenter Klone
vorzubeugen ist der Einsatz polyvalenter Vakzine, die gegen mehrere Antigene eines Tumors
gerichtet sind.
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1.6.3. Tumorimmuntherapie fiir Sarkome

Wie bereits erwahnt, wurden im Gegensatz zu anderen Tumorentitdten erst einige wenige
tumorassoziierte Antigene bei Sarkomen identifiziert. Dies kommt u.a. darin zum Ausdruck, dass
bislang nur wenige klinische Studien zu neuen immuntherapeutischen Behandlungsverfahren
fur Sarkome initiiert wurden:

In einer Phase-l Studie an 17 erwachsenen Patienten mit Weichteilsarkom wurden bestrahlte und
dadurch prolifertionsgehemmte, autologe Tumorzellen, die mit dem Zytokin GM-CSF transfiziert
worden waren, als Vakzin eingesetzt. Zwar wurden die intradermalen Injektionen der mit GM-
CSF behandelten autologen Tumorzellen lokal und systemisch gut vertragen. Es konnte jedoch
nur bei einer Minderzahl der Patienten (4/17) eine klinisch relevante einer GM-CSF-Expression in
den Tumorzellen gemessen werden. Nur bei einem von diesen vier Patienten kam es zur
Induktion einer systemischen Immunantwort gegen den autologen Tumor in Form einer verzé-
gerten Hypersensitivitatsreaktion und bei einem weiteren Patienten zeigte sich eine transiente
partielle Remission einer Metastase. Aufgrund dieser Ergebnisse wird versucht, die eingesetzte
Vakzinierungsstrategie zu optimieren und mdglicherweise dadurch einen besseren Erfolg im
Hinblick auf die Induktion einer Immunantwort zu erzielen (Mahvi et al. 1997, Mahvi et al. 2002).

Livingston et al. konnten zeigen, dass Vakzin-induzierte bzw. vorgefertigte monoklonale Ak
gegen Ganglioside, insbesondere GM2 bei Melanompatienten mit einer besseren Prognose
assoziiert sind (Livingston et al. 1987). Da GM2 z.T. auch stark auf den meisten Sarkomzellen
exprimiert wird (Chang et al. 1992), wurde eine weitere Vakzinierungsstudie mit GM2 an
erwachsenen Sarkompatienten gestartet. Um die Effizienz einer Ak-Bildung zu steigern wurden
zusatzlich zu GM2 die Immunadjuvantien KLH und QS21 appliziert (Linehan et al. 1999). Ein
Ergebnis dieser Studie liegt noch nicht vor.

Die an 16 jungen Patienten mit rezidivierendem Ewing-Tumor und aRMS durchgefihrte Pilot-
Studie mit einer tumorspezifischen Peptidvakzination und gleichzeitiger Infusion von IL-2 zeigte
im Hinblick auf die Progression des Tumorwachstums keine befriedigende Resultate. Die Peptide
entstammten jeweils tumorspezifischen Fusionsproteinen, die von den Bruchpunktregionen
der Translokationen EWS/FLI-1 und PAX3/FKHR kodiert wurden (Dagher et al. 2000). Wie oben
erwahnt bleibt zu prtfen, ob eine tumorspezifische Peptidvakzination maoglicherweise bei
Patienten mit einer geringeren Tumormasse bessere Resultate liefert.
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2. Material

2.1. Biologisches Material
2.1.1. Tumor ¢cDNS-Expressionsbibliothek

Die Tumor-cDNS war von Frau Dr. Behrends zur Verfligung gestellt worden. Zusammenfassend
war aus einer schockgefrorenen Gewebeprobe eines eRMS mRNS isoliert (STRATAGENE mRNS
Isolation Kit), diese in cDNS umgeschrieben, Uber die Restriktionsenzyme EcoR7 und XhoT in
den Polylinker des Uni-ZAP-XR Vektor kloniert und zu rekombinanten A-Phagen verpackt
worden (STRATAGENE ZAP-cDNA Synthesis Kit und ZAP-cDNA® Gigapack Ill Gold Cloning Kit).
Die primare cDNS-Expressionsbibliothek enthielt etwa eine Million rekombinanter A-Phagen.
Um eine erhdhte Stabilitat zu erzielen, wurde die Primarbibliothek protokollgemaB in Escherichia
coli (E. coli) Bakterien des Stammes XL-1 Blue MRF" (XL-1) amplifiziert. Die amplifizierte cDNS-
Expressionsbibliothek hatte einen Phagentiter von 7x10° Plague bildenden Einheiten (plaque
forming units, pfu)/ml. Der Polylinker des UNI-ZAP-XR Vektors, in den die Tumor cDNS ein-
kloniert worden war, lag innerhalb des /lacZ-Gens, welches fir eine Untereinheit des Enzyms
B-Galaktosidase kodiert. Mithilfe des Galaktose-Analogons Isopropyl-B-D-Thiogalactosid
(IPTG) konnte die Repression des lacZ-Genpromotors aufgehoben, und damit die Expression der
rekombinanten Tumorproteine induziert werden (siehe Abb. 1).

2.1.2. Bakterien

Die Verwendung der E.coli Bakterienstamme XL-1 und SOLR erfolgte protokollgemal
(STRATAGENE).

Da XL-1-Bakterien ein F* Episom enthalten wurden sie fir die Transfektion mit rekombinanten
Phagen der RMS-cDNS Expressionsbibliothek (vgl. 3.1.2) und fur die ,in vivo Excision” des
pBluescript Vektors aus dem \-Vektor mithilfe des filament6sen f1-Helferphagen verwendet (vgl.
3.3.1.). Das F" Episom enthalt einen lac Repressor (lacl® Gen). In Abwesenheit von IPTG wird die
Transkription des lacZ Promotors, der im \-Vektor stromaufwarts des lacZ-Gens liegt, durch den
lac Repressor blockiert. Die Synthese rekombinanter Proteine kann daher durch den Zusatz von
IPTG im Transfektionsansatz, das die Blockierung des lacZ Promotors aufhebt, induziert werden.
Ein weiterer Grund fur die Verwendung von XL-1 Bakterien liegt darin, dass das F* Episom Gene
fir die Bildung von F* Pili auf der Oberflache der Bakterien enthalt. Nur mithilfe der F Pili
kdnnen f1-Helferphagen XL-1 infizieren, wie es fur die ,in vivo Exzision” des Plasmidanteils (p)
der A-Phagen-DNS nétig ist (vgl. 3.3.1.).

Ein zweiter ampicillinresistenter E. coli Bakterienstamm, SOLR, kam bei der Aufreinigung der DNS
rekombinanter Phagemide zum Einsatz (vgl. 3.3.1.).

19|




I Material

2.1.3. Phagen

Fur ein effizientes Screening erfolgte die Konstruktion der cDNS-Expressionsbibliothek in A-
Phagen nach Angaben des Herstellers (STRATAGENE).

Mithilfe von f1-Helferphagen (ExAssist™, STRATAGENE) wurde der Plasmidteil aus dem Uni-
ZAP®-XR Vektor isoliert (vgl. 3.3.1.).

2.1.4. Serumproben

Alle Serumproben von padiatrisch-onkologischen Patienten waren mit Einverstandnis der
Sorgeberechtigten und Genehmigung durch die Ethikkommission der Technischen Universitat
Minchen (TUM) zum Zeitpunkt der jeweiligen Diagnose entnommen worden (Sahin et al. 1995,
Behrends et al. 2002, Behrends et al. 2003). Fur die serologische Analyse der RMS cDNS-
Expressionsbibliothek war gepooltes Serum von vier Patienten mit RMS zur Verfligung gestellt
worden. Der Serumpool enthielt eine Serumprobe des sechs Jahre alten Jungen mit eRMS,
dessen Tumor mit dem SEREX-Verfahren untersucht werden sollte (Patient #40), sowie drei
weitere Serumproben eines neuneinhalb jahrigen Jungens und eines achteinhalb jahrigen
Madchens mit eRMS und eines dreieinhalb jahrigen Jungen mit aRMS. Jedes einzelne Serum lag
in einer Verdinnung von 1:300 vor. Fir die differentielle Serumanalyse wurden praabsorbierte
Seren von 30 gesunden Probanden und von 30 padiatrisch-onkologischen Patienten, einschlieB3-
lich der vier genannten RMS-Patienten jeweils in einer Verdinnung von 1:100 zur Verfligung
gestellt. Alle Seren wurden nach Prdaabsorption mit 1xTBS 1:100 verdinnt, mit 10 % Natrium-
Acid und 10 % Thimerosal versetzt und bei 4° C konserviert.

2.1.5. Sekundarantikorper

Es wurde ein Alkalische Phosphatase gekoppelter anti-human IgG-Fc-Ak aus der Ziege (Dianova,
Hamburg) eingesetzt. Die 0,03 % Stammldsung wurde mit 0,6 mg lyophilisiertem Ak in 1ml
autoklaviertem ddH,0 + 1 ml Glycerol hergestellt.

2.1.6. Gesamtzellulare RNS und cDNS aus Gewebe

Die Gewebe-RNS-Proben und Gewebe-cDNS-Proben waren entweder kommerziell erworben
(Gehirn, Thymus, Milz, Herz, Lunge, Leber, Pankreas, Dinndarm, Nebenniere, Niere, Prostata,
Testis, Mamma) (BD Biosciences Clontech Palo Alto) oder von Frau Dr. Behrends aus klini-
schem Probenmaterial hergestellt worden (Tumorgewebe, Tonsille, Lymphknoten, Schilddrise,
Blase, Uterus, Plazenta, Adnexe, Knochenmark, Haut, periphere mononukleare Blutzellen (PBL))
(vgl. 3.5.1.).
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2.1.7. Genomische DNS aus autologen Fibroblasten

Die genomische DNS aus Fibroblastenkulturen des Patienten #040 war von Frau Dr. Behrends
zur Verfliigung gestellt worden. Die autologen Fibroblasten waren mit Einwilligung der Sorge-
berechtigten aus einer kleinen im Rahmen der operativen Katheteranlage entnommenen Haut-
probe angezlchtet worden.

2.2. Oligonukleotide

Die Synthese der bei der Sequenzierung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendeten
Oligonukleotide wurde bei der Firma Metabion (Planegg-Martinsried, D) in Auftrag gegeben. Die
Sequenzen der sense (se) und antisense (an) Oligonukleotidprimer fir die PCR und der
Hybridisierungssonden (hyb) sind in 5" nach 3-Orientierung angegeben (Tab. 1 und 2).

Name Sequenz Beschreibung Annealing  GroBe des
(GenBank Acc. No, Position) Temp. (°C)  Produkts (bp)

prd0.1.sel gtg ttt ggt tcc tca act tg AY517556.1; bp 1491-1510 55 364

prd0.1.an1 att cag tcc caa ttc tct gg AY517556.1; bp 1854-1835 55

prd0.2a.sef gac agg agt gtg aaa ccaag  AY517554.1; bp 824-843 55 259 und 400

pr40.2a.an cgc tcc tca tga att gct tg AY517554.1; bp 1082-1063 55

prd40.4a.sef gag cta aac tag atg aat tg AY517557.1; bp 1393-1412 55 302

prd40.4a.an1 ctt ctt cag ctg cat atc ca AY517557.1; bp 1694-1675 55

prd0.4a.se2 acg ctg agg cct taa gtg aa AY517557.1; bp 1732-1751 55 236

prd40.4a.an tga ggc aag tgg cac cgt ac AY517557.1; bp 1967-1948 55

pr40.6b.se1 aaa gaa gtt ctt cgt cgg cg AY518536.1; bp 30-49 55 271 und 399

pr40.6b.an1  ttg ctt gca ctt tgc tcc ag AY518536.1; bp 300-281 55

prd0.6¢.se' cgt tgc cac aat tag atg gt AY518535.1; bp 601-620 55 298

pr40.6¢c.an cca tag cgt gag agt tct tc AY518535.1; bp 898-879 55

prd0.7a.sel aag tca agc tgg agc agc aa 40.7a; bp 173-192 55 424

prd0.7a.an1 tgt tca tct cga tct gca cg 40.7a; bp 596-577 55

pr40.7b.se1 gac cag atg aat gag cac cg AY518538.1; bp 1493-1512 55 368

pr40.7b.an1  tca tac ttg gtc ctc cac tg AY518538.1; bp 1860-1841 55

pr40.8.se ggc aga ttt caa gct gat gt 40.8; bp 98-117 55 380 und 440

prd0.8.an1 tcc tct tca gat age cca tc 40.8; bp 477-458 55

pr40.10b.se1 ggt aca gat ccc ctt ttc ta AY540750.1; bp 1606-1625 55 243 und 356

pr40.10b.an1 gct act cca tag aat ggg ag AY540750.1; bp 1948-1929 55

pr40.10b.se2  acg ttg ctg gtg aca gca aa AY540750.1; bp 21-40 55 580

pr40.10b.an2 cta aga acg atg tca gct gc AY540750.1; bp 600-581 55

pr40.10e.se1  atg gca gtg gcc aca ta ctt AY540751.1; bp 569-588 55 383 und 500

pr40.10e.an1 acg agt aga ttc ctt tag gc AY540751.1; bp 951-932 55

pr40.10e.se2  gaa gag agc cat tga aca gg AY540751.1; bp 1986-2005 55 385 und 639

pr40.10e.an2  gct act cca tag aat ggg ag AY540751.1; bp 2370-2351 55
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Name Sequenz Beschreibung Annealing  GroBe des
(GenBank Acc. No, Position) Temp. (°C)  Produkts (bp)

prd0.10e.se3  act gac ttt ccg ggt cat ca AY540751.1; bp 71-90 55 329

prd0.10e.an3 agg tgc atc aac agc ctt ga AY540751.1; bp 399-380 55

prd0.11c.sel  aca ttc cac acg tgc aga tg AY523634.1; bp 1544-1563 55 757

pr40.11c.an1 tac aac atg ttt ata gtt tca agt AY523634.1; bp 2300-2277 55

prd0.12a.se1  agg agc ttc tgg aca tca ag AY528714.1; bp 1197-1216 55 356 und 611

prd0.12a.an1 atg gag cag gtc atc tcc at AY528714.1; bp 1552-1533 55

prd0.14.se2 cat tgt cac tgc tgg aca ag 40.14; bp 2354-2373 55 265

prd0.14.an1 tca cag tca tca tcc age ct 40.14; bp 02618-2599 55

prd0.15.se1 aga cgc att ctg tgg agt tg 40.15; bp 1262-1281 55 248

prd0.15.an1 aaa ggt ctc tgc agt ggc at 40.15; bp 1509-1490 55

pr40.16a.se1  gtg tta acg tgg cta tag at AY528715.1; bp 2421-2440 55 346

pr40.16a.an1 ctg aac tgc ctc aag ttg ga AY528715.1; bp 2767-2748 55

prd40.18.se1 aat gcg atg cca ata cca gg 40.18; bp 211-230 55 486

prd40.18.an1 act cca gat cat tgt gct gg 40.18; bp 696-677 55

pr40.21.se1 aat gtc atc tgc cca ctt gg AY536376.1; bp 179-198 55 322 und 480

pr40.21.an1 ctt gtt gtc cag acc att gg AY536376.1; bp 500-481 55

prd0.22.se1 cca tcc age tac tac aga ca AY540752.1; bp 190-209 55 713

prd0.22.an1 tcc tac ctg agc aag act ag AY540752.1; bp 902-883 55 532

prTFlIS.an1 gcc atc ttg tca cag ttg ac AK027024; bp 754-735 55

Tab. 1. Oligonukleotide fir die PCR.

Die Position aller Primerpaare in Bezug auf die relevanten Antigen-cDNS sind schematisch in die Abbildungen in
Kapitel 4 (Ergebnisse) eingetragen. Die PCR diente der Expressionsanalyse oder der Sequenzanalyse in anderen
Geweben.

Name Sequenz Beschreibung Hybridisierungs-

(GenBank Acc. No, Position) Temperatur
pr40.6b.hyb1 ctg tag taa gac ttc atc ttc agc agg cag MU-RMS-40.6b; bp 108-79 65°C
pr40.8.hyb1 agg gac agg ttc ctc aac agc tgt atc ttc MU-RMS-40.8; bp 260-231 65°C
pr40.10b.hyb1 cta aga acg atg tca gct gcg gaa aca tct MU-RMS-40.10b; bp 600-571 65°C
pr40.10e.hyb1 acc att cgc tgt aag acg agg atc aga cag ~ MU-RMS-40.10e; bp 2225-2196 65°C
pr40.11c.hyb1 ttc aaa gtc tac tgt gct tgt act cct ggc MU-RMS-40.11¢; bp 2077-2048 65°C
pr40.22.hyb1  gtc ctt aga aaa tcc tcc tge ccc agg tct MU-RMS-40.22; bp 630-601 65°C

Tab. 2. Oligonukleotide fir die Southern-Blot-Hybridisierung

Diese Oligonukleotid-Primer hybridisirten an zwischen den jeweils eingesetzen PCR-Primern gelegene Sequenzen
der PCR Produkte: pr40.6b.se1 x pr40.6b.an1 (pr40.6b.hyb1), prd0.8.se1 x pr40.8.an (prd0.8.hyb1), pr40.10b.se1
x pr40.10b.an1 (pr40.10b.hyb1), prd0.10e.se1 x pr40.10e.an1 (pr40.10e.hyb1), prd0.11c.se1 x prd0.11c.an1
(pr40.11c.hyb1) und pr40.22.se1 x pr40.22.an1 (pr40.22.hyb1).
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2.3. Chemikalien

Agarose (Top-Agar), #11404, Serva (Heidelberg)

Ampicillin, #835269, Roche (Mannheim)

BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate-toluidine), #02291, Biomol (Hamburg)
dNTP Set, 100mM Solutions, #27-2035-01, Amersham Pharmacia (NJ, USA)
Ethanol absolut, #1.00983.2500, Merck (Darmstadt)

EthidiumBromid 1%ige Lésung in Wasser, #1.11608.0030, Merck (Darmstadt)
Formamid RNS-Ladepuffer, #Sigma P-040.1, Sigma (Munchen)

Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder, #SM0311, MBI (Eggenstein)

IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalacto-pyranoside), #R0392, Fermentas (St.Leon-Rot)
Isopropanol, #1.00547, Merck (Darmstadt)

Kanamycin, #K0879, Sigma (Mnchen)

Maltose, #M-5885, Sigma (Mlnchen)

MgSO,-7H,0, #M-5921, Sigma (Minchen)

MOPS (4-Morpholine-propanesulfonic acid), #1124684, Roche (Mannheim)
NaCl, #1.06404, Merck (Darmstadt)

NaOH, #6498, Merck (Darmstadt)

NBT (Nitroblue-Tetrazolium-chloride), #06428, Biomol (Hamburg)
N-N-Dimethylformamide (DMF), #D-4551, Sigma (Munchen)
Polyoxyethylene-sorbitan Monolaurate (Tween 20), #P-1379, Sigma (Minchen)
Primer p(dT);s, 8nmol, #814270, Roche (Mannheim)

RNA Ladder, High Range, #SM0421, MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Salzsaure (HCI) 32%, #1.00319, Merck (Darmstadt)

Seakem-Agarose, #50004, Cambrex (Maine, USA)

Select Agar, #30391-023, Gibco BRL (Eggenstein)

Select Peptone 140, #30392-021, Gibco BRL (Eggenstein)

Select Peptone, #Q-04-05, Gibco BRL (Eggenstein)

Select Yeast Extract, #30393-020, Gibco BRL (Eggenstein)

Tetracyclin, #T7660, Sigma (Minchen)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, #1.08382.2500, Merck (Darmstadt)

X-Gal (5Bromo-4chloro-3indolyl-B-D-galactopyranoside), #02249, Biomol (Hamburg)
[y-*2P]-ATP, 370 MBg/ml, 10mCi/ml, #AA0068, Amersham Pharmacia (NJ, USA)
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2.4. Enzyme

MulLV-Reverse Transskriptase, New England Biolabs (Schwalbach)

Pfu-DNS Polymerase, #11070205, Promega (Mannheim)
Restriktionsenzyme, NEB (Schwalbach) bzw. MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Tag-DNS Polymerase, #15756305, Promega (Mannheim)

2.5. Kits

Jetstar, Plasmid Mini/Maxiprep Kit/20, #220020, Genomed (Bad Oeynhausen)
Sephadex-G25, #G-25-80, Sigma-Aldrich (Minchen)
Quiaex Il Gel-Extraction Kit, Quiagen (Hilden)

2.6. Verbrauchsmaterial

Blotting Membran, Hybond N+, PorengréBe 0,45um, #RPN203B,
Amersham Pharmacia (NJ, USA)

Falcon-Rohrchen, Becton Dickinson (Heidelberg)

Gestopfte Pipettenspitzen, #2149P, ART Molecular Bio Produkts (San Diego, USA)
Sartorius Membran, PorengréBe 0,45pum, #11306-41BL, Sartorius (Gottingen)
Sartorius minisart membrane (0,2 um), #SA16532A, Sartorius (Gottingen)
Parafilm ,M", Laboratory Film, PM-996, American National Can (Chicago, IL)
Petrischalen, #639102, M&B Stricker (Minchen)

2.7. Software und Datenbanken
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BCM searchlauncher: http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seg-search/gene-search.html
BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Clone Manager 7.04, Sci Ed Central (NC, USA)

Gentool 1.0, BioTools (Edmonton, Canada)

SEREX-Database: http://www?2 licr.org/CancerlmmunomeDB/

PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=PubMed
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=snp
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2.8. Gerdte

M Beheiztes Wasserbad, Typ WB 22, Memert (Schwabach)

B Brutschrank, Memert Modell 400, Memert (Schwabach)

B Dampfsterilisator, Varioklav 300 E, H+P (OberschleiBheim)

M Gelelektrophoresekammer OWL, Peqglab (Erlangen)

B Kuhlzentrifuge, Sigma 2K15, Sigma Laborzentrifugen (Osterode am Harz)
B mi-Pipetierhilfen, Pipetus-Akku, Hirschmann Laborgerate (Eberstadt)

B Photometer, Uvikon-Spectrophotometer 922, Bio-Tek Kontron (Neufahrn)
B Netzgerat, Bio Rad Power PAC 300, Bio Rad (Munchen)

B Rattler beheizt, Innova 4000, New Brunswick Scientific Co. (Edison, NJ, USA)
B Rattler, Vortex-Genie 2, Scientific Industries (Bohemia, NY, 11716, U.S.A)
B Sicherheitswerkbank, Mobilien W 90, SWB, Variolab, Waldner (Wangen)
B Standzentrifuge, Varifuge 3.2RS, Heraeus Sepatech (Hanau)

B Taumelruttler, Unitwist V, UniEquip (Martinsried)

B Thermocycler, GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer (Weiterstadt)

M Tischzentrifuge, Centrifuge 5415C, Eppendorf (Hamburg)

M Ultrazentrifuge, Centrikon H-401, ZK 401, Berthlod Hermele (Gosheim)
B UV-Transilluminator, Bio Rad Gel Doc 2000, Bio Rad (Minchen)

B Zentrifuge, Rotina 35R, Typ 1710, Hettich (Tuttlingen)

B yl-Pipetierhilfen, Pipetman, Gilson S.A.S. (Villiers le Bel, Frankreich)
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3. Methoden
3.1. SEREX

Wie oben beschrieben (vgl. 2.1.1.) wurde mithilfe einer Bibliothek rekombinanter \-Bakterio-
phagen, die eRMS-cDNS enthielten, und gepooltem, 1:300 verdiinntem Serum von Patienten mit
dem gleichen Tumor (eRMS) bzw. eines eng verwandten Tumors (aRMS) nach Tumorantigenen
gesucht. Um eine reprdsentative Aussage Uber das Vorkommen von Tumorantigenen in der
Expressionsbibliothek treffen zu kénnen, wurden ca. eine Million cDNS-Expressionsklone unter-
sucht.

Zusammenfassend wurden XL-1-Bakterien mit den rekombinanten Phagen infiziert, die infizier-
ten Bakterien auf Agarplatten ausplattiert, und durch Zugabe von IPTG die rekombinante
Proteinsynthese induziert. Die innerhalb von lytischen Plaques exprimierten rekombinanten
Proteine wurden von den Agarplatten auf Nitrozellulose Ubertragen. Nach Inkubation der Nitro-
zellulose-Folien mit Serum wurde die Bindung von Serum-Ak an rekombinante Tumorproteine
durch Zugabe eines markierten Zweit-Ak und anschlieBende enzymatische Farbung nachgewie-
sen (Abb. 1).

Die entsprechenden Arbeitsschritte sind im Folgenden genauer beschrieben.

3.1.1. Bakterienanzucht

Es wurden ca. 10 Kolonien der XL-1 Bakterien-Stammplatte gepickt, in das Transfektionsmedium
Uberfuhrt und bei 37 °C unter Schitteln mit 200 rpm kultiviert. Dem Medium waren Maltose und
Magnesiumsulfat zugesetzt, die die spatere Phagenanheftung an die Bakterien erleichtern soll-
ten. Da die Transfektion der Bakterien in der exponentiellen Wachstumsphase am effizientesten
gelingt, und ein exponentielles Wachstum der Bakterien bei einer optischen Dichte (OD) von 0,5
(Wellenlange 600nm) anzunehmen ist, wurde die Kultur bei dieser OD geerntet. Der Kultur-
ansatz wurde bei 5009 fur 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Bakterienpellet in sterilem 0,01 M MgS0, bis zu einer OD von 0,5 resuspendiert. Um spater
auf den Agarplatten einen dichten Bakterienrasen zu erzielen, wurden 600l einer Bakterien-
suspension von OD 0,5 pro Platte mit 14 cm Durchmesser vorbereitet.

LB-Medium:
10g NaCl
10g Select Peptone
59 Select Yeast Extract

auf 1000 ml mit dd H,0O, mit 5N NaOH auf pH 7,0 einstellen, autoklavieren
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Transfektionsmedium:

LB-Medium 50ml
Maltose (20 %) 5000l
MgSO, (1M, sterilfiltriert) 500l

Tetrazyklin-Stammlésung (10mg/ml) 75yl

cDNS-Expressionshibliothek

S -]-@ - @8 - ==

Tumor mRNS cDNS ANZAPII A E. coli

Immunscreening

9 ’
~ ——y - - Q@
Nitrozellulose + Serum + anti-hu IgG- Ak (AP) Farbung c<DNS

Abb. 1 — Herstellung der DNS-Expressionsbibliothek und SEREX-Methode.

Zur Herstellung einer cDNS-Expressionsbibliothek war aus einer schockgefrorenen Gewebeprobe eines eRMS mRNS
isoliert worden, diese in cDNS umgeschrieben, tber die Restriktionsenzyme EcoR7 und Xho in den Polylinker des
Uni-ZAP-XR Vektor kloniert und zu rekombinanten A-Phagen verpackt worden. Die primdre cDNS-Expressions-
bibliothek wurde in Escherichia coli Bakterien amplifiziert, die infizierten Bakterien auf Agarplatten ausplattiert,
und durch Zugabe von IPTG die rekombinante Proteinsynthese induziert. Die innerhalb von lytischen Plaques
exprimierten rekombinanten Proteine wurden von den Agarplatten auf Nitrozellulose Ubertragen. Nach Inkubation
der Nitrozellulose-Folien mit Serum wurde die Bindung von Serum-Ak (anti-hu IgG-Ak) an rekombinante Tumor-
proteine durch Zugabe eines markierten Zweit-Ak und anschlieBende enzymatische Farbung nachgewiesen. Das
Tumorantigen-Insert konnte anschlieBend isoliert und analysiert werden.

3.1.2. Transfektion mit A-Phagen

Bei der anschlieBenden Transfektion der XL-1 Bakterien mit A-Phagen, wurde das Volumen der
Phagensuspension pro Transfektionsansatz so gewahlt, dass etwa 3000 pfu auf einer Agarplatte
mit einem Durchmesser von ca. 14mm zu liegen kamen. Die Plaques, die jeweils einen rekombi-
nanten Phagenklon und damit ein rekombinantes Tumorprotein reprasentierten, sollten dicht
genug liegen, um ein effizientes Screening zu gewahrleisten und weit genug voneinander ent-
fernt, um ein Uberwachsen einzelner Plagues zu vermeiden. Die pro Platte gewdhlte Phagen-
menge (3000 pfu) wurde mit 600ul der XL-1 Bateriensuspension fir 15 Minuten bei 37°C
(Wasserbad) inkubiert, um das Anheften der A-Phagen an die Bakterienwand zu erleichtern.
Direkt anschlieBend wurde der Transfektionsansatz auf LB-Agar ausplattiert.
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3.1.3. Kultur der transfizierten Bakterien auf Agarplatten

Vor dem Ausplattieren gab man zu einem Transfektionsansatz 30ul 1M IPTG-Stammlésung und
6ml vorgewarmten Topagar (52°C Wasserbad). Isopropyl-1-thio-B-D-galactosid induziert die
Proteinexpression. Das Gemisch wurde auf vorgewarmten LB-Tet-Platten (37°C Brutschrank)
gleichmaBig ausplattiert und nach Festwerden Uber Nacht in den 37°C Brutschrank gestellt.

Top-Agar:
200 ml LB-Medium
+ 1,49 Agarose

autoklavieren, auf 52 °C warmstellen bis zum Ausplattieren

LB-Tet-Platten:
400 ml LB-Medium
+ 89 Select Agar,

autoklavieren, abkthlen auf 52°C im Wasserbad
+ 600 pl Tetrazyklin-Stammlésung (10 mg/ml)

3.1.4. Ubertragung der Proteine auf Nitrozellulose-Folien

Zur Ubertragung der Proteine wurden die inkubierten Agar-Platten mit beschrifteten Nitro-
zellulose-Blotting Membranen luftblasenfrei bedeckt. Damit seroreaktive Plaques spéater sicher
auf der Agar-Platte wiedergefunden werden konnten, wurden die Membranen mit 3 asymme-
trischen Einstichen einer 20 G-Kantle markiert. AnschlieBend stellte man die Platten fur zwei
Stunden in den 37°C Brutschrank, da die exprimierten Proteine so auf die Nitrozellulosefilter
Ubertragen werden konnten. Die Agarplatten mit Membranen wurden bei 4°C mindestens 30
Minuten abgekUhlt, damit sich die Membranen besser vom Topagar I6sen konnten. Nach
Abloésen der Membranen wurden sie in einer Schale mit 1xTBS-T Puffer gesammelt (mindestens
20ml Puffer pro Membran) und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Beim Abldsen
verbliebene Agarreste auf den Membranen wurden anschlieBend mit rauhen Handschuhen
abgestreift. Die gereinigten Membranen wurden in frischem 1xTBS-T-Puffer (mindestens 20ml
pro Membran) gesammelt und 15 Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Um unspezifische
Bindungen zu blocken, wurden die Membranen einzeln in saubere Petrischalen gelegt, mit je
20ml 1xTBS/Magermilch-Lésung Uberschichtet und eine Stunde sanft geschittelt.

TBS-Puffer:
10 x Stammlésung: 87,59 NaCl

+ 60g Tris-Base, in wenig dd H,0 l6sen,

mit 32% HCl auf pH 7,5 einstellen, auf 1000ml mit dd H,0
1 x Gebrauchslésung: 900ml dd H,0 +100ml 10xTBS
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TBS-T Puffer:
10 x Stammldsung: 1 Liter 10xTBS Puffer
+5ml TWEEN 20
1 x Gebrauchslésung: 900ml dd H,O +100ml 10xTBS-T

TBS/Magermilchlésung:
1XTBS-Puffer mit 0,5% Magermilchpulver

3.1.5. Inkubation der Folien mit Patientenserum

Nach dreimaligem Waschen fir je 10 Minuten in frischem 1xTBS-Puffer wurden die Membranen
in einzelnen Petrischalen mit je 20ml praabsorbiertem Serum Uberschichtet. Waren im Serum Ak
gegen vom Tumor exprimierte Antigene, so banden diese an die auf Nitrozellulose tbertragenen
entsprechenden Proteine. Um die Effizienz der Antigensuche zu steigern, wurde ein Gemisch
von Seren von vier RMS-Patienten eingesetzt. Jedes einzelne Serum lag in einer Verdiinnung von
1:300 vor, zur Stabilisierung war initial 10 % NaAcid und 10 % Thimerosal zugegeben worden.
Die inkubierten Membranen wurden Gber Nacht sanft bei Raumtemperatur geschittelt.

3.1.6. Inkubation der Folien mit ALP-markiertem Zweitantikorper

Seroreaktive Antigene wurden mit einer immunologischen Farbetechnik identifiziert. Ein
Alkalische Phosphatase-gekoppelter Sekundar-Ak aus der Ziege, der gegen den Fc-Teil mensch-
lichen IgGs gerichtet war, wurde eingesetzt, um Antigen-bindende IgG-Ak aus Patientenserum
zu detektieren.

Die Membranen wurden nach Abnehmen des Serums dreimal je 10 Minuten in jeweils frischen
1XTBS-Puffer gewaschen. Die in einzelne Petrischalen gelegten Membranen wurden danach mit
je 20ml verdinnter Ak-Stammlésung Gberschichtet und eine Stunde sanft geschittelt.

Verdiinnte Ak-L6sung:

0,03% Stammldsung 1:2500 in 1xTBS mit 0,5% Magermilchpulver verdiinnen

3.1.7. Alkalische Phosphatase-Farbung

Durch Zugabe von 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat (BCIP) und Nitroblautetrazolium (NBT) in
der Entwicklerlésung und nachfolgende enzymatische Reaktion mit der an den Sekundar-Ak

gebundenen Alkalischen Phosphatase wurde der gebildete Antigen-Ak-Komplex auf den Nitro-
zellulosefolie nachgewiesen.
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Nach zweimaligem Waschen fur je 15 Minuten in jeweils frischem 1xTBS-Puffer wurden die
Membranen mit je 20ml Entwicklerldsung fir ein bis zwei Stunden bei 37°C inkubiert.

Entwicklerlésung pro Membran:
20ml 1xCDS + je 20pl BCIP-Stammldsung und NBT-Stammldsung

5 x CDS:

250ml 2M NacCl

+500ml 1M Tris

+5,083g MgCl, x 6 H,0, auf 1000 ml mit ddH,0, auf pH 9,5 einstellen

3.1.8. Isolation positiver Klone

Phagenplaques, in denen Serum-Ak an rekombinante Antigene gebunden hatten, farbten sich
durch die beschriebene enzymatische Reaktion blau. Mithilfe der initialen Markierung wurden
die seroreaktiven Plaques auf den kihl aufbewahrten, urspriinglichen Agarplatten identifiziert
und zusammen mit zwei bis drei angrenzenden seronegativen Plaque polyklonal ausgestochen.
Die gestochenen Plaques wurden in beschriftete 1,5ml Eppendorf-GefaBe Gberfihrt, mit 500 pl
SM-Puffer Uberschichtet und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Dabei diffundierten die Phagen in
den Puffer. Am folgenden Tag wurden die Eppendorfgefdal3e ca. 30 Sekunden bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand, der die Phagen enthielt, wurde in ein neues Gefal3
tberfihrt und mit 20pul Chloroform 30 Sekunden gevortext. Die mit Chloroform versetzten
Phagenlésungen wurden bei 4°C aufbewahrt.

SM-Puffer:

5,8g NaCl + 2,0g MgSO,7H,0
+ 50ml 1M TRIS-HCI (pH 7,5)
+ 5ml Gelatine (2 %)

auf 1000ml mit dd H,0, steril filtrieren

3.1.9. AusschluB von IgG-Klonen und Farbeartefakten

Wie in jedem durchblutetem Tumorgewebe, waren auch in diesem Tumor B-Lymphozyten ent-
halten, die IgG-mRNS exprimierten. Diese mRNS wurde bei der reversen Transkription (RT) wie
Tumorzell-mRNS in cDNS umgeschrieben und in das Phagengenom inseriert. Diejenigen Plaques,
in denen rekombinantes IgG exprimiert wurde, banden den gegen IgG gerichten Sekundar-Ak
direkt und zeigten unabhangig von etwaigen Serum-Ak eine positive Farbreaktion. Auch
Farbeartefakte z.B. durch Luftblasen, Randeffekte, Falten der Folie oder Farbkriimel waren aus-
zuschlieBen.
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Zum Ausschluss von rekombinantem IgG und Farbeartefakten wurde das oben beschriebene
SEREX-Verfahren abgewandelt: Aufgrund des unbekannten Titers der primaren Phagen-
I6sungen, wurden diese einmal 1:100 und einmal 1:1000 mit 0,01M MgSO, verdinnt und je
10 pl der verdinnten Lésung wie beschrieben mit IPTG ausplattiert. Vor Belegen der tber Nacht
inkubierten Agarplatten wurden die Membranen in zwei Teile geteilt, die Halften unterschied-
lich beschriftet, und die Position beider Membranhalften mit je drei Nadelstichen markiert. Nach
Inkubation im 37°C Brutschrank fur zwei Stunden, Entfernen und Waschen der Membranen,
wurden diese wie beschrieben mit Magermilch Gberschichtet und eine Stunde sanft geschuttelt.
Je eine Halfte der Membranen wurde tber Nacht wie beschrieben mit Serum, die andere mit
reinem 1xTBS inkubiert.

Klone, die fiir ein seroreaktives Antigen kodierten, wurden nur nach Inkubation mit Serum, nicht
aber nach Inkubation mit reinem 1xTBS angefarbt. IgG-Klone farbten sich aufgrund der Serum-
unabhangigen Bindung des Sekundar-Ak sowohl nach Inkubation mit Serum als auch mit reinem
1xTBS an, Farbeartefakte zeigten weder nach Inkubation mit Serum noch mit reinem 1xTBS eine
positive Farbreaktion.

3.1.10. Vereinzelung positiver Klone

Zur Monoklonalisierung der polyklonal gestochenen Klone wurde die Plaguedichte so gewahlt,
dass einzelne Klone deutlich getrennt voneinander zu liegen kamen. Dies entsprach etwa
200pfu pro Platte. Die Ubrigen Arbeitsschritte entsprachen denen des oben beschriebenen
SEREX-Verfahrens. Entsprechend dem Verhaltnis des positiven Klons zu den negativen Klonen
bei einem polyklonal gestochenen Klon, farbte sich ein Teil der 200 Plaques gegenlber dem
negativen Hintergrund an, und positive Klone konnten monoklonal gestochen werden. Durch
eine weitere SEREX-Runde wurde die Monoklonalitat bestatigt. Dabei farbten sich im positiven
Falle alle Plaques gleich blau an.

Positive Klone wurden mit drei Zahlen bezeichnet (z.B. 40.286-1), wobei die erste fir die indivi-
duelle Tumor-cDNS-Bibliothek, die zweite fir die Agarplatte, von der der Phage isoliert worden
war, und ggf. die dritte fUr einen von mehreren Plaques einer Platte steht.

3.1.11. Vermehrung der positiven Phagen

Damit eine ausreichende Menge an Phagen fur nachfolgende Untersuchungen jederzeit zur
Verfiigung stand, wurden die positiven Phagenklone amplifiziert. Uber Nacht wurde eine XL-1
MRF-Bakterienkultur bei 30°C angesetzt. Der Transfektionsansatz aus 600 ul Bakteriensuspen-
sion (OD 0,5) und 5 x 10* pfu wurde zur Anheftung der Phagen an die Bakterien 15 Minuten bei
37°C inkubiert. Mit 6ml vorgewarmtem Topagar (48°C) wurde der Transfektionsansatz auf
frisch gegossenen LB-Tet-Platten ausplattiert. Nach Erstarren des Agars wurden die Platten bei
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37°C fur sechs bis acht Stunden inkubiert. Um eine moglichst efffiziente Ausbeute zu erzielen,
sollten die Phagen nicht groBer als ein bis zwei Millimeter im Durchmesser betragen, nicht
zusammenflieBen, sich jedoch berlhren. Die Platten wurden anschlieBend mit je 8 bis 10ml
SM-Puffer Uberschichtet und bei 4°C Uber Nacht sanft geschittelt. Die Phagensuspension
wurde von jeder Platte abgenommen und in einem sterilen Polypropylenbehalter gesammelt. Die
Platten wurden mit weiteren 2 ml SM-Puffer gespdilt und diese asserviert. Chloroform wurde bis
zu einer Endkonzentration von 5% hinzugefiigt, gut durchmischt und 15 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach Zentrifugation bei 5009 fir 10 Minuten wurden die Zelltrimmer
entfernt. Der klare Uberstand mit den amplifizierten Phagen wurde in ein neues steriles Polypro-
pylengefaB Uberfihrt. Falls der Uberstand noch triib erschien, wurde erneut Chloroform zuge-
setzt und zentrifugiert. Die amplifizierten Phagen wurden in 7% DMSO bei -80°C aufbewahrt.

3.1.12. Bestimmung des Phagentiters

Zur Ermittlung des Phagentiters wurde eine Verdtnnungsreihe (10 bis 10"°) der Phagenlésungen
mit 0,01 M MgSO, angesetzt und wie beschrieben nach Bakterienanzucht und Infektion ohne
IPTG ausplattiert. Nach Uber Nacht-Inkubation konnte anhand der Anzahl der Plaques pro Platte
der Titer berechnet werden: Plaques/ul = Anzahl der Plaques x Vlerdiinnung/Volumen Einsatz.

3.2. Differentielle serologische Analyse SEREX-definierter Antigene

Das Vorhandensein von Ak gegen gefundene SEREX-definierte Antigene im Serum von padia-
trischen Patienten mit RMS (n=10), mit anderen Tumoren (n=20) und im Serum gesunder
Probanden (n = 30) wurde mit der differentiellen Serumanalyse untersucht. Exemplarisch fir eine
Antigenfamilie wurde mangels ausreichenden Serummaterials jeweils nur einer der homologen
Phagenklone in die Analyse eingesetzt (Tab. 4).

Um positive Resultate eindeutig darstellen zu kénnen, wurden die Test-Klone jeweils etwa im
Verhdltnis 1:10 mit negativen Klonen ausplattiert. Die Phagen-Bank diente hier als Pool negativer
Klone, da anzunehmen war, dass die eingesetzten Seren erfahrungsgemaB mit maximal zwei bis
drei der 500 plaquebildenden Einheiten der Phagenbank pro Platte reagierten, sich aber bei
positiver Reaktion mit dem getesteten Klon etwa 50 Plaque anfarben sollten. Der Transfektions-
ansatz setzte sich entsprechend aus dem Volumen einer angemessenen Verdinnung des
positiven Klons zusammen, das ca. 50 plaguebildenden Einheiten entsprach und dem Volumen
einer angemessenen VedUnnung der Phagenbank, das ca. 500 plaquebildenden Einheiten
entsprach. Mit 600l der Bakteriensuspension wurde der Transfektionsansatz nach Inkubation
in einem 37°C Wasserbad fur 15 Minuten gemeinsam mit IPTG ausplattiert und Gber Nacht
in einen 37°C Brutschrank gestellt. Die weiteren Arbeitsschritte der heterologen Serumanalyse
entsprachen denen des SEREX-Suchverfahren, an Stelle des Serumpools wurden jedoch die
erwahnten Normal- bzw. Tumorseren verwendet.
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3.3. DNS-Praperation
3.3.1. Subklonierung durch , in vivo Exzision"

Um das Tumorantigen-Insert weiter analysieren und im Besonderen sequenzieren zu koénnen,
bendtigte man die DNS des rekombinanten Vektors in reiner Form. Der groBBe N-Vektor (Uni-ZAP-
XR; Abb. 2) enthielt in seinem Genom ein Plasmid, p-Bluescript (Abb. 3), in dessen multiple
Klonierungsstelle (Abb. 4) das Tumorprotein-kodierende cDNS-Insert kloniert wurde.

Mithilfe eines filamentdsen f1-Helferphagen (Ex-Assist) wurde das cDNS-Insert im lebenden
Bakterium (,in vivo”) und mit flankierenden Plasmid-Sequenzen aus dem groBen Phagen-Vektor
kopiert bzw. quasi ,ausgeschnitten” (Exzision): Der groBe \-Vektor tragt Replikationssignale,
die von Replikations-Proteinen des f1-Helferphagen erkannt werden kénnen. Bringt man den
groBen \-Vektor mit einem f1-Helferphagen gleichzeitig in ein Bakterium (XL-1) ein, so erken-
nen die Replikations-Proteine des f1-Helferphagen f1-typische Start- und Stop-Signale auf dem
\-Vektor und kopieren den dazwischenliegenden DNS-Abschnitt. Dieser Abschnitt entspricht
dem vollstandigen Plasmidvektor pBlueskript mit einkloniertem cDNS-Insert. Das rekombinante
Plasmid wird von f1-Hullproteinen verpackt und bei der Bakterienlyse durch die A-Phagen mit
diesen freigesetzt.

Die DNS des Plasmidvektors muss anschlieBend von der DNS des A-Phagen und f1-Helferphagen
durch Passage in einem zweiten E. coli-Bakterienstamm (SOLR) getrennt werden. Dieser Bakte-
rienstamm ist resistent gegen das Eindringen von A-Phagen. Die Helfer-Phagen dringen zwar ein,
kdnnen sich aber nicht in SOLR vermehren, da die Synthese essentieller f1-Proteine nicht mog-
lich ist. Verantwortlich dafir ist eine sogenannte amber-Mutation in dem Phagengenom, deren
Effekt der SOLR-Stamm im Gegensatz zu XL-1 nicht unterdrlicken kann. Das bedeutet, dass in
den infizierten SOLR-Bakterien nur die rekombinanten Plasmide Ubrig bleiben.

Uber Nacht wurden separate Schittelkulturen bei 30°C fir XL-1 und SOLR angesetzt. Dabei
dienten Maltose und MgSQO, der Vorbereitung zur Transfektion. Die Bakterienkulturen wurden
fur 10 Minuten bei 5009 zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet in 0,01 M
MgSO, bis zu einer OD von 1 (Wellenlange 600 nm) resuspendiert. Die SOLR-Suspension wurde
bis zur weiteren Verarbeitung bei 4°C aufbewahrt. Flr die Exzision des Plasmidvektors in leben-
den Bakterien (,in vivo”) wurden 200 pl XL-1-Blue MRF" mit 250 ul eines positiven Phagen-Klons
(> 1 x10°pfu) und 1pl des Helferphagen ,Ex-Assist” (> 1 x 10°pfu) zum Anheften der Phagen
an die Bakterienwand 15 Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 3ml
LB-Tet-MM hinzugefugt und fir drei Stunden bei 37°C geschittelt. Der Transfektionsansatz
wurde fur 20 Minuten auf 70°C aufgeheizt und danach 15 Minuten bei 1000 g zentrifugiert. Der
Uberstand, der N\-Phagen, f1-Helferphagen und die rekombinanten Phagemide enthielt, wurde
in sterilen Falconréhrchen aufgefangen. Um spater sichere Einzelkolonien zu erhalten, wurden
far die Transfektion des SOLR-Bakterienstammes 200l der SOLR-Bakteriensuspension einmal
mit 100 ul des Uberstandes, ein weiteres mal mit 10 ul des Uberstandes in einem Eppendorf-Cup
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angesetzt. Der Transfektionsansatz wurde fur 15 Minuten in ein 37°C Wasserbad gestellt,
anschlieBend auf jeweils einer kleinen LB-Ampicillin-Platte mit einem Glasspatel ausplattiert
und Uber Nacht im 37°C Brutschrank inkubiert. Aufgrund des Ampicillin-Resistenzgens im
p-Bluescript Vektor konnten die rekombinanten Phagemide selektioniert werden. Die auf der
LB-Ampicillin-Platte gewachsenen Kolonien wurden zur Aufreinigung in der Mini-Préperation
angesetzt.

XL-1 MRF" Bakterien-Kultur: SOLR Bakterienkultur:
1 Kolonie XL-1 1 Kolonie SOLR
5ml LB-Medium 5ml LB-Medium
50l TM MgSO, 50ul 1M MgSO,
50ul Maltose (20 %) 50l Maltose (20 %)
7,5ul Tetrazyklin 25l Kanamycin
o)
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A-) attint xis ¢ 1857 (ninb)

MCS /
pBluescript®

Abb. 2 — Karte des Uni-ZAP XR Insertionsvektors (STRATAGENE).

Die RMS-cDNS wurde Uber die Restriktionsenzyme EcoR7 und XhoT in den Polylinker des Uni-ZAP-XR Vektors
kloniert (siehe Abb. 4). Der Polylinker des UNI-ZAP-XR Vektors, in den die Tumor cDNS einkloniert worden war, lag
innerhalb des lacZ-Gens, welches fur eine Untereinheit des Enzyms B-Galaktosidase kodiert. Mithilfe des Galaktose-
Analogons Isopropyl-B-D-Thiogalactosid (IPTG) konnte die Repression des lacZ-Genpromotors aufgehoben, und
damit die Expression der rekombinanten Tumorproteine induziert werden (sieche Abb. 3). Um das cDNS-Insert in
einem Plasmidsystem charakterisieren zu kdnnen, wurde das pBluescript-Phagemid (siehe Abb. 3) mithilfe des
Helferphagen ExAssist™ in vivo exzidiert.
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pBluescript® Il SK (+/-) Phagemids £1 (_)

ampicillin

Kpn |
pBluescript 11 SK (+/-) M(S?S |
3.0kb ac
P lac

pUC ori

Abb. 3 - Zirkuldre Vektorkarte des pBlueskript-Phagemids (STRATAGENE).

Der pBluescript-Vektor hat eine Ldnge von 2958bp. f1 (+) ori = Ursprung der DNS-Replikation des sense-Stranges
des lacZ-Gens. f1 (-) ori = Ursprung der DNS-Replikation des antisense-Stranges des lacZ-Gens. lacZ’ = lacZ-Gen.
MCS = multiple cloning site. P lac = lac Promoter. pUC ori = Ursprung der DNS-Replikation des Plasmids. ampicil-
lin = Ampicillin-Resistenzgen.

pBluescript® Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apo | Hinc Il
EcoO109 | Accl
EISSSH Il | T7 Promoter > ||<pn I I?ra Il >I<ho I Slol I
TTGTAAAACGACGGCCAG'LGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGEGAAT TGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGAC. . .
M13-20 primer binding site T7 primer binding site v KS primer binding site...
Bsp106 | Not |
?Io | Iilind Il ElcoR \ ElcoR | Fl’st | Slmo | EliamH | Slpe | >I<ba | | F_Iag | BlstX | Slac 1 Slac |

. .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGQATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. ..
...KS primer binding site h

SK primer binding site

P T3 Promoter BssH Il B-gal a-fragment
-

.. GAGCT TTTGTTSCCTTTAGTGAGGGTTAATTGGGCGGTTGGCGTAATQATGGTCATAGC TGTTTCC
= T3 primer binding site “M13 Reverse primer binding site

Abb. 4 — Sequenz der multiple cloning site des pBluescript-Phagemids (STRATAGENE).
Der Polylinker des pBluescript-Phagemids wird von T7- und T3-Promotoren flankiert.
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3.3.2. Mini-Praperation von Plasmid-DNS

Die Mini-Praperation durch alkalische Lyse ermdglichte die schnelle Gewinnung kleinerer
Plasmidmengen. Eine Schittelkultur mit 5ml LB-Medium, 25ul Ampicillin und 1 Kolonie der
SOLR-Platte wurde Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Etwa 1,5ml jeder Kultur wurden in ein 1,5ml
Eppendorfgefdl Gberfihrt und 5 Minuten bei 18000 rpm und Raumtemperatur in einer Tisch-
zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 100l
Losung 1 resuspendiert und vorsichtig gemischt. Die im Praparat enthaltene RNS wurde mithilfe
der Ribonuklease in Lésung 1 abgebaut. Fur die Lyse der Zellen wurden 100pl Lésung 2
zugegeben und wiederum vorsichtig gemischt, damit die chromosomale Bakterien-DNS nicht
beschadigt wurde und dadurch gut von der Plasmid-DNS (pDNS) getrennt werden konnte. Nach
Inkubation bei Raumtemperatur fir 5 Minuten wurden 100ul Losung 3 hinzupipettiert, vor-
sichtig gemischt und bei 15000 rpom und Raumtemperatur 20 Minuten zentrifugiert. Dadurch
wurden die Zelltrimmer von der pDNS getrennt. Der Uberstand mit pDNS wurde in ein neues
Eppendorfgefal3 Uberfihrt, zum Ausfallen der DNS mit 750ul 100% Ethanol versetzt und 15
Minuten bei 15000 rom und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
und das Plasmid-Sediment nach kurzem Trocknen in 100 pl autoklaviertem H,0O aufgenommen.
Mit der anschlieBenden Restriktionsanalyse (siehe 3.4.1.) wurde Uberprift, ob die gewonnene
PDNS ein cDNS-Insert enthielt.

Losung 1: Losung 2: Losung 3:

50mM Sucrose 1% wi/v SDS 600ml 5M Kaliumacetat (pH 5,3)
25mM TRIS (pH 8) 0,2M NaOH 115ml Eisessig

10mM EDTA ddH,0 ad 1000ml

Tul RNSse A (10mg/ml)

3.3.3. Maxi-Praperation von Plasmid-DNS

Diese Methode diente der Gewinnung reiner pDNS, die anschlieBend sequenziert werden konn-
te. Nach Restriktionsanalyse wurden 400l geeigneter Mini-Prap-Kulturen auf 400ml LB-Amp
(2ml Ampicillin 100pg/ml) in groBen Erlenmeyerkolben angesetzt und Uber Nacht bei 37°C
geschittelt, bis die Bakterien eine maximale Dichte erreicht hatten. Die Kultur wurde 10 Minuten
bei 5000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Bakterienpellet in 10ml Losung 1
(siehe 3.3.2.) resuspendiert. 800pl der Bakteriensuspension wurden mit 1ml LB-Medium und
100l DMSO bei -80°C weggefroren. Der Rest der Bakteriensuspension wurde zur Auflésung
der Zellmembran mit 10ml Lésung 2 versetzt und vorsichtig gemischt. Nach Inkubation von
5 Minuten bei Raumtemperatur wurden 10ml der Losung 3 zugegeben, kraftig geschittelt
und 30 Minuten bei 20000 rom zentrifugiert. Die pDNS befand sich im klaren Uberstand, das
gelatindse Sediment enthielt chromosomale DNS und ZelltrGmmer. Zur weiteren Lysatreinigung
diente die Anionenaustauschchromatographie. Die stark negativ geladenen Nucleinsauren ban-
den dabei an das Saulenmaterial, wahrend die weniger stark geladenen Proteine durchliefen.
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Die Saulen (Qiagen) wurden mit 15ml Losung 4 equilibriert. Der klare Uberstand wurde zum
Abfangen von Sediment durch Verbandmull auf die Saule gegeben. Nach zweimaligem Waschen
mit 30ml Lésung 5, wurde die DNS mit 15ml Losung 6 eluiert. Zur Ausfallung der Nukleinsauren
wurde dem Eluat 11ml Isopropanol hinzugefiigt und anschlieBend 30 Minuten bei 5000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, das Pellet luftgetrocknet und in 1ml
autoklaviertem Wasser geldst. Die Konzentrationsmessung der gewonnenen pDNS erfolgte mit
einer 1:20 Verdinnung in einem Kontron-Photometer bei 260nm. AnschlieBend folgte eine
Kontrollspaltung der gereinigten pDNS mithilfe von Restriktionsenzymen (siehe 3.4.1.).

Die aufgereinigte pDNS wurde, korrespondierend zum monoklonalen Phagen, mit drei Zahlen
bezeichnet (z.B. p40.286-1), wobei die erste fur die individuelle Tumorbank, die zweite fir die
Agarplatte, von der der Phage isoliert worden war, und ggf. die dritte fur ein individuelles von
mehreren Isolaten steht.

3.4. DNS-Analyse
3.4.1. Bestimmung der Lange der cDNS-Inserts
3.4.1.1. DNS-Verdau mit Restriktionsenzymen

Um die GréBenordnung der DNS-Inserts beurteilen zu kénnen, wurden Restriktionsanalysen mit
den Endonuklease BamHI, EcoRI und Xhol durchgefthrt. BamHI linearisierte den rekombinanten
Phagenvektor. Das entstandende Fragment entsprach der Lange des Vektors (2,9kb) plus der
Lange des Inserts, sofern das Insert keine BamHI-Schnittstelle enthielt. Mithilfe der Enzyme EcoRlI
und Xhol, Uber die das Insert Urspringlich in Uni-ZAP-XR hineinkloniert worden war, konnte das
Insert bzw. Insertfragmente herausgeschnitten werden und in der anschlieBenden Gelelek-
trophorese die Basenlange bestimmt werden. Es wurden 17ul der Mini-Prap-DNS mit 1ul Enzym
und 2 ul des gereigneten 10 x Puffers angesetzt und eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die GréBen-
auftrennung erfolgte mit der Agarosegelelelektrophorese (siehe 3.4.1.2.). Fur die Kontrollspal-
tung der Maxi-Prap-DNS wurden 1ug DNS mit 2yl geeigneten 10 x Restriktionspuffer und 1l
Enzym angesetzt, mit ddH,O auf 20pl aufgefillt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. An-
schlieBend wurde zur GroBenauftrennung die Gelelektrophorese durchgefiuhrt (siehe 3.4.1.2.).

3.4.1.2. Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese diente der GréBenbestimmung von PCR- (siehe 3.5.1.2.) und Restriktions-
produkten. Es wurde ein 1% Agarosegel aus Agarose und 1 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA) her-
gestellt und in der Mikrowelle 3 Minuten aufgekocht. Um die DNS im Gel sichtbar zu machen,
wurde 0,1pg/ml Ethidiumbromid hinzugeftgt. Das interkalierende Agens Ethidiumbromid bildet
mit Nukleinsauren Komplexe, die unter UV-Licht helle Fluoreszenzen zeigen. Nach Festwerden
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des Gels in der Kammer wurden pro Tasche 17 pl DNS mit 3 ul Glycerol-Ladepuffer aufgetragen.
Als GroBenmarker diente die 1kb DNS-Leiter (Gene Ruler). Nach Anlegen einer Spannung
von 80 bis 100 Volt lieB man die Proben etwa eine Stunde durch das Gel laufen. Mithilfe eines
Transilluminators wurden die Fragmente unter UV-Licht sichtbar gemacht und photografiert.

50 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) (50-fach konzentriert)
2,0 M Tris-Base 242,2g

1,0 M Eisessig 57,1 mL

0,1 M EDTA 18,619 Na,EDTA x 2 H,0, auf ph 8,3 einstellen

3.4.2. Isolation von PCR-Produkten aus dem Agarosegel

Die PCR-Produkte wurden im Agarosegel gréBensepariert und unter langwelligem UV-Licht mit
einem sauberen Skalpell knapp aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNS-Isolation aus dem Gel
erfolgte mit Hilfe des Quiaex Il Gel-Extraction Kit (QUIAGEN) nach den Angaben des Herstellers.

3.4.3. Sequenzanalyse

Die Sequenzierung der cDNS-Inserts wurde von der Firma SEQUISERVE durchgefihrt. Es wurden
4ug Plasmid oder 100ng PCR-Produkt in 20l ddH,0 und 2 pl einer Lésung des jeweils geeig-
neten, 18-Basen langen Oligonukleotidprimers in ddH,O (100 pmol/ul) zur Sequenzierung ver-
sandt. Als Primer fur die initialen Sequenzierreaktionen dienten Sequenzen der T3- (5-AAT TAA
CCC TCA CTA AAG GG) und T7-Promoterregionen (5-CAT TAT GCT GAG TGA TAT CCC G) des
p-Bluescript Vektors, die die multiple Klonierungsstelle (657-759bp) und damit die inserierte
cDNS flankierten. Da die zuverlassige Leseweite der Sequenzierung bei etwa 500 Nukleotiden
lag, wurden Inserts mit einer Lange von mehr als 1500 Basen nach Auswahl geeigneter Primer
sequenziell sequenziert.

Die fertigen Sequenzen der Antigen-cDNS wurden mithilfe des Programmes Gene Tool
untereinander auf eventuelle Homologien Uberprift. Homologien zu bereits bekannten und
veroffentlichten Sequenzen wurden mit dem Suchprogramm BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) der GenBank des National Center for Biotechnology Information (NCIB,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) und mithilfe der SEREX-Datenbank (www.licr.org./SEREX.html)
untersucht.

Die Antigene wurden auf der Basis ihrer cDNS-Homologie in die Antigengruppen MU-RMS-
40.1-23 untergeordnet, die jeweils von einem Gen kodiert wurden. Die einzelnen cDNS einer
Gruppe wurden der Ubersichtlichkeit halber mit a-f bezeichnet. Jeder Buchstabe kodiert dabei
flr ein individuelles cDNS-Isolat. cDNS mit neuen molekularen Charkteristika wurden in die
GenBank-Datenbank eingespeist und erhielten eine GenBank-Zugangsnummer.
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Offene Leserahmen (ORF)-Analysen wurden mit dem Programm Clone Manager 5 durchgefihrt,
der cut off wurde bei einer ORF-Mindestlange von 20 Aminosduren (AS) gesetzt.

3.5. mRNS Expressionsanalyse
3.5.1. RT-PCR

Mit der RT-PCR wurde die mRNS-Expression bestimmter SEREX-definierter Antigene und bekann-
ter Homologe in einer reprasentativen Sammlung von verschiedenen Normalgeweben und zahl-
reichen Tumorgeweben untersucht.

3.5.1.1. Reverse Transkription (RT)

Fur das Umschreiben der Gewebe-mRNS in cDNS wurden 3 pg RNS in 15 pl RNSase-freiem ddH,0
(1:1000 mit DEPC verdinnt) gelést, mit 1l Oligo-dT-Primer 10 Minuten bei 70°C denaturiert und
anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 2 pyl dNTP (10mM), 2 ul 10 x Puffer und 1l
M-MulLV-Reverser Transkriptase (200 U/pl) erfolgte die Auffillreaktion durch Inkubation bei 42 °C
fdr eine Stunde.

3.5.1.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fur die mRNS-Expressionsanalyse wurden 3pul cDNS, je 1ul der beiden ausgewahlten 20bp
langen Oligonukleotidprimer (Tab. 1) in einer Verdinnung von 1:10 (vgl. 2.2.1.), 5yl
10 x Polymerasepuffer, 3l MgCl,, 2,5ul DMSO, 1l dNPT (10mM) und 33l ddH,0 angesetzt
und gemischt. DMSO diente als PCR-Beschleuniger. Nach Denaturierung der dsDNS fir eine
Minute bei 95°C, wurde jeder Probe auf Eis 0,2l Tag DNS-Polymerase zugegeben. Bei Ver-
wendung der stabilen Platinum Tag® DNS-Polymerase (5U/ul), konnte diese bereits vor dem
Denaturierungsschritt zugegeben werden. In Abhdngigkeit von der Schmelztemperatur der
Primer, banden diese bei 50°C bis 60°C an die denaturierte Matrize und wurden bei 72°C von
der Polymerase verlangert. Dieser PCR-Zyklus wurde 40-mal wiederholt.

Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass sie im Bereich von zwei Exons liegend ein moglichst
groBe Intron Uberspannten, und somit PCR-Produkte von genomischer DNS entweder gar nicht
oder nicht mit derselben GroBe wie von cDNS enstehen konnten. Dies wurde durch eine einma-
lige PCR mit humaner genomischer DNS bestatigt.

Die Effektivitat und Spezifitat der PCR wurde mit zwei Positivkontrollen beurteilt. Als Positivkon-
trollen wurden 3 pl der mit SEREX untersuchten RMS-Phagenbank und 1ul der entsprechenden
pDNS (1:100 verdlinnt) eingesetzt. Durch Negativkontrollen (3 ul ddH,0) wurde ausgeschlossen,
dass die Proben kontaminiert waren.
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Die GroBenbestimmung der PCR-Produkte erfolgte mithilfe eines kommerziell erhaltlichen DNS-
GroBenmarkers in der Agarose-Gelelektrophorese (1,5%) (siehe 3.4.1.2.). Es wurden 15ul der
Probe mit 5pl Glycerolladepuffer aufgetragen und fur eine Stunde eine Spannung von 100 Volt
angelegt.

3.5.2. Southern-Blot-Hybridisierung

Um die mittels Elektrophorese entsprechend ihrer Ldnge getrennten DNS-Fragmente durch
Hybridisierung spezifisch nachweisen zu kénnen, wurden diese aus dem Gel auf eine Nylon-
Membran transferiert.

3.5.2.1. Blotting auf Nylonmembranen

Das Gel wurde 15 bis 30 Minuten bis zum kompletten Umschlagen des Farbindikators in eine
Wanne mit 0,2 M HCI gegeben und leicht geschwenkt. Die DNS wurde dabei teilweise depuri-
niert und zerbrach in kleinere Fragmente. Um eine Diffusion von beiden Seiten zu ermdéglichen,
sollte das Gel schwimmen. AnschlieBend wurde das Gel mit ddH,0 gespdlt und 30 Minuten in
Denaturierungslésung (1,5M NaCl und 0,5M NaOH) inkubiert.

Die DNS wurde durch kapillaren Transfer auf eine Nylonmembran Ubertragen. Der verwendete
Puffer entsprach in der Zusammensetzung der Denaturierungslésung. Zum Fixieren der DNS
wurde die Membran zwischen zwei Bdgen von trockenem Whatman-3MM-Filterpapier fur zwei
Stunden bei 80°C gebacken.

3.5.2.2. Radioaktive Hybridisierung

Die Markierung der Oligonukleotid-Sonden (Tab. 1) erfolgte mithilfe der T4-Polynukleotidkinase
und radioaktiv markierter Nukleotide: zundchst wurden 10pl Oligonukleotidprimer mit 25,5 pl
ddH,0 5 Minuten lang auf 70°C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis gegeben. Dieser Probe
wurden 5pl 10 x Polynukleotidkinase-Puffer, 7,5ul [y-*?P]-ATP und 2 ul T4 Polynukleotidkinase
zugesetzt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde daraufhin durch Zugabe
von 1ul 0,5M EDTA gestoppt.

Nach der Markierung der Oligonukleotide wurden diese von nicht eingebauten Nukleotiden
mithilfe von G-25 Saulen getrennt: nach Equilibrierung der G-25 Saule mit 3 x Tml 1x TE-Puffer
wurden 50 ul des Markierungsansatzes mit 450pl 1 x TE-Puffer auf die Saule gegeben, und das
Eluat anschlieBend aufgefangen. Mit jeweils 200l 1 x TE-Puffer wurden sieben weitere Frak-
tionen aufgefangen und die Radioaktivitat jeder Fraktion gemessen. Die Fraktionen mit der
hochsten Radioaktivitat wurden auf etwa 1ml gepoolt.
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Um verbleibende freie Bindungsstellen abzusattigen, wurde die Membran, auf der die nachzu-
weisende DNS gebunden war, zunachst mit Hybridisierungspuffer geblockt: diese sogenannte
Prahybridisierung der Membran erfolgte in 25ml Hybridisierungspuffer nach Church fur 30
Minuten bei 65°C. Nach dieser Zeit wurde der Hybridisierungspuffer erneuert, die radioaktiv
markierte Probe zugegeben, und die Hybridisierung an homologe DNS-Bereiche lber Nacht
bei 65°C durchgefihrt. Die hybridisierte Nylonmembran wurde bei 65°C in 2 x SSC + 1% SDS
gewaschen, getrocknet und bei -80°C autoradiographiert. Die optimale Dauer der Exposition
richtete sich nach der Intensitat der radioaktiven Strahlung. Um die Hybridisierung jedes ein-
zelnen PCR-Produkts optimal beurteilen zu kénnen, wurden alle Membranen nach Exposition
Uber 2 Stunden, 5 Stunden und Uber Nacht untersucht.

Church-Puffer:

350ml 20% SDS

2ml 0,5M EDTA

148 ml ddH,0

100ml NaH,PO, 1M (pH 7,2)
400 ml Na,HPO,4 1M (pH 7,2)

TE-Puffer:

10mM Tris (pH 8)
1mM EDTA (pH 8)
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4. Ergebnisse
4.1. Isolierung und molekulare Charakterisierung SEREX-definierter RMS Antigene

Zur ldentifizierung von Tumorantigenen wurde eine RMS-cDNS Expressionsbibliothek mit dem
SEREX-Verfahren analysiert. Daflr wurde ein Pool aus Seren vier verschiedener Tumorpatienten
verwendet. Unter 1 x 10° untersuchten Klonen waren 55 Klone positiv. Fiinf dieser Klone wurden
mithilfe des bereits beschriebenen Verfahrens als IgG-Klone identifiziert und von weiteren
Analysen ausgeschlossen (vgl. 3.1.9).

Die restlichen 50 Plasmide kodierten mindestens 45 verschiedene Antigene, die aufgrund ihrer
cDNS-Homologie zu GenBank-Eintragen 23 Genen zugeordnet und entsprechend in 23 Unter-
gruppen unterteilt werden konnten (Tab. 3). Von den 23 Gruppen zeigten 19 eine Homologie
zu cDNS, die fur bekannte Proteine kodierten, und vier zu cDNS mit bislang unbekannter
Funktion (Tab. 4-7). Die gefundenen Antigenfamilien wurden in Analogie zu anderen publizier-
ten SEREX-Antigenen mit MU-RMS-40.1 bis MU-RMS-40.23 benannt. Die erste Angabe kodiert
den Ort Minchen, die zweite die Tumorentitat.

Die meisten der identifizierten Antigene wurden wahrscheinlich von dem ORF abgelesen, der
auch ihre Homologe kodierte, da dieser in der Regel dem ersten und gréBten ORF in der kodie-
renden cDNS entsprach. Entsprechend werden neue molekulare Charakteristika der cDNS in
erster Linie mit Bezug auf diesen ORF bzw. auf die korrespondierenden, hypothetischen
Antigene diskutiert. Einige wenige Antigene mussten von einem alternativen ORF kodiert sein,
da die entsprechenden Plasmide die bekannten kodierenden Sequenzen nicht enthielten.

Falls sich gegentber dem publizierten Homolog nicht-konservative einzelne Basenaustausche
innerhalb der hypothetischen kodierenden Sequenzen fanden, wurde die betreffende Sequenz
aus autologer, genomischer Fibroblasten-DNS amplifiziert und sequenziert, um genomische
Polymorphismen im Sinne der snp (single nucleotide polymorphism) von tumorspezifischen
Mutationen trennen zu kdnnen.

In den nachfolgenden Abbildungen sind alle molekularen cDNS-Charakterisitika, die weder
in Eintrdgen der GenBank noch in Eingaben der SEREX database enthalten waren, rot
gekennzeichnet. Zu ihnen zahlten eine tumorspezifische Mutation, mehrere neue snp,
SpeiBvarianten, Deletionen und Insertionen ebenso wie erweiterte 3’ und 5'-untranslated
region (UTR) Sequenzen.
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RMS-Antigene Plasmide

MU-RMS-40.1 p40.2

MU-RMS-40.2 a) p40.5; b) p40.7; c) p40.89-1; d) p40.97; e) p40.254; f) p40.288-1
MU-RMS-40.3 a) p40.13; b) p40.79-1; c) p40.163-2; d) p40.209; e) p40.285; f) p40.288-2
MU-RMS-40.4 a) p40.19; b) p40.68; c) p40.282; d) p40.286-2
MU-RMS-40.5 p40.22

MU-RMS-40.6 a) p40.45; b) p40.79-2; c) p40.177

MU-RMS-40.7 a) p40.57; b) p40.88-2

MU-RMS-40.8 p40.58

MU-RMS-40.9 a) p40.64; b) p40.298; c) p40.124

MU-RMS-40.10 a) p40.81; b) p40.152-2; c) p40.173; d) p40.275; e) p40.301
MU-RMS-40.11 a) p40.88-1; b) p40.118; ¢) p40.170

MU-RMS-40.12 a) p40.60-2; b) p40.152-1

MU-RMS-40.13 p40.96

MU-RMS-40.14 p40.101

MU-RMS-40.15 p40.105

MU-RMS-40.16 a) p40.111; b) p40.163-1

MU-RMS-40.17 p40.152-3

MU-RMS-40.18 p40.128

MU-RMS-40.19 a) p40.136; b) p40.222

MU-RMS-40.20 p40.168

MU-RMS-40.21 p40.190

MU-RMS-40.22 p40.268-1

MU-RMS-40.23 p40.286-1

Tab. 3. Zuordnung der Antigengruppen zu den korresponierenden Plasmiden

Die Plasmide, deren cDNS-Inserts tumorspezifische Veranderungen trugen, sind unterstrichen.
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ab. 4. cDNS-Homologie der Antigene MU-RMS-40.1 bis -40.5 zu Eintrédgen in die GenBank-Datenbank.
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Tab. 5. cDNS-Homologie der Antigene MU-RMS-40.6 bis -40.10 zu Eintrdgen in die GenBank-Datenbank.
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Tab. 6. cDNS-Homologie der Antigene MU-RMS-40.11 bis -40.16 zu Eintrdgen in die GenBank-Datenbank.
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Tab. 7. cDNS-Homologie der Antigene MU-RMS-40.18 bis -40.23 zu Eintrédgen in die GenBank-Datenbank.
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MU-RMS-40.1 war ein alternatives Translationsprodukt der erweiterten AND-1 3'UTR

Die cDNS 40.1 (AY517556.1) war 100% homolog zur cDNS des Homo sapiens AND-1 (acidic
nucleoplasmic DNA-binding protein; XM_051658.1), welche erstmals von Kéhler et al. (1997)
isoliert und charakterisiert worden war (Abb. 5). Das AND-1-Gen war auf Chromosom 14
kartiert worden (International Radiation Hybrid Mapping Consortium; RH104447). AND-1 ist
ein DNS-bindendes Protein. Es gehort zu einer Familie von Proteinen, die hauptsachlich im
Nukleoplasma nachgewiesen wurden und regulierend in verschiedene Zellfunktionen wie
z.B. Chromatinverdichtung, Replikation, Transkription, Polyadenylierung und Splei3en eingreifen
(Kohler et al. 1997).

Die cDNS 40.1 Uberlappte die AND-1 cDNS stromabwarts des beschriebenen AND-1 ORF im
Bereich der vormals als 3™-untranslatierten Region (3'UTR) beschriebenen Sequenzen. Die cDNS
40.1 war um 440bp langer als die bislang publizierten Sequenzen. Der neue Sequenzabschnitt
war bis auf wenige einzelne Basen identisch mit genomischen Sequenzen unmittelbar
stromabwarts des bekannten langen Exons des AND-7-Gens auf Chromosom 14 (AL160471.5,
bp 93980 —94418). Das SEREX-definierte Antigen MU-RMS-40.1 wurde damit von einem alter-
nativen downstream ORF kodiert.

. 112 1203 1277 1337 1653 1814 2309 2536 2740 ,
AND-1 5 e e : : : : 3 2740b
H H H H H H 9 (_
11 i61 377! i538 1033 1260; 155 1647
MU-RMS-40.1 = T —— e 1904b

Abb. 5 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von AND-1 (XM_051658.1) und MU-RMS-40.1
(AY517556.1).

Die 1904 bp lange cDNS 40.1lag stromabwarts des beschriebenen AND-1 ORF (bp 112-1206, griine Box) und tber-
lappte die vormals als 3'UTR bezeichneten Sequenzen der AND-1 cDNS. Die 440 bp lange erweiterte 3’ Sequenz
der cDNS 40.1 (rote Linie) war neu und bis auf wenige Positionen identisch mit genomischen Sequenzen unterhalb
des bekannten langen AND-1 Exons auf Chromosom 14 (AL160471.5, bp 93980 — 94418). Das bedeutete, dass
MU-RMS-40.1 von einem der alternativen downstream ORFs kodiert wurde (rote Boxen). Ein 5-inkompletter ORF
von MU-RMS-40.1 endete an Position 64 und kénnte in E. coli vom stromaufwarts in frame liegenden Vektor-ATG
exprimiert worden sein. Von sechs weiteren, kompletten ORFs zeigten die beiden langsten etwas bessere Kozak-
Konsensussequenzen [bp 377 — 538 (54 AS) (aggggatga) bzw. bp 1033 — 1263 (77AS) (aggggatga)] als die vier kir-
zeren ORFs [bp 510-605 (32 AS) (ggtaaatga), bp 699 — 767 (23 AS) (gcatcatgt), bp 1329 — 1415 (29 AS) (tataaatgtt)
und 1552 — 1647 (32 AS) (agtaaatgc)]. Innerhalb der neuen 3 Sequenzen von ¢DNS 40.1 lag ausschlieBlich einer
dieser kirzeren ORFs [bp 1552 — 1647]. Die eingezeichneten Primer pr40.1.se1 (=) und pr40.1.an1 (+) ergaben ein
Produkt von 364 bp [40.1].
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Unter den RALBP-homologen Antigenen der Gruppe MU-RMS-40.2 fand sich eine durch
eine neue Deletion verkiirzte Variante (MU-RMS-40.2A)

Die cDNS MU-RMS-40.2a-f waren homolog zur cDNS des RalA-bindenden Proteins 1 (RALBPT;
BC013126.1) (Abb. 6), und zu einer mithilfe des SEREX-Verfahrens identifizierten Ovarialkarzi-
nom-cDNS (HOM-OvIGA4-3) (siehe Kap. 4.2.2.). RALBP1 war 1995 erstbeschrieben und einem
Gen auf Chromosom 18 zugeordnet worden (Jullien-Flores et al. 1995). Ral-Proteine gehdren zur
Ras-Superfamilie und zeigen ebenso wie Ras GTPase-Aktivitdat. Ral-bindende Proteine kdnnen
diese GTPase-Aktivitat aktivieren und greifen daher vermutlich regulierend in Signaltrans-
duktionswege ein (Jullien-Flores et al. 1995).

Die Sequenz der cDNS 40.2a (AY517554.1) wies innerhalb des RALBP1-homologen ORF eine
Deletion von 141bp auf, die im korrespondierenden Antigen MU-RMS-40.2A in einer Deletion
von 47 AS resultierte. Der deletierte Bereich entsprach keinem der bislang in diesem Bereich
beschriebenen Exons (Abb. 6). Im Bereich der 3’'UTR der ¢cDNS 40.2a und 40.2f fanden sich
dieselben Austausche von drei einzelnen Basen, von denen einer inzwischen als snp bekannt ist.
Bei der cDNS 40.2c war in der 3'UTR ein Thymin inseriert. Ein von cDNS 40.2b-f kodiertes, hypo-
thetisches Antigen war 100% zu RALBP1 homolog und wurde MU-RMS-40.2B genannt. Uber
den N-Terminus der RALBP1-homologen Antigene konnte aufgrund der 5’-inkompletten
Klonierung der cDNS nichts ausgesagt werden.

Die Antigene der Gruppe MU-RMS-40.3 waren wahrscheinlich mit MYH3 identisch

Die cDNS 40.3a-f (AY517555.1) waren homolog zur Schwerekette des embryonalen Skelett-
muskel-Myosins MYH3 (X15696.1) (Abb. 7), welche von Karsch-Mizrachi et al. (1989) und Eller
et al. (1989) erstbeschrieben worden waren. Das MYH3-Gen war auf Chromosom 17 kartiert
worden (Eller et al. 1989). Ebenso wie Aktin ist auch Myosin ein kontraktiles Protein von Muskel-
fasern (Warrick et Spudich 1987).

Die sechs ¢DNS inserts unterschieden sich nur durch ihre Lange. lhr langster ORF kodierte ein
Antigen, das im klonierten Abschnitt mit MYH3 identisch war. Uber den N-Terminus dieses
Antigens konnte aufgrund der 5'-inkompletten Klonierung der cDNS nichts ausgesagt werden.
Bei allen Klonen lag im Bereich des ORF von MYH3 ein einzelner, neuer, konservativer
Nukleotidaustausch. Die cDNS 40.3a, 3b und 3e waren identisch und entsprachen damit wahr-
scheinlich Amplifikaten einer cDNS-Vorlage.
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Exon?7 Exon8

9523329 9523699
Chromosom 18 e} o
(NT_010859.13) 95?3454 95'23824

165364

78 569641 1050 1529 1/ 1798
. by i ; 2361 2801 3207 3423 3705 .
RALBP 5" [ S 3" 4230bp
H 159Zj 31734 G G C
> €
fiiies 996, 1997 1305
MU-RMS-40.2a a ——— — o 2001 270 2968bp
A A T
1| 130 1491 1810 2250 2656
MU-RMS-40.2b _— 3154 bp
G G C
190 1551 1870 2320 2726 3932
MU-RMS-40.2c ! e 3215bp
G G c 14
154 1146
1465 1905 2311
MU-RMS-40.2d e —— 2809bp
G 5 C
1 1474 1793 2233 2639
MU-RMS-40.2e e 3136bp
G G C
69 1430 2189
MU-RMS-40.2f | - —— 22 3093bp
A A T

Abb. 6 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von RALBP1 (BC013126.1), MU-RMS-40.2a (AY517554.1)
-2f und genomischen Sequenzen auf Chromosom 18 (NT_010859.13).

Die RALBP1-homologen ORFs sind als griine Boxen dargestellt. Die cDNS 40.2a wies an Position 995/6 im Vergleich
mit der RALBP1-cDNS eine Deletion von 141bp auf (BC13126.1, bp 1592 — 1734) (rot), die im RALBP1-homologen
ORF in einer Deletion von 47 AS resultierte. Diese Deletion entsprach keinem der vorbeschriebenen RALBP1-Exons,
sondern Uberlappte Exon 7 und 8 des RALBP1-Gens auf Chromosom 18 (NT_010859.13, e7: 9523392-778). Das
von cDNS 40.2a kodierte RALBP1-homologe Antigen wurde MU-RMS-40.2A genannt, wahrend der zu RALBP1
100% homologe Antigentypus als MU-RMS-40.2B (cDNS 40.2b-f) bezeichnet wurde. Ohne Auswirkung auf die
AS-Sequenz dieser hypothetischen Antigene fanden sich im Bereich der 3'UTR der ¢cDNS 40.2a (bp 1624, 2064 und
2470) und 40.2f (bp 1749, 2189 und 2595) zwei neue Austausche einzelner Basen (rot) und ein bekannter snp
(40.2a, bp 2064) sowie im Bereich des 3'UTR der cDNS 40.2c¢ eine Insertion von Thymin (bp 3932) (roter Pfeil). Diese
Verdnderungen der 3'UTR waren auch gegenlber den korrespondierenden genomischen Sequenzen neu
(NT_010859.13, bp 9526251, 9526691, 9527097 und 9527313). Die cDNS aller SEREX-Antigene waren vermutlich
5-inkomplett, so dass die N-Termini der RALBP1-homologen Antigene unbekannt bleiben. Wenn das stromauf-
warts gelegene Vektor-ATG mit dem RALBP1-homologen ORF in frame lag, war es wahrscheinlich Startpunkt der
Translation in E. coli (MU-RMS-40.2e). Wenn das Vektor-ATG in einem anderen ORF lag, wurde das nachste strom-
abwarts im RALBP1-ORF liegende ATG als wahrscheinlicher Translationsstart in E. coli angegeben (MU-RMS-40.2a-
d und f). Neben dem RALBP-homologen ORF fanden sich zwei bis vier alternative kleine ORFs in allen cDNS der
Gruppe 40.2 (nicht eingezeichnet). Die eingezeichneten Primer pr40.2a.se1 (=) und pr40.2a.an1 («) ergaben ein
Produkt von 259 bp [40.2a] und 400 bp [RALBP1].
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Abb. 7 - Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von MYH3 (X15696.1) und MU-RMS-40.3a-c¢, d
(AY517555.1) und e-f.

MYH3-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.3a, 3b und 3e waren identisch. Bei allen Klonen
fand sich ein neuer Austausch von Adenin durch Guanin an den angegebenen Positionen (rot), die der Position
2424 in der MYH3-cDNS entsprach. Dieser Basenaustausch fuhrte nicht zur Verdnderung der AS-Abfolge im
MYH3-homologen Genprodukt (Arg— Arg). Die korrespondierende genomische DNS auf Chromosom 17 zeigte an
dieser Position wie die MYH3-cDNS (X15696.1, bp 2424) ein Adenosin (AC002347, bp 114059). Die ¢DNS aller
SEREX-Antigene waren vermutlich 5=inkomplett, so dass die N-Termini der MYH3-homologen Antigene unbekannt
sind. Alle rekombinanten Proteine wurden in E.coli moglicherweise vom stromaufwarts in frame liegenden
Vektor-ATG abgelesen. Neben dem MYH3-homologen ORF fanden sich neun alternative kleine ORFs in 40.2d, der
langsten der 40.2 cDNS (nicht eingezeichnet).

Die FLJ20364-homologen Antigene der Gruppe MU-RMS-40.4 unterschieden sich vom
Wildtyp an zwei einzelnen Aminosaurepositionen.

Die cDNS 40.4a-d (AY517557.1) waren homolog zu der aus genomischen Sequenzen des
Chromosom 5 abgeleiteten FLJ20364-cDNS (XM_047960.1) (Abb. 8) und zur cDNS des SEREX-
Antigens MO-OVA-45 (siehe Kap. 4.2.2.). Die Funktion des hypothetischen FL/20364-Gen-
produkts ist nicht bekannt.

Die vier cDNS inserts unterschieden sich voneinander nur durch ihre Lange, wobei die 5'UTR der
identischen cDNS 40.4a und 40.4d im Vergleich zur FLJ20364-cDNS um 105 bp erweitert waren.
Die 105bp lange Sequenz war identisch mit unmittelbar stromaufwarts liegenden genomischen
Sequenzen auf Chromosom 5 (NT_030676.2; bp 645360-645464).

Unterschiede zur FLJ20364-cDNS ergaben sich durch einen erweiterten 5'UTR und bezuglich des
FLJ20364-ORF konservativen und zwei nicht-konservative Nukleotidaustausche, von denen letz-
tere laut eigener Sequenzanalyse autologer, genomischer Fibroblasten-DNS auf genomischem
Polymorphismen beruhten; inzwischen sind alle drei als snp bekannt.
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Abb. 8 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von FLJ20364 (XM_047960.1) und MU-RMS-40.4a
(AY517557.1) -d.

FLJ20364-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.4a und 40.4d waren identisch; ihr 5’'UTR war
verglichen mit dem der FLJ20364-cDNS um 105 bp erweitert (rot) und entsprach unmittelbar stromaufwarts liegen-
den genomischen Sequenzen auf Chromosom 5 (NT_030676.2; bp 645360-645464). Bei allen Klonen fanden sich
drei Nukleotidaustausche, korrespondierend zu den Positionen 821 (C—T), 1527 (T—C) und 1762 (T—C) in der
FLJ20364 cDNS (XM_047960) und zu bekannnten snp. Die beiden T— C Austausche (XM_047960, bp 1527 und
bp 1762) fihrten im FLJ20364-homologen Genprodukt zum Austausch von Tyrosin durch Leucin bzw. Leucin durch
Serin. Die cDNS 40.4b und 4c waren vermutlich 5=inkomplett, so dass die N-Termini dieser Antigene unbekannt
sind. Die FLJ20364 homologen Genprodukte der ¢cDNS 40.4b und 40.4c wurden moglicherweise in E. coli vom
stromaufwarts in frame liegenden Vektor-ATG abgelesen. Stromabwarts des dargestellten FLJ10364-homologen
ORF fanden sich in 40.4a und 4d, den langsten cDNS dieser Antigengruppe, sechs kleine, alternative ORFs (nicht
eingezeichnet). Die eingezeichneten Primer pr40.4a.se1 (=) und pr40.4a.an1 («) ergaben ein Produkt von 302 bp
[40.4a]; die stromabwarts eingezeichneten Primer pr40.4a.se2 (=) und pr40.4a.an2 (+) ergaben ein Produkt von
236 bp [40.4a].

Das Antigen MU-RMS-40.5 war wahrscheinlich mit MLH1 identisch

Die cDNS 40.5 (AY517558.1) zeigte Homologie zur cDNS des DNS-Reparaturproteins MLH1
(mutL Homolog) (XM_044890.1) (Abb. 9), welches erstmals von Lindblom et al. (1993) beschrie-
ben worden war, und zur cDNS eines SEREX-definierten Ovarialkarzinom-Antigens (MO-OVA-
20) (siehe Kap. 4.2.2.). Mutationen im MLH1-Gen, das auf dem kurzen Arm von Chromosom 3
(3p21.3) lokalisiert wurde, sind fur die Entwicklung des hereditaren nicht-polypdsen Kolon-
karzinoms (HNPCC) mitverantwortlich (Leach et al. 1993, Bronner et al. 1994, Papadopoulos
1994).

Innerhalb des MLH1-homologen ORF fand sich bei cDNS 40.5 ein neuer konservativer Nukleotid-
austausch. Eine neue Deletion des Basentripletts TTC lag stromabwarts dieses ORF in der 3'UTR.
Der MLH-homologe ORF war 5‘inkomplett, so dass der der N-Terminus des mit MLH1 identischen
Antigens MU-RMS-40.5 unbekannt blieb.
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Abb. 9 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von MLH 1 (XM_044890.1) und MU-RMS-40.5 (AY517558.1).

MLH1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Bezlglich des MLH1-homologen ORF fand sich an der zu
Position 752 in der MLH1 cDNS korrespondierenden Position 700 der cDNS 40.5 ein neuer konservativer Austausch
von Guanin durch Adenin (rot). In der genomischen Sequenz fand sich an der korrespondierenden Position wie in
MLH1 ein Guanin (NT_022517.16, bp 36981570). Innerhalb der 3'UTR der cDNS 40.5 zeigte sich an Position 2298
eine neue Deletion des Basentripletts TTC (rot). Die cDNS 40.5 war vermutlich 5~inkomplett, so dass der N-Terminus
des MLH1-homologen Genprodukts unbekannt ist. In E. coli wurde dieses Genprodukt méglicherweise vom strom-
aufwarts in frame liegenden Vektor-ATG abgelesen. Stromabwarts des dargestellten ORF fanden sich in der cDNS
40.5 dreizehn alternative, kleine ORFs (nicht eingezeichnet).

Unter den FLJ20644-homologen Antigenen der Gruppe MU-RMS-40.6 fand sich eine
bislang nur aus einem embryonalen Karzinom klonierte SpleiBvariante (MU-RMS-
40.6B1) sowie eine tumorspezifische Mutante (MU-RMS-40.6C).

Die cDNS 40.6a (AY518537.1), 6b (AY518536.1) and 6¢ (AY518535.1) zeigten Homologie mit der
aus genomischen Sequenzen von Chromsom 14 abgeleiteten FLJ20644-cDNS (XM_046637.1)
(Abb. 10). Die biologische Funktion des hypothetischen FLJ20644 Genprodukts ist noch nicht
bekannt.

Die 5'inkomplette cDNS 40.6a kodierte ein zu FLJ20644 100% homologes Antigen (MU-RMS-
40.6A). Dagegen wurde bei der cDNS 40.6b eine Deletion des zweiten Exons des FL/20644-
Gens identifiziert, die im FLJ20644 ORF zu einem Leserasterwechsel und durch ein vorzeitiges
Stopcodon zu einem verkUrzten, alternativen C-Terminus fiihrte. Das entsprechende, hypotheti-
sche Antigen wurde MU-RMS-40.6B; genannt. Ein zweiter FLJ20644-homologer ORF der cDNS
40.6b fand sich stromabwarts und kodierte ein N-terminal trunkiertes, ansonsten mit FLJ20644
identisches Protein (MU-RMS-40.6B2). Interessanterweise war dieselbe Deletion von 128 bp auch
in der kurzen NIH_MGC_92 cDNS einer embryonalen Hodenkarzinom-Zellinie zu erkennen, die
sich von der cDNS 40.6b durch Deletion von vier einzelnen Nukleotiden unterschied. Die
cDNS 40.6¢ zeigte innerhalb des FLJ20644 ORF einen einzelnen, neuen, nicht-konservativen
Basenaustausch, der in einem dritten zu FLJ20644 homologen Antigentypus resultierte
(MU-RMS-40.6C). Die autologe Fibroblasten-DNS war an der entsprechenden Position homozy-
got fur das bekannte Thymidin, so dass eine tumorspezifische Mutation zu Cytosin postuliert
werden konnte.
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Abb. 10 - Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von FLJ20644 (XM_046637.1), MU-RMS-40.6a
(AY518537.1), b (AY518536.1) und ¢ (AY518535.1) und genomischen Sequenzen auf Chromosom 14 (NT_026437.10).

FLI20644-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt, alternative ORFs sind als rote Box dargestellt. Die cDNS
40.6a kodierte ein zu FLJ20644 100% homologes Antigen (MU-RMS-40.6A). Die cDNS 40.6b zeigte zwischen
bp 78 und 79 eine Deletion von 128bp, die einem Exon des FLJI20644 Gens entsprach (NT_026437.10, bp
15505982 - 15505855), und die Uber einen Leserasterwechsel zu einem vorzeitigen Terminationscodon an Position
87 und damit zu einem verkirzten, alternativen C-Terminus des ersten FLJ20644-homologen ORF (MU-RMS-
40.6B1) fuhrte (rote Box). Eine ¢cDNS mit demselben SpleiBmuster war auch aus einer embryonalen Karzinom-
Zelllinie kloniert worden (BG391568, bp 55/56); diese cDNS unterschied sich von ¢cDNS 40.6b an vier Positionen
(XM_046637, bp 461, 537, 828 und 842). Ein zweiter FLI20644-homologer ORF der cDNS 40.6b fand sich strom-
abwarts (bp 223 —1251) (MU-RMS-40.6B2); das korrespondierende Protein war gegenlber dem FL/20644-Gen-
produkt N-terminal aufgrund eines in frame stromaufwarts gelegenen Stop-Kodons um 110 AS verkirzt. Die cDNS
40.6c zeigt an Position 712 einen einzelnen, neuen, bezluglich des FLJ20644-ORF nicht-konservativen, tumorspezi-
fischen Basenaustausch (T—=C) (rot), der im Austausch von Isoleucin durch Threonin resultierte (MU-RMS-40.6C).
Die korrespondierenden autologen und publizierten genomischen Sequenzen zeigten wie FLJ20644 ausschliess-
lich Thymidin (NT_026437.10, bp 15499113). Die cDNS 40.6a und ¢ waren vermutlich 5-inkomplett, so dass die N-
Termini der FLJ20644-homologen Proteine unbekannt sind. Da der FLJ20644-homologe ORF dieser beiden cDNS
nicht in frame mit dem stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG lag, wurde das nachste stromabwarts in frame lie-
gende ATG als moéglicher Translationsstart in E. coli angegeben (Position 81 bzw. 87). Neben den dargestellten ORFs
waren in allen cDNS der Gruppe 40.6 vier alternative kleinere ORFs zu finden (nicht eingezeichnet). Die eingetra-
genen Primer pr40.6b.se1 (=) und pr40.6b.an1 (<) ergaben ein Produkt von 271 bp [40.6b] und 399 bp [FLJ20644].
Die eingezeichneten Primer pr40.6¢.sel (=) und prd0.6c.an1 (<) ergaben ein Produkt von 298 bp [40.6c].

Das MYH7-homologe Antigen MU-RMS-40.7 unterschied sich vom Wildtyp an einer ein-
zelnen Aminosaureposition und moglicherweise insertionsbedingt am Carboxyterminus

Die cDNS 40.7 (AY518538.1) war homolog zur cDNS der siebten Isoform der Myosin-Schwere-

kette des Herzmuskels (MYH7; XM_033374.1) (Abb. 11) und zu den SEREX-definierten Antigen-
cDNS HOM-Ts-PMRI-25 aus Testis und HOM-MA1-2 aus Mammakarzinom (siehe Kap. 4.2.2.).
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Das MYH7-Gen wurde auf Chromosom 14 kartiert (Matsuoka et al. 1989). Mutationen in diesem
Gen sind mit der familaren hypertrophen Kardiomyopathie assoziiert (Cuda et al. 1993, Anan et
al. 1994).

Im Vergleich zur MYH7-cDNS fand sich in eine adenosinreiche Region der cDNS 40.7a ein zusatz-
liches Adenin inseriert. Diese Insertion fUhrte zu einem Leserasterwechsel mit vorzeitigen Stop
und dadurch zu einem kurzen, alternativen C-Terminus des hypothetischen Genprodukts; in
autologer, genomischer Fibroblasten-DNS fand sich diese Insertion nicht, so dass eine tumorspe-
zifische Veranderung oder ein Klonierartefakt anzunehmen sind. Die cDNS 40.7b zeigte inner-
halb des MYH7-ORF einen einzelnen, neuen, nicht-konservativen Nukleotidaustausch. Durch
Amplifikation und Sequenzierung der entsprechenden autologen Fibroblasten-DNS konnte die-
ser Nukleotidaustausch als neuer snp identifiziert werden. Die N-Termini beider MYH-7-homolo-
gen Antigene blieben aufgrund unvollsténdiger Klonierung der cDNS unbekannt.

3327
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MYH 7 5 e —— 3" 5998bp
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MU-RMS-40.7a i 35: 357 533 2908 30240p
A :
> <
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Abb. 11 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von MYH7 (XM_033374.1) und MU-RMS-40.7a und b
(AY518538.1).

MYH7-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Im Vergleich zur MYH7-cDNS (bp 3327) war in die cDNS
40.7a (bp 352) ein zusatzliches Adenin inseriert (roter Pfeil). Diese Insertion flihrte zu einem vorzeitigen Stopcodon
(bp 358 — 60) und kurzen, alternativen C-Terminus (rote Box). Ein einzelner Basenaustausch innerhalb des MYH7-
homologen ORF von cDNS 40.7b (bp 1563) resultierte im Austausch von Arginin durch Glutamin. Diese Basen-
substitution war gegenUber der publizierten genomischen Sequenz neu (NT_026437.10, bp 3808843) und konnte
als neuer snp identifiziert werden (rot). Die cDNS 40.7a und b sind vermutlich 5-inkomplett, so dass die N-Termini
der MYH7-homologen Antigene unbekannt sind; in E. coli wurden sie moglicherweise vom stromaufwarts in frame
gelegenen Vektor-ATG abgelesen. Stromabwarts des dargestellten ORF fanden sich in ¢cDNS 40.7a zwolf kleine,
alternative ORFs. Die Primer pr 40.7a se1/an1 (=) pr40.7b.se1/an1 («) ergaben Produkte von 424 bp bzw. 368 bp
[40.7b] GroBe.

Das FLJ13441-homologe Antigen MU-RMS-40.8 war eine SpleiBvariante des Wildtyps

Die ¢cDNS 40.8 war eine SpleiBvariante der auf Chromosom 5 kartierten FLJ13441-cDNS
(XM_049510.1), deren Funktion bislang unbekannt ist (Abb. 12).
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Bei cDNS 40.8 fehlten wie in der cDNS eines aus Pankreaskarzinom klonierten SEREX-Antigens
(HOM-Pa1-3) 60bp eines Exons, so dass es sich bei beiden Antigenen wahrscheinlich um diesel-
be SpleiBvariante des Wildtyps handelte. Der N-Terminus des RMS-Antigens blieb bei unvollstan-
dig klonierter cDNS unbekannt.
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Abb. 12 - Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von FLJ13441 (XM_049510.1), MU-RMS-40.8 und genom-
ischen Sequenzen auf Chromosom 5 (NT_023089.13).

FLJ20644-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Zwischen Position 209 und 210 der ¢cDNS 40.8 war der
5'Bereich eines Exons mit einer Lange von 60bp herausgespleiBt worden (rot). Der Verlust dieses Exons
(NT_023089.13, bp 869620 — 869560) fuhrte im FLJ13441-homologen Genprodukt zu einer Deletion von 20 AS.
Die ¢cDNS 40.8 war vermutlich 5-inkomplett, so dass der N-Terminus des FLJ13441-homologen Antigens nicht
bekannt ist. Da der FLJ13441-homologe ORF nicht zum stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG in frame lag, wurde
das néachste stromabwarts in frame liegende ATG als moglicher Translationsbeginn in E. coli angegeben. Strom-
abwarts des dargestellten ORF fanden sich in der cDNS 40.8 sechs kleine, alternative ORFs (nicht eingezeichnet).
Die eingezeichneten Primer pr40.8.se1 (=) und pr40.8.an1 (<) ergaben ein Produkt von 380 bp [40.8] und 440 bp
[FLJ13441].

Unter den SMYD1-homologen Antigenen der Gruppe MU-RMS-40.9 fand sich eine neue
SpleiBvariante (MU-RMS-40.9C)

Die cDNS 40.9a - c zeigten Homologien zur SET and MYND domain containing 1 (SMYD1) cDNS,
die von genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 abgeleitet worden war (XM_097915.2)
(Abb. 13) und zu den muskelspezifischen, murinen Bop (CD8 beta opposite)-SpleiBvarianten
skm-Bop-1 und skm-Bop-2 (U76373.2, U76374.2) (Hwang et Gottlieb 1995 und 1997). Die
murinen Bop-Gene kodieren fir Muskel-(skm-Bop) und T-Zell-Proteine (t-Bop), die Uber MYND-
und SET-Domainen in die Chromatinregulation eingreifen (Gottlieb et al. 2002).

Alle SMYD1-homologen c¢cDNS waren am 5’ Ende bezlglich des SMYD1-ORF inkomplett und
zeigten im Bereich der 3'UTR zwei (40.9a, -b) bzw. fiinf (40.9¢) einzelne Basenaustausche. Unter
diesen Nukleotidaustauschen waren drei bereits als snp beschrieben, die Gbrigen drei Basen-
austausche wurden als neue snp identifiziert. Bei cDNS 40.9a (AY518933.1) zeigte sich zusatz-
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lich innerhalb des ORF ein einzelner konservativer Basenaustausch in dem zu SMYD1 100 %
homologen und mit dem murinen skm-Bop-1 eng verwandten Genprodukt MU-RMS-40.9A. Bei
cDNS 40.9c (AY518934.1) wurde die Deletion des 39 bp langen Exon 5 des SMYD1-Gens auf
Chromosom 2 identifiziert, die in einer Deletion von 13 AS im SMYD1-homologen Genprodukt
MU-RMS-40.9C resultierte. Eine analoge Deletion von 13 AS innerhalb der SET Domaine
fand sich in dem murinen skm-Bop-2, so dass es sich bei MU-RMS-40.9C wahrscheinlich das
humane Homolog von skm-Bop-2 handelte.
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Abb. 13 - Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von SMYD1 (XM_097915.2), MU-RMS-40.9a (AY518933.1),
b und ¢ (AY518934.1) und genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 (NT_022184.13).

SMYD1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.9a zeigte einen bezlglich des SMYD1-ORF
konservativen Basenaustausch an Position 319 (C—=A) und zwei einzelne, bereits als snp identifizierte Basen-
austausche in den als 3'UTR vorbeschriebenen Sequenzen (bp 1526: C—G und bp 1592: A=G), korrespondierend
zu Position 339, 1546 und 1612 in der SMYD1-cDNS. Die cDNS 40.9b war bis auf zwei einzelne Basenaustausche
an Position 826 (C—G) und 892 (A—G) innerhalb der 3'UTR (bekannte snp) 100 % homolog zur SMYD1-cDNS. Die
cDNS 40.9c¢ zeigte finf einzelne Basenaustausche innerhalb der 3'UTR an Position 895 (C—G), 961 (A—G), 1524
(A—@G), 2098 (C—T) und 2586 (C—A), korrespondierend zu Position 1546, 1612, 1815, 2175, 2749 und 3237 in
der SMYD1-cDNS. Zwei dieser Nukleotidaustausche sind bislang noch nicht als snp identifiziert worden (rot).
Zusatzlich zu diesen einzelnen Basenaustauschen fand sich bei ¢cDNS 40.9c zwischen Position 49 und 50 im
Vergleich mit der SMYD1-cDNS (bp 661 —701) die Deletion des 39bp langen Exon 5 des SMYD1-Gens, die im
Genprodukt zu einer Deletion von 13 AS fuhrte (NT_022184.13, bp 67136577 —67136617). Die cDNS aller SEREX-
Antigene waren vermutlich 5-inkomplett, so dass die N-Termini der SMYD1-homologen Genprodukte der cDNS
40.9a und b (MU-RMS-40.9A) sowie cDNS 40.9¢c (MU-RMS-40.9C) unbekannt sind. Alle rekombinanten Proteine
wurden vermutlich in E. coli vom stromaufwarts in frame liegenden Vektor-ATG abgelesen. Die 3’ Enden der cDNS
40.9a und c liegen im Bereich einer Adenosin-reichen Sequenz der SMYD1-cDNS, so dass ihre Verkirzung wahr-
scheinlich artifiziell durch false priming des dt-Primers bei der reversen Transkription zustande gekommen ist.
Stromabwarts des dargestellten ORF fanden sich in der cDNS 40.9c zehn kleine, alternative ORFs (nicht eingezeich-
net).
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Unter den PMS1-homologen Antigenen der Gruppe MU-RMS-40.10 fanden sich zwei
neue SpleiBvarianten (10B, 10E)

Neben dem bereits beschriebenen MLH1-homologen- Antigen (MU-RMS-40.5), zeigten auch
die cDNS der Antigengruppe MU-RMS-40.10 Homologien zur cDNS eines Reparaturgens (Abb.
14a - ¢). Die homologe PMS1 cDNS (U13695.1) war erstmals von Horii et al. (1994) isoliert und
charakterisiert worden. Das PMST7-Gen (AY267352.1) war auf Chromosom 2 kartiert worden
(Papadopoulos et al. 1994). Eine Keimbahnmutation am Ende des Exon 6 und verschiedene
mRNS-SpleiBvarianten dieses Gens waren in HNPCC identifiziert worden (Nicolaides et al. 1994,
Liu et al. 2001).

Die cDNS 40.10a und 10d waren bis auf eine um 33 bp stromaufwarts langere 5'UTR und einen
einzelnen Basenaustausch (C—G) in der 5'UTR 100% homolog zur PMS1-cDNS (U13695.1).
Die langere 5'cDNS Sequenz entsprachen direkt stromaufwarts auf Chromosom 2 liegenden
genomischen Sequenzenen; das Guanin war bereits in der genomischen Sequenz bekannt
(Abb. 14c).

Die cDNS 40.10c war vermutlich 5-inkomplett, so dass der N-Terminus des kodierenden Antigens
unbekannt blieb; ansonsten war sie identisch mit der PMS1 cDNS (Abb. 14b).

Die cDNS 40.10b (AY540750.1) zeigte von bp 1-112 100% Homologie zur cDNS des eukaryo-
tischen Translationselongationsfaktors 1a (EEF-1a;; BCO10735.1), dessen Gen auf Chromosom 6
lokalisiert worden war (Lund et al. 1996), sowie 100% Homologie zu genomischen Sequenzen
auf Chromosom 9 und 5, 99% Homologie zu genomischen Sequenzen auf Chromosom 4 und
98% Homologie zu genomischen Sequenzen auf Chromosom 2, 7 und 1 (NCBI Homepage)
(Abb. 14a). Die nachfolgenden Sequenzen ab bp 113 waren 100% homolog zur PMS1 cDNS,
mit Ausnahme eines einzelnen, nicht-konservativen Basenaustausches im Exon 6 des PMS1-
Gens, der einem bekannten snp entsprach, und einer out-of frame Deletion von 113bp im 3’
Bereich des Exon 10 des PMS1-Gens (Abb. 14b), die in einem alternativen C-Terminus des PMS1-
homologen Antigens resultierte. Diese Deletion hatte denselben Endpunkt wie Exon 10 und eine
Deletion in ¢cDNS 40.10e (Abb. 14b) sowie eine in HNPCC vorbeschriebene SpleiBvariante (Liu et
al. 2001).

Die ersten 178bp der cDNS 40.10e (AY540751) enthielten einen alternativen 5'UTR, der durch
Spleien von partiellen Sequenzen des Exon 1 an partielle Sequenzen des Intron 1 und von dort
an das 5’'Ende des Exon 2 zustande gekommen war (Abb. 14c). Da der PMS1-homologe ORF
stromabwarts dieser Region begann, hatte diese Veranderung keinen EinfluB auf das PMS1-
homologe Antigen. In der neuen 5'cDNS-Region war ein kleiner alternativer ORF mit Startcodon
im Kontext einer schlechten Kosczak-Konsensussequenz zu finden (Abb. 14c). Die nachfolgen-
den Sequenzen ab bp 179 waren 100 % homolog zur PMS1, mit Ausnahme von zwei Deletionen.
Die erste war eine in frame Deletion von 117 bp, die exakt Exon 6 des PMS7-Gens entsprach und
bereits in HNPCC gefunden worden war (Nicolaides et al. 1994). Diese Deletion fihrte im PMS1-
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homologen Antigen MU-RMS-40.10E zu einem Verlust von 39 AS. Die weiter stromabwarts
lokalisierte out-of frame Deletion von 254 bp in MU-RMS-40.10e resultierte in einem alternati-
ven C-Terminus des PMS-homologen Antigens. Diese Deletion hatte denselben Endpunkt wie
die 3'Deletion in cDNS 40.10b und wie die Deletion des gesamten Exon 10, die in drei verschie-
denen Familien mit HNPCC detektiert worden war (F5, F33, F75: del 1937 —2422) (Liu et al.
2001) (s.0.).

9380249 9380235 9380183 9380138
Chromosom 2 [
(NT_022171.13) T A
12048328 ::3, 12048245 12048162 “:‘-,_ 12048128
Chromosom 6 p—
(NT_007299.12) - i
Ty 15 6; . /78
MU-RMS-40.10b . |7
i c G i

. 993! 1104}

EEF 1o 5 | I I .

— PMS1

Abb. 14a — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von EEF1a (BC010735.1), MU-RMS-40.10b (AY540750.1)
und genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 (NT_022171.13) und Chromosom 6 (NT_007299.12).

EEF1a-homologe ORFs sind als rote Box dargestellt, PMS1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Bp 1-112
der cDNS 40.10b sind 100% homolog zu bp 993-1104 der EEF1a-cDNS, 100% homolog zu Sequenzen auf
Chromosom 6 (NT_007299.12, bp 12048328 — 12048245 und 12048162 — 12048128) und zu Sequenzen auf
Chromosom 5 (NT_086666.1, bp 13823491 —13823380) und 9 (NT_086756.1, bp 19905661 — 19905772) sowie
99% zu Sequenzen auf Chromosom 4 (NT_086651.1, bp 53444917-53445027) und 98% zu Sequenzen auf
Chromosom 2 (NT_022171.13, bp 9380249 — 9380138; zwei Basenpaaraustausche an Position 15 und 67 der
cDNS 40.10b, entsprechend zu bp 9380235 und 9380183 der genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 (blau)),
Chromosom 7 (NT_086703.1,bp 15790153 -15790112) und Chromosom 1 (NT_086583.1, bp 13005915 -13006026)
(z.T. nicht gezeigt). Die ¢cDNS 40.10b ist vermutlich 5-inkomplett, so dass der N-Terminus des EEF1a-homologen
Antigens unbekannt ist. Dieses rekombinante Protein wurde in E. coli vermutlich vom stromaufwarts gelegenen
Vektor-ATG abgelesen. Dem in dieser Abbildung dargestellten EEF1a-homologem Abschnitt der ¢cDNS 40.10b
folgte eine 2140bp lange Sequenz, die zur PMS1-cDNS homolog ist (siehe Abb. 14b). Die klonierten Abschnitte
des EEF1a- und PMS1-ORF lagen in frame hintereinander.
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Exon 2 Exon 6 Exon 10
91667
Chromosom 2 19223 19375 71509 71627 91295 91526 191781
(2673521 . . ..1:... wusl
2954
6 660 778 ;
: 2927
9 609 1675 2423 5
. b7 8 213 547 less 1937 2168 2309 2428 28761 .
PMS1 Sy 3 3061bp
< G 5
33?%1 105 2001
MU-RMS-40.10a, -40.10d  ====+% E_ 2979bp
> < > <
3 1748
*112 1747, 1753
MU-RMS-40.10b ms M 2252 bp
63 2330
MU-RMS-40.10c L S S S S 2515bp
K < > <
199 778! 779 2169 2170¢ 12175
MU-RMS-40.10e - 2806bp

Abb. 14b — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von PMS1 (U13695.1), MU-RMS-40.10a-e (b: AY540750.1,
e: AY540751.1) und genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 (AY267352.1).

PMS1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt, alternative ORFs sind als rote Box dargestellt. Der 5'UTR der
cDNS 40.10a war gegeniiber dem der PMS1 cDNS erweitert (rot) (siehe Abb. 14c¢) (die ersten 8bp des publizierten
PMS1 sind sehr wahrscheinlich Vektorsequenzen). AuBerdem fand sich an Position 81 wie in der publizierten
genomischen Sequenz (AY267352.1, bp 1964) ein Guanidin (C—G), so dass hier ein snp anzunehmen war. Die
ersten 112 bp der cDNS 40.10b (rot) zeigte eine 100%-ige Homologie zur cDNS des EEF-1a auf Chromosom 6 und
zu Sequenzen diverser anderer Chromosomen (* siche Abb. 14a). Die nachfolgenden Sequenzen ab bp 113 waren
100% homolog zur PMS1-cDNS, mit Ausnahme eines einzelnen, nicht-konservativen Basenaustausches im Exon 6
des PMS1-Gens (bp 123, G—=A) (Arginin = Lysin), der als snp bekannt war, und einer out-of frame Deletion von
113bp im 3’ Bereich des PMS17-Exon 10 (rot), deren Folge ein alternativer C-Terminus im PMS1-homologen Antigens
MU-RMS-40.10B war. Die ¢cDNS 40.10c war vermutlich 5-inkomplett, so dass der N-Terminus des PMS1-homologen
Antigens unbekannt ist; da der PMS1-homologe ORF von ¢cDNS 40.10c nicht zum stromaufwarts gelegenen Vektor-
ATG in frame lag und somit nicht von diesem abgelesen werden konnte, wurde das nachste stromabwarts liegen-
de ATG als moglicher Translationsstart in E. coli angegeben. Die cDNS 40.10e wies im Vergleich zur PMS1-cDNS
einen alternativ geslpeiten 5'UTR (rot) (siehe Abb. 14c¢) und zwei Deletionen auf. Letztere zeigten sich in einem in
HNPCC vorbeschriebenen Verlust des 117 bp langen von Exon 6 des PMST-Gens (bp 778/779) (AY267352.1, bp
71511 =71629), der im PMS1-homologen Genprodukt zu einem Verlust von 39 AS flhrte, und in einer neuen
Deletion von 254 bp (bp 2169/2170) aus dem Exon 10 (rot), welche infolge eines Leserasterwechsels zu einem vor-
zeitigen Stopcodon (bp 2176) und zu einem entsprechend kurzen, alternativen C-Terminus des PMS1-homologen
Genprodukts fuhrte. Die eingezeichneten Primer pr40.10b.se2 (=) und pr40.10b.an2 (<) ergaben ein Produkt
von 580bp [40.10b]. Die eingezeichneten Primer pr40.10b.se1 (=) und pr40.10b.an1 (<) ergaben ein Produkt von
243bp [40.10b] und 356 bp [PMS1]. Die eingezeichneten Primer pr40.10e.se1 (=) und pr40.10e.an1 (<) ergaben
ein Produkt von 383bp [40.10e] und 500bp [PMS1]. Die eingezeichneten Primer pr40.10e.se2 (=) und
pr40.10e.an2 (+) ergaben ein Produkt von 385bp [40.10e] und 639 bp [PMS1]. Die eingezeichneten Primer
pr40.10e.se3 (=) und pr40.10e.an3 («) ergaben ein Produkt von 329bp [40.10e].
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Exon 1 Intron Exon 2
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Abb. 14c — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen des 5 Endes von MU-RMS-40.10e (AY54751.1), MU-
RMS-40.10a=d, hPMS1 (U13695.1) und genomischen Sequenzen auf Chromosom 2 (AY267352.1).

PMS1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.10e wies im Vergleich zur PMS1-cDNS und der
5’-erweiterten ¢cDNS 40.10a und d einen alternativ gespleiBten 5" UTR auf. Die ersten 178bp der cDNS 40.10e
waren homolog zu partiellen Sequenzen von Exon 1 und Intron 1 des PMS7-Gens (AY267352.1, bp 1887 -1939 und
2721-2845) und schlossen an das 5" Ende des Exon 2 des PMST-Gens an (AY267352.1, ab bp 19223) (rot). Innerhalb
dieses alternativ gespleiSten 5°'UTR der cDNS 40.10e fand sich ein kleiner alternativer ORF (bp 50 — 172, rote Box).

Unter den TTC3-homologen Antigenen der Gruppe MU-RMS-40.11 fand sich ein neue
SpleiBvariante (11C)

Die cDNS 40.11a-c zeigten Homologien zu einer Isoform der TTC3-cDNS (Tetratricopeptide repe-
at domain 3, NM_003316.1) (Abb. 15a und b), die erstmals von Ohira et al. (1996) isoliert und
charakterisiert worden war, auf dem langen Arm von Chromosom 21 kartiert worden war (Ohira
et al. 1996, Tsukahara et al. 1996), und die moglicherweise bei der phdanotypischen Auspragung
des Down Syndroms eine Rolle spielt (Ohira et al. 1996). Die TTC-Domaine wurde in Protein-
phosphatasen und in verschiedenen anderen Proteinen nachgewiesen, die regulierend in die
RNS-Synthese und Mitose eingreifen (Boguski et al. 1990, Hirano et al. 1990, Goebl et Yanagida
1991, Sikorski et al. 1991).

Die inkomplette ¢cDNS 40.11a und b waren zur TTC3 cDNS 100% homolog und kodierten far
den Antigentypus MU-RMS-40.11A, der im klonierten Teil mit TTC3 identisch war. Die cDNS
40.11c (AY523634.1) zeigte nach einem TTC3-homologen Abschnitt ein alternatives 3-Ende, fiir
das sich keine Homologien zu bekannten cDNS-Sequenzen, allerdings zu 5™-Intronsequenzen
des TTC3-Gens auf dem langen Arm von Chromosom 21 fanden (Abb. 15b). Nach elf weiteren
Codons fand sich auf dem alternativen 3-Ende ein Terminationscodon, so dass das Antigen MU-
RMS-40.11C durch einen kurzen, alternativen C-Terminus charakterisiert war.
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Abb. 15a — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von TTC3 (NM_003316.1) und MU-RMS-40.11a, b und ¢
(AY523634.1).

TTC3-homologe ORFs sind als griine, alternative ORF als rote Box dargestellt. Die cDNS 40.11a und ¢ waren 100 %
homolog zur TTC3-cDNS; sie kodierten im klonierten Abschnitt den mit TTC3 identischen Antigentypus MU-RMS-
40.11A. Die ¢cDNS 40.11c zeigte ab Position 2000 im Vergleich mit der TTC3-cDNS ein alternatives 3’-Ende (rot), das
100 % Homologie zu genomischen Sequenzen auf Chromosom 21 zeigte (NT_011512.9, bp 2421847 —-24218776)
(siehe Abb. 15b). Das alternative 3"-Ende enthielt nach elf weiteren alternativen Codons ein Terminationscodon
(bp 2034 der cDNS 40.11¢) und kodierte einen entsprechend kurzen, alternativen C-Terminus im Antigen MU-RMS-
40.11C (rote Box). Die cDNS aller SEREX-Antigene waren vermutlich 5-inkomplett, so dass die N-Termini der TTC3-
homologen Antigene unbekannt sind. Wenn der TTC-homologe ORF nicht zum stromaufwarts gelegenen Vektor-
ATG in frame lag und somit in E. coli nicht von diesem abgelesen wurde, wurde das nachste stromabwarts in frame
liegende ATG mit Positionsangabe als moglicher Translationsstart angegeben (MU-RMS-40.11a). Die cDNS 40.11a
war darlberhinaus 3’-inkomplett, so dass auch der C-Terminus des korrespondierenden Antigens unbekannt ist. Es
ist anzunehmen, dass der Poly(dT)-Primer bei der reversen Transkription an eine interne Adenosin-reiche Region,
wie sie sich in den homolgen mRNS findet, und nicht an den Poly-A-Schwanz der isolierten mRNS gebunden hatte.
Stromabwarts des TTC3-homologen ORF in cDNS 40.11a-c fanden sich zahlreiche sehr kleine, alternative ORFs. Die
Primer pr40.11c.se1 (=) und pr40.11c.an1 («) ergaben ein Produkt von 757 bp [40.11c].
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Abb. 15b — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von TTC3 (NM_003316.1), MU-RMS-40.11c (AY523634.1)
und genomischen Sequenzenen von Chromosom 21 (NT_011512.9), auf dem die MU-RMS-40.11c-cDNS lokalisiert
ist.

TTC3-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt, alternative ORFs sind als rote Box dargestellt. Die cDNS 40.11c
zeigte ab Position 2000 im Vergleich mit der TTC3-cDNS ein alternatives 3-Ende (rot), das 100% Homologie zu
genomischen Sequenzen auf Chromosom 21 zeigte (NT_011512.9, bp 2421847 —24218776) (rote Box). Das alter-
native 3"-Ende enthielt an Position 2035-7 in der cDNS 40.11c¢ ein Stopcodon und fuhrte zu einem entsprechend
kurzen, alternativen C-Terminus im TTC3-homologen Antigen MU-RMS-40.11C.

Das Lamin-C-homologe Antigen MU-RMS-12 war durch eine neue Deletion gegeniiber
dem Wildtyp verkiirzt

Die cDNS 40.12a und 12b waren identisch (AY528714.1) und zeigten bis auf eine Deletion
von 255bp eine 100% Homologie zur zweiten Isoform der Lamin A/C cDNS (XM_044162.1,
Lamin C) (Abb. 16). Das Lamin A/C-Gen ist auf Chromosom 1 lokalisiert (Wydner et al. 1996) und
kodiert mindestens vier verschiedene SpleiBvarianten (Lamin A, Lamin AA10, Lamin C und Lamin
C2), wobei sich A-Typ-Lamine von C-Typ-Laminen am C-Terminus unterscheiden. Die A- und C-
Lamine sowie das verwandte Lamin B sind wichtige Komponenten der Kernhlle. Mutationen
des Lamin A-Gens wurden flr mindestens sechs verschiedene Erbkrankheiten verantwortlich
gemacht (Ubersicht in Burke und Stewart 2002).

Die Deletion von 255bp in den ¢cDNS 40.12a und b war bislang nicht beschrieben und fuhrte zu

einem Verlust von 85 AS. Die deletierte Region enthielt 3'Sequenzen des Exon 7, das komplette
Exon 8 und 5'Sequenzen des Exon 9 des Lamin A/C-Gens.

|64




Ergebnisse I

. . 213 1521 1777 1928 ,
Lamin A/C S . 3 2032 bp
> e
I 2 8 1579
MU-RMS-40.12a,-b i = ™ - 1683 bp

Abb. 16 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von Lamin A/C (XM_044162.1) und MU-RMS-40.12a und
12b (AY528714.1).

Lamin A/C-homologe ORFs sind als grine Box dargestellt. Die ¢cDNS 40.12a und b waren identisch. Die cDNS
40.12a und b zeigten im Vergleich zur Lamin A/C-homologen-cDNS zwischen Position 1427 und 1428 eine Deletion
von 255bp (rot), korrespondierend zu Position 1521 und 1777 in der Lamin A/C-cDNS. Diese Deletion fuhrte im
Genprodukt zu einem Verlust von 85 AS. Stromabwarts des Lamin C-homologen ORF in cDNS 40.12a und b fan-
den sich zwei, 56 AS und 240 AS lange, alternative ORFs (bp 234 — 401 und bp 783 —1502; nicht eingezeichnet).
Die eingezeichneten Primer pr40.12a.se1 (=) und pr40.12a.an1 (+) ergaben ein Produkt von 356 bp [40.12a] und
611bp [Lamin A/C].

Das Antigen MU-RMS-40.13 war wahrscheinlich mit LDH A identisch

Die ¢cDNS 40.13 war 100% homolog zur cDNS der Laktat-Dehydrogenase A (LDHA)
(NM_005566.1) (Abb. 17). Das kodierende Gen ist auf Chromosom 11 lokalisiert (Francke et
al. 1977). LDHA katalysiert in der anaeroben Glykolyse die Konversion von L-Lactat zu Pyruvat
(Shim et al. 1997).

1093

LDH-A

1661bp

Al 1066;

MU-RMS-40.13 % 1634 bp

Abb. 17 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von LDHA (NM_005566.1) und MU-RMS-40.13.

LDH-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS von MU-RMS-40.13 war 100 % homolog zur LDHA-
¢DNS. Stromabwarts des LDH-homologen ORF in cDNS 40.13 fanden sich drei kleine, alternative ORFs (nicht ein-
gezeichnet).

MU-RMS-40.14 war ein alternatives Translationsprodukt der Titin-mRNS

Die cDNS 40.14 zeigte Homologien zur cDNS des Muskelfilamentproteins Titin (XM_038278.1)
(Abb. 18), welches als riesiges elastisches Protein die Struktur und Dehnbarkeit der Muskel-
sarkomere kontrolliert (Ubersicht bei Tskhovrebova und Trinck 2003). Das kodierende Gen war
auf Chromosom 2 kartiert worden (Labeit et al. 1990). Mutationen in diesem Gen sind mit diver-
sen nicht-malignen Muskelerkrankungen assoziiert (Ubersicht bei Hackman et al. 2003).
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Die cDNS 40.14 liegt stromaufwarts des ORF der Titin-cDNS innerhalb der 5°'UTR. Das bedeutet,
dass MU-RMS-40.14 von einem alternativen upstream ORF kodiert wurde. Im Vergleich zur
Titin-cDNS fand sich in der cDNS 40.14 ein zusatzliches Adenin inseriert, das sich in autologer,
genomischer Fibroblasten-DNS nicht zeigte (vgl. MU-RMS-40.7).

5UTR ==
16865 19258
Titin 5 ."167104 1924t4j 21305 .3 4937 bp
(ORF:bp39608-67186)
P >
1Y) 2541 2555
MU-RMS-40.14 | — 4603 bp

LA

Abb. 18 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von Titin (XM_038278.1) und MU-RMS-40.14.

Die Sequenz der cDNS 40.14 war in der 5'UTR der Titin-cDNS lokalisiert (bp16704 und 21305). Das bedeutet,
dass MU-RMS-40.14 von einem alternativen upstream ORF kodiert wurde, von denen der langste abgebildet ist
(bp 162 —2555) (rote Box) und in der Titin cDNS zu den Positionen 16865 und 19258 korrespondierte. Im Vergleich
zur homologen Titin-cDNS (bp 19244) war in ¢cDNS 40.14 (bp 2541) ein zusatzliches Adenin inseriert (roter Pfeil).
Diese Insertion fuhrte zu einem Leserasterwechsel und vorzeitigen Stopcodon (bp 2556 — 2558). Das Genprodukt
des langsten alternativen ORF war entsprechend gegentber einem evtl. Wildtyp durch einen verkirzten, alterna-
tiven C-Terminus charakterisiert. Die eingezeichneten Primer pr40.14.se1 (=) und pr40.14.an1 (<) ergaben ein
Produkt von 265 bp [40.14].

Das PIMT-Homolog MU-RMS-40.15 zeigte gegeniiber dem Wildtyp moglicherweise
insertionsbedingt ein alternatives Carboxyende

Die cDNS 40.15 war homolog zur cDNS des humanen PRIP-interagierenden Proteins (peroxisome
proliferator-activated receptor-interacting protein, PIMT, NM_024831.5, BC011999.1), die auf
Chromosom 8 lokalisiert ist (Zhu et al. 2001) (Abb. 19). Die PIMT-cDNS kodiert ein RNS-binden-
des Protein mit Methyltransferase-Aktivitat (Zhu et al. 2001).

Die ¢DNS 40.15 war im Vergleich zur PIMT-cDNS durch zwei nicht-konservative Nukloetid-
austausche und durch die Insertion einer zusatzlichen Base innerhalb des ORF charakterisiert
(NM_024831.5). In einer weiteren publizierten Sequenz von PIMT (BC011999.1) sowie in der
publizierten genomischen Sequenz auf Chromosom 8 (NT_008183.17) waren an den korrespon-
dierenden Positionen ebenfalls Adenine zu finden, was bedeutete, dass es sich um bekannte snp
handelte. Die Insertion eines Thymidins in die cDNS 40.15 bewirkte einen verkirzten, alternativen
C-Terminus; sie konnte in autologer Fibroblasten-DNS nicht detektiert werden, so dass wiederum
eine tumorspezifische Mutation oder ein Klonierartefarkt angenommen werden mussen.
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Abb. 19 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von PIMT (BC011999.1; NM_024831.5) und MU-RMS-
40.15.

PIMT-homologe ORFs sind als griine, alternative ORFs als rote Box dargestellt. Die cDNS 40.15 zeigte im Vergleich
zur PIMT-cDNS zweimal eine Substitution der Base Guanin durch Adenin (bp 1048 und 1060), korrespondierend zu
Position 2348 und 2360 in der PIMT-cDNS (NM_0248315). Diese Basenaustausche fuhrten im hypothetischen
Genprodukt zu Austauschen von Aspartat durch Glutamat. In einer weiteren publizierten Sequenz von PIMT
(BC011999.1, bp 152 und 164) sowie in der publizierten genomischen Sequenz auf Chromosom 8 (NT_008183.17,
bp 8557586 und 8557598) waren an korrespondierenden Stellen ebenso wie in der cDNS 40.15 Adenine zu fin-
den (snp). Die Insertion des Thymins in die cDNS 40.15 (bp 1436) (roter Pfeil) resultierte in einem Leserasterwechsel.
Infolge dessen kam es zu einem vorzeitigen Stopcodon (bp 1449 —1451) und damit zu einem verkUrzten, alterna-
tiven C-Terminus im hypothetischen Genprodukt. Stromabwarts des PIMT-homologen ORF in ¢cDNS 40.15 fanden
sich zwei kleine, alternative ORFs (bp 1522 — 1737 und bp 2020 — 2325). Die cDNS des SEREX-Antigens war
vermutlich 5-inkomplett, so dass der N-Terminus des PIMT-homologen Antigens unbekannt ist. Da der PIMT-
homologe ORF nicht zum stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG in frame lag und somit vermutlich nicht von die-
sem abgelesen wurde, wurde das nachste stromabwarts in frame liegende ATG mit Positionsangabe als moglicher
Translationsstart in E. coli angegeben. Die eingezeichneten Primer pr40.15.se1 (=) und pr40.15.an1 («) ergaben ein
Produkt von 248bp [40.15].

Ein AKAP450-homologes Antigen der Gruppe MU-RMS-40.16 unterschied sich vom
Wildtyp an einer einzelnen Aminosaureposition (16A)

Die cDNS 40.16a (AY528715.1) und 16b wiesen Homologien zur cDNS des A-Kinase Anker
Proteins 450 (AKAP450; XM _029162.1) auf (Abb. 20). Das kodierende Gen ist auf Chromosom
7 lokalisiert (Witczak et al. 1999). A-Kinase Anker Proteine gehoren zu einer Gruppe strukturell
unterschiedlicher Proteine, die an regulatorische Untereinheiten des Enzyms Proteinkinase A
binden. Durch alternatives SpleiBen dieses Gens entstehen mehrere Isoformen von AKAP450,
die mit einer Vielzahl von Signalproteinen verschiedener Signaltransduktionswege interagieren
(Lin et al. 1998, Witczak et al. 1999, Westphal et al. 1999, Takahashi et al. 1999).

Die cDNS 40.16a und b hatten keine gemeinsamen Sequenzen, was darauf schliessen liess, dass
mindestens zwei Ak-Epitope von dem AKAP450-Gen kodiert werden. Die cDNS 40.16a war etwa
2,8kb stromabwarts der cDNS 40.16b lokalisiert. Die ¢cDNS 40.16a wies einen einzelnen nicht-
konservativen Basenaustausch innerhalb des ORF von AKAP450 auf, der durch Sequenzanalyse
autologer Fibroblasten-DNS als neuer snp identifiziert werden konnte.
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Abb. 20 - Schematischer Vergleich der ¢cDNS-Sequenzen von AKAP450 (XM_029162.1) und MU-RMS-40.16a
(AY528715.1) und b.

AKAP-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS der isolierten Antigene Uberlappten nicht. Die cDNS
40.16a war homolog zu bp 5151 - 8199 der AKAP450-cDNS. Die cDNS 40.16b war homolog zu 2,8 kb stromauf-
warts gelegenen Sequenzen der AKAP450 cDNS (bp 410 — 2395). Die cDNS der beiden AKAP450-homologen
Antigene waren vermutlich 3~ und 5~inkomplett, so dass die N-und C-Termini dieser Antigene unbekannt sind. Die
cDNS 40.16a wurde vermutlich vom stromaufwarts in frame gelegenen Vektor-ATG abgelesen. Bei cDNS 40.16b
war der AKAP-homologe ORF nicht in frame mit dem stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG, so dass das nachste
stromabwarts in frame liegende ATG mit Positionsangabe als maglicher Translationsstart in E. coli angegeben wurde
(Position 6). Die cDNS 40.16a und b waren vermutlich deshalb 3’-inkomplett, weil innerhalb der AKAP450 cDNS
Adenosin-reiche Regionen zu finden waren, die den Poly(dT)-Primer bei der Synthese der cDNS anstelle des Poly-A
Schwanzes gebunden haben kénnten. Die cDNS 40.16a zeigte an Position 2523 den Austausch der Base Adenin
durch Guanin, korrespondierend zu Position 7673 in der AKAP-cDNS. Dieser einzelne Basenaustausch resultierte
im Genprodukt in der Substitution der AS Lysin durch Arginin (neuer snp) (rot). Neben dem AKAP450-homologen
ORF in ¢DNS 40.16a und b fanden sich funf bzw. zwei sehr kleine, alternative ORFs (nicht eingezeichnet). Die ein-
gezeichneten Primer pr40.16a.se1 (=) und pr40.16a.an1 (<) ergaben ein Produkt von 346bp [40.16a].

Das Antigen MU-RMS-40.17 war wahrscheinlich mit RUFY-2 identisch

Die cDNS 40.17 (AY528716.1) war homolog zur RUFY2-cDNS (RUN and FYVE domain-containing
protein; AF461266.1,BC041092) (Abb.21). Das kodierende Gen ist auf Chromosom 10 lokalisiert
(NCBI homepage). Die Proteine der RUFY-Familie wurden als Effektoren von Etk, einer Tyrosin-
kinase, identifiziert, die in verschiedene zellulare Prozesse, wie z.B. Proliferation, Differenzierung
und Apoptose eingreift (Qiu et al. 1998, Xue et al. 1999, Tsai et al. 2000, Chen et al. 2001). Die
cDNS 40.17 war innerhalb des ORF 100 % homolog zur RUFY2-cDNS.
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Abb. 21 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von RUFY2 (AF461266.1, BC041092.1) und MU-RMS-
40.17 (AY528716.1).

RUFY2-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die Sequenz zwischen Position 65 bis 1199 in der ¢cDNS
40.17 war 100 % homolog zur korrespondierenden Sequenz zwischen Position 6 und 1140 in der RUFY2-cDNS
(AF461266.1). Die ersten 64 Nukleotide der cDNS 40.17 sind auf einer anderen publizierten Sequenz lokalisiert, die
ebenfalls das RUFY2-Protein kodiert (BC041092, bp 7 —70). Die cDNS der publizierten RUFY2-Sequenzen zeigten
keine Homologie im Bereich des 3'ORF (AF461266.1, ab bp 1216 bzw. BC041092.1, ab bp 1179) (farblose Boxen).
Die cDNS des RUFY2-homologen Antigens war vermutlich 3™-inkomplett, so das der C-Terminus von MU-RMS-40.17
unbekannt ist. Moglicherweise hat der Poly(dT)-Primer bei der Synthese der MU-RMS-40.17-cDNS an eine Adenosin-
reiche Region und nicht an den Poly-A-Schwanz der isolierten mRNS gebunden. Stromabwarts des RUFY-2-homo-
logen ORF in cDNS 40.17 fand sich ein einziger, 20 AS langer, alternativer ORF (bp 954 —1013) (nicht eingezeichnet).

Das Golgin-homologe Antigen MU-RMS-40.18 hatte moglicherweise insertionsbedingt
einen alternativen Carboxyterminus

Die cDNS 40.18 (AY531221.1) war homolog zur Golgin-245 cDNS (U31906.1) (Abb. 22). Golgin
wird von Chromosom 3 kodiert (Daigo et al. 1999) und ist Teil des Golgi-Apparates. Die Aufgaben
des Golgi-Apparates bestehen im Wesentlichen im Modifizieren und Transportieren von Makro-
molekulen (Kingsley et al. 1986, Scheiffele et Fullekrug 2000).

Im Vergleich zur Golgin-245-cDNS zeigte die cDNS 40.18 innerhalb des ORF den Austausch einer
einzelnen Base, die im Genprodukt zum Austausch einer AS fihrte. Die Sequenzanalyse
autologer Fibroblasten-DNS zeigte, dass ein neuer snp vorlag. Ein weiterer einzelner
Basenaustausch war in der 3'UTR lokalisiert (neuer snp). Innerhalb des Golgi-245-ORF war
ausserdem ein Adenin inseriert, das Uber einen Leserasterwechsel zu einem alternativen C-
Terminus des korrespondierenden Antigens fuhrte. Die Insertion war in autologer Fibroblasten-
DNS nicht zu erkennen, so dass auch hier entweder eine tumorspezifische Mutation oder ein
Klonierartefakt vorliegt.
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Abb. 22 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von Golgin-245 (U31906.1) und MU-RMS-40.18

Golgin-245-homologe ORFs sind als griine, alternative ORFs als rote Box dargestellt. Die cDNS 40.18 zeigte im
Vergleich zur Golgin-245-cDNS an Position 285 den nicht-konservativen Austausch von Thymin durch Adenin; die
entsprechende Position in Golgin-245 cDNS ist Position 4992. Dieser neue snp (rot) fihrte im Genprodukt zum
Austausch von Methionin durch Lysin. Im Plasmid 40.18 war innerhalb des Golgi-245-ORF in eine adenosinreiche
Region ein zusatzliches Adenin inseriert (roter Pfeil), das zu einem alternativen C-Terminus des hypothetischen
Antigens fuhrte. In der 3'UTR war die cDNS 40.18 an Position 1665 durch den Austausch von Guanin durch Thymin
charakterisiert; korrespondierend dazu ist Position 6371 in der Golgin-245-cDNS (neuer snp). Die ¢DNS von MU-
RMS-40.18 war vermutlich 5=inkomplett, so dass der N-Terminus unbekannt blieb. Das rekombinante Protein
wurde vermutlich in E. coli vom stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG abgelesen. Stromabwarts des Golgin-245-
homologen ORF in cDNS 40.18 ohne Adenin-Insertion fanden sich sieben kleine alternative ORFs (nicht gezeigt). Im
Falle der Adenininsertion fand sich ein gréBerer zweiter Golgin-245-homologer ORF stromabwarts des alterierten
ORF (MU-RMS-40.18, bp 528 -1592) (griine Box). Die eingezeichneten Primer pr40.18.se1 (=) und pr40.18.an1 («~)
ergaben ein Produkt von 486bp [40.18].

Das Antigen MU-RMS-40.19 war wahrscheinlich mit Kinectin identisch

Die cDNS der Antigene MU-RMS-40.19a (AY536375.1) und 19b waren homolog zu mehreren
Varianten der Kinectin1-cDNS (z.B. Z225551.1, NM_182926.1, D13629.1) (Abb. 23). Das
kodierende Gen wurde auf dem kurzen Arm von Chromosom 14 kartiert (Print et al. 1996).
Kinectin1 kodiert ein Protein, das in der Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert
ist und dem intrazelluldren Transport von Zellorganellen dient (Toyoshima et al. 1992, Ong et
al. 2000).

Die ¢cDNS 40.19a zeigte im Vergleich zur Kinectin1-cDNS (2225551) innerhalb des ORF den
Austausch von Guanin durch Adenin, der im Genprodukt MU-RNS-40.19A zum Austausch einer
AS fuhrte. Bei den Splei3-Varianten des Kinectin1-Gens (NM_004986, D13629.1), sowie in der
publizierten genomischen Sequenz auf Chromosom 14 (Hs14_26048; bp 10256720) war an
korrespondierender Stelle ebenfalls ein Adenin zu finden, so dass es sich um einen bekannten
snp handelte.
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Abb. 23 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von Kinectin1 (Z225551.1), MU-RMS-40.19a und 19b und
genomischen Sequenzen auf Chromosom 14 (NT_026437.10).

Kinectin1-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Bei wahrscheinlich inkompletter Klonierung blieben die N-
Termini beider und der C-Terminus des Antigen MU-RMS-40.19b unbekannt. Eine Erklarung fur das verktrzte 3'-
Ende von ¢DNS 40.19b ware wiederum eine false priming des Poly(dT)-Primers bei der reversen Transkription. Da
der Kinectin1-homologe ORF von cDNS 40.19a nicht in frame zum stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG lag, wurde
das nachste stromabwarts in frame liegende ATG an Position 318 der MU-RMS-40.19a-cDNS als maoglicher
Translationsstart in E. coli angegeben. MU-RMS-40.19b wurde vermutlich vom stromaufwarts in frame liegenden
Vektor-ATG abgelesen. Die cDNS 40.19a zeigte im Vergleich zur Kinectin1-cDNS an Position 1207 ein Adenin, wel-
ches zum Austausch von Glycin durch Glutamat fuhrte. Da das Adenin auch in publizierten genomischen
Sequenzen von Chromosom 14 (NT_026437.10, bp 36042815) und bekannten Kinectin-SpleiBvarianten zu finden
war, entsprach es einem bekannten snp. Stromabwarts des Kinectin-homologen ORF in ¢cDNS 40.19a fanden sich
sechs alternative, kleine ORFs (nicht eingezeichnet).

Das Antigen MU-RMS-40.20 war wahrscheinlich mit FLJ11588 identisch

Die inkomplette cDNS 40.20 war 100 % homolog zur FLJ11588-cDNS, die ebenfalls aus einem
RMS kloniert worden war (BC007932.1) (Abb. 24). Das kodierende Gen ist auf Chromosom 1
lokalisiert (NCBI-homepage). Die biologische Funktion des Genprodukts ist nicht bekannt.

. 100 196 355 1362 .

FLJ11588 > — = 3 1379bp
1 3159 1166;”;83

MU-RMS-40.20 — 1185bp

Abb. 24 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von FLJ11588 (BC007932.1) und MU-RMS-40.20.

FLJ11588-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.20 und FLJ11588 waren 100 % homolog. Die
¢DNS 40.20 war vermutlich 5~inkomplett, so dass der N-Terminus des FLJ11588-homologen Antigens unbekannt
ist. Da der FLJ11588-homologe ORF in ¢cDNS 40.20 nicht zum stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG in frame lag,
wurde das nachste stromabwarts in frame liegende ATG an Position 159 in der MU-RMS-40.20-cDNS als moglicher
Translationsstart in E. coli angegeben. Stromabwarts des FLJ11588-homologen ORF in cDNS 40.20 fanden sich vier,
39 AS, 5AS, 21 AS und 45 AS lange, alternative ORFs (nicht eingezeichnet).
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Das Antigen MU-RMS-40.21 wurde von einer neuen PR518 mRNS-SpleiBvariante kodiert

Die ¢DNS 40.21 (AY536376.1) war homolog zur cDNS des ribosomalen Proteins RPS18
(XM_016854.1) (Abb. 25), die ohne Veranderung auch aus RMS kloniert worden war
(BG826199.1). Das RPS18 Gen wurde auf Chromosom 6 lokalisiert (Chassin et al. 1993,
Kenmochi 1998). Ribosomen sind Zellorganellen, die die Proteinbiosynthese katalysieren. Sie
bestehen aus einer kleinen 40S Untereinheit und aus einer groBen 60S Untereinheit (Pachler et
al. 2004). Das ribosomale Protein S18 ist eine Komponente der kleinen 40S Untereinheit.

Die cDNS 40.21 war eine neue SpleiBvariante der RPS18-cDNS. Im Vergleich zur cDNS des RPS18
war die cDNS 40.21 durch Insertion einer zusatzlichen 158bp-langen Sequenz charakterisiert.
Das erste Codon dieser neuen Sequenz war bereits ein Terminationscodon, so dass ein deutlich
verkdrzter, erster RPS18-homologer ORF resultierte (MU-RMS-40.21,). Weiter stromabwarts fand
sich ein zweiter RPS18 homologer ORF, der entsprechend ein N-terminal trunkiertes RPS18-
Homolog kodierte (MU-RMS-40.21,). Dazwischen lagen zwei alternative ORFs.
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Abb. 25 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von RPS18 (XM_016854.1), MU-RMS-40.21 (AY536376.1)
und der korrespondierenden genomischen Sequenz auf Chromosom 6 (NT_007592.13).

RPS18-homologe ORFs sind als griine, alternative ORFs als rote Box dargestellt. Die cDNS 40.21 war im Vergleich zur
RPS18-cDNS durch Insertion einer 158bp-langen Sequenz charakterisiert (bp 127 — 284) (rot), die mit genomischer
DNS von Chromosom 6 identisch war (NT_007592.13, bp 24040437 —24040594). Das erste Codon dieser Insertion
war ein Terminationscodon (AY536376.1, bp 127-129), so dass der korrespondierende, erste RPS18 homologe ORF
extrem verkurzt war und Codon 1-34 des RPS18 entsprach (XM_016854.1). Weiter stromabwarts lag ein zweiter
RPS18-homologer ORF (MU-RMS-40.21, bp 393 -638), der Codon 71-153 des RPS18 kodierte (MU-RMS-40.21,).
Zusatzlich zu den RP S18-homologen ORFs in ¢cDNS 40.21 fanden sich zwei, 24 AS und 57 AS lange, alternative
ORFs (bp 180-251 und bp 145-315), von denen der ldngere eingezeichnet ist (rote Box). Die eingezeichneten
Primer pr40.21.se1 (=) und pr40.21.an1 (+) ergaben ein Produkt von 322 bp [40.21] und 480 bp [RPS18].

Das TCEA3-homologe Antigen MU-RMS-40.22 ist eine neue SpleiBvariante des Wildtyps

Die cDNS des Antigens MU-RMS-40.22 (AY540752.1) war homolog zur cDNS der dritten Isoform
des Transkriptionselongationsfaktors TFIIS (TFISS.h/TCEA3) (XM_114075.3), der von einem der
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drei verwandten TFIIS/TCEA-Gene exprimiert wird (Abb.26). Das kodierende Gen ist auf Chro-
mosom 1 lokalisiert (DiMarco et al. 1996).

Die ersten 518 bp der cDNS 40.22 waren mit Ausnahme eines Nukleotidaustausches innerhalb
der 5°UTR 100 % (neuer snp) homolog zur TCEA3-cDNS. Die alternative 3-Region von cDNS
40.22 war 100% homolog zu genomischen Sequenzen auf Chromosom 1, die bei TCEA3
herausgespleiBt wurden. Das alternative 3-Ende enthielt nach sechs weiteren Codons ein
Terminationscodon, so dass das TCEA3-homologe Antigen MU-RMS-40.22 durch einen kurzen,
alternativen C-Terminus chrakterisiert war.
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Abb. 26 — Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von TCEA3 (XM_114075.3), MU-RMS-40.22 (AY540752.1)
und genomischen Sequenzen auf Chromosom 1.

TCEA3-homologe ORFs sind als griine, alternative ORFs als rote Box dargestellt. Die ersten 518 bp in der cDNS 40.22
waren mit Ausnahme eines Nukleotidaustausches innerhalb der 5°UTR, der als neuer snp identifiziert wurde (bp 61,
C—A; rot), 100 % homolog zur TCEA3-cDNS (Position 62-579). Die 679bp lange, alternative 3"-Region von cDNS
40.22 (bp 519-1197) ist auf Chromosom 1 innerhalb einer Intronsequenz lokalisiert, die in der TCEA3-mRNS
herausgespleiBt wurde (NT_004610.16, bp 4533902-4533224). Das alternative 3-Ende in ¢DNS 40.22 enthielt
nach sechs weiteren Codons ein Terminationscodon (bp 537), so dass der C-Terminus von 40.22 alternativ und
verkrzt war (rote Box). Stromabwaérts des TCEA3-homologen ORF in cDNS 40-22 fanden sich vier 26, 50, 52 und
60 Codons lange alternative ORFs (nicht eingezeichnet). Das Primerpaar pr40.22.se1/an1 (=/+) ergab ein Produkt
von 713bp [40.22], das Primerpaar prd0.22.se1/prTFlIS.an1 (—/«) ein Produkt von 532 bp [TFIIS].

Das Antigen MU-RMS-40.23 ist wahrscheinlich mit RAD52 identisch

Die cDNS des Antigens MU-RMS-40.23 (AY540753.1) war homolog zur RAD52-cDNS (homo
sapiens DNA repair and recombination homologue gene; L33262.1) (Abb. 27). Das kodierende
Gen wurde auf Chromosom 12 kartiert (Shen et al. 1995). RAD52 kodiert ein Protein, das
ebenso wie MLH1 und PMS1 in DNS-Reparaturmechanismen eingreift (Kanaar et al. 1998, Pastink
et Lohman 1999, Paques et Haber 1999).

Die cDNS 40.23 zeigte bis auf einzelne aus anderen publizierten cDNS-Sequenzen bekannte
Veranderungen der 3'UTR keine Veranderungen gegenlber diesem und anderen RAD52-cDNS-
Eintragen in der Datenbank, so dass das Antigen MU-RMS-40.23 wahrscheinlich mit RAD52
identisch ist.
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Abb.27 - Schematischer Vergleich der cDNS-Sequenzen von RAD52 (L33262.1) und MU-RMS-40.23 (AY540753.1).

RAD52-homologe ORFs sind als griine Box dargestellt. Die cDNS 40.23 war innerhalb des ORF 100 % homolog zur
RAD52-cDNS. Die 3'UTR der cDNS 40.23 war im Vergleich zur RAD52-cDNS durch einen einzelnen Basenaustausch
(neuer snp, rot), sowie die Insertion zweier Basen charakterisiert. An Position 1547 cDNS 40.23 war Guanin durch
Adenin ersetzt worden, korrespondierend zu Position 1815 in der RAD52-cDNS. In die cDNS 40.23 war an Position
1688 ein zusatzliches Thymin, an Position 1704 ein zusatzliches Cytosin inseriert. Andere Uberwiegend aus Normal-
gewebe klonierten cDNS-Eintrage in die GenBank waren an diesen Positionen mit cDNS 40.23 identisch, diffe-
rierten daflr aber an anderen einzelnen Positionen der 3'UTR oder waren SpleiBvarianten des RAD52 (U12134.1,
NM_002879.2, U27516.1, BC42136.1, AF125948). Stromabwarts des RAD52 -homologen ORF in cDNS 40.23
fanden sich sechs alternative, kleine ORFs (nicht eingezeichnet).

4.2. Untersuchungen zur Immunogenitit der SEREX-definierten RMS Antigene

Das Vorkommen von Serum-Ak gegen die SEREX-definierten RMS-Antigene sollte zundchst
durch eine differentielle Serumanalyse mit Proben von anderen padiatrisch-onkologischen
Patienten und jungen Kontrollpersonen naher untersucht werden (siehe 4.2.1.)

AnschlieBend sollte festgestellt werden, ob die in dieser Arbeit beschriebenen RMS-Antigene
und/oder verwandte Genprodukte bereits durch Eintrag in die Serex-Datenbank (siehe 4.2.2.)
und/oder in der Literatur (siehe 4.2.3.) als immunogen vorcharakterisiert worden waren, oder ob
der Nachweis der Immunerkennung einen neuen Befund darstellt.

Falls bereits Uber die Immunogenitat der Antigengruppe berichtet worden war, sollte geprift
werden, ob und welche Angaben zum Vorkommen von Serum-Ak gemacht worden waren. Im
Falle von Homologen in der Serex-Datenbank sollte dartberhinaus untersucht werden, ob die
gegenUber den GenBank-Eintrdgen neuen molekularen cDNS-Charakteristika der RMS-Antigene
in der Serex-Datenbank zu finden waren.

Die Serex-Datenbank war gegriindet worden, um Daten zu den zahlreichen in verschiedenen
Tumoren identifizierten SEREX-Antigenen international austauschen zu kénnen, ohne dass
bereits alle in kritisch redigierten Fachzeitschriften publiziert sind. Eine Eingabe der eignenen
neuen Antigene in die Serex-Datenbank ist geplant.
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4.2.1. Differentielle Serumanalyse

Mithilfe der Analyse autologer und heterologer Seren wurde das Vorkommen von Ak gegen
gefundene SEREX-definierte Antigene bei 10 Patienten mit dem gleichen Tumor, 20 Patienten
mit anderen Tumoren und 30 gesunden Probanden untersucht (Tab. 8, 9). Unter den 10 Seren
von Patienten mit RMS war nicht gepooltes Serum der Patienten enthalten, deren Proben in die
initiale SEREX-Recherche eingesetzt worden war. Mithilfe dieser differentiellen serologischen
Analyse konnten die identifizierten RMS-Antigene definitionsgemal als Tumorantigene oder
Autoantigene identifiziert werden. Fir jede Antigen-Gruppe war stellvertretend der Phagenklon
mit dem ldngsten cDNS insert untersucht worden.

Sieben der 23 Antigenfamilien kodierten Tumorantigene

Sieben der 23 MU-RMS-40 cDNS-Familien kodierten Tumorantigene, da spezifische Serum-Ak
nur bei Tumorpatienten nachgewiesen wurden (MU-RMS-40.1, -40.5, -40.6b, -40.9a, -40.9¢,
-40.10b, -40.14, -40.17) (Tab. 8).

Ak gegen MU-RMS-40.10b wurden nur im Serum eines screening-Patienten detektiert, wahrend
Immunantworten gegen alle anderen Tumorantigene bei mindestens zwei Patienten nachzuwei-
sen waren.

Ak gegen Antigene der Gruppe MU-RMS-40.9, die stellvertretend mit den zu MU-RMS-9a und
9c korrespondierenden Klonen untersucht worden waren, fanden sich bei etwa einem Drittel der
Patienten mit RMS, aber auch bei Patienten mit anderen Tumoren. Das heil3t, es handelt sich
bei dieser Antigengruppe vermutlich um ein haufig immunogenes und um ein gemeinsames
(shared) Tumorantigen vieler Tumorentitdten. Die Differenz der gegen die MU-RMS-40.9-
Varianten -9a und -9c reaktiven Seren kénnte z.B. mit dem Vorkommen verschiedener Epitope
erklart werden.

16 der 23 Antigenfamilien kodierten wahrscheinlich Autoantigene
Gegen 16 der 23 MU-RMS-40-cDNS Familien wurden bei mindestens einer gesunden Kontroll-
personen Ak detektiert (MU-RMS-40.2a, -40.3a, -40.4a, -40.7, -40.8, -40.11¢, -40.12b, -40.13,

-40.15, -40.16a, -40.184a, -40.19¢, -40.20, -40.21, -40.22, -40.23) (Tab. 9). Diese Antigene sind
somit wahrscheinlich Autoantigene.
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MU-RMS-40 Antigene 1 5 6b 9a 9c 10 14 17
'Kontrolle (30)? 0’ 0 0 0 0 0 0 0
Patienten (30) 2 2 2 3 3 1 2 2
Rhabdomyosarkom (10) 2 2 2 1 1 1 2 1
Osteosarkom (2) 0 0 0 1 0 0 0 0
Ewing-Tumor (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
Neuroblastom (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
Medulloblastom (2) 0 0 0 1 0 0 0 0
Astrozytom (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
Ependymom (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
Wilms Tumor (2) 0 0 0 0 1 0 0 0
Hodgkin Lymphom (2) 0 0 0 0 1 0 0 0
Non Hodgkin Lymphom (2) 0 0 0 0 0 0 0 0
Akute lymphoblastische Leukamie (2) 0 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 8. Ergebnis der differentiellen Serumanalyse SEREX-definierter RMS-Tumorantigene.

'Serum von 30 gesunden Freiwilligen, von den vier Patienten mit RMS, deren Serum in den Pool eingegangen
ist, und von weiteren 26 padiatrischen Tumorpatienten wurden in Plaque-Assays getestet (Verdiinnung 1:100).
-(n)? = Anzahl der untersuchten Individuen. -n* = Anzahl der Individuen mit Serum-Ak gegen SEREX-definierte RMS-
Antigene.

Unter den Autoantigenen konnten solche identifiziert werden, gegen die bei einer einzigen
scheinbar gesunden Kontrollperson Ak detektiert wurden; hier kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es sich um einen serologischen Marker eines unerkannten Tumors bzw. doch um
ein Tumorantigen handelt (MU-RMS-40.4a, -40.11¢c, -40.15, -40.18a, -40.21). Diese Antigene
wurden daher auf ihre Reaktion mit den Tumorseren getestet. Die Anzahl reaktiver Tumorseren
war durchweg hoher als die reaktiver Seren von Kontrollpersonen. Ak gegen die Antigene
MU-RMS-40.443, -40.11c und -40.18a wurden bei mindestens drei Patienten mit verschiedenen
Tumoren detektiert. Ak gegen die Antigene MU-RMS-40.15 und -40.21 waren bei mindestens
zwei Patienten mit RMS nachweisbar.

Ak gegen MU-RMS-40.22 wurden bemerkenswerterweise in allen 30 Kontrollseren und allen 30

Seren von Tumorpatienten nachgewiesen. Es handelt sich damit offensichtlich um ein ubiquitar
Immunogenes Autoantigen.
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MU-RMS-40 Antigene 2a 3a 4a 7 8 11c12b 13 15 16a 18a 19a 20 21 22 23
'Kontrolle (30)? 214 1 6 2 1 3 2 1 10 1 7 3 1 30 2
Patienten (30) 4 -2 - - 4 - - 3 - 3 - - 2 30 -
Rhabdomyosarkom (10) 1 2 3 2 2 10
Osteosarkom (2) 1 0 0 0 0o 2
Ewing-Tumor (2) 0 0 0 0 0o 2
Neuroblastom (2) 0 1 0 1 0 2
Medulloblastom (2) 0 0 0 0 0 2
Astrozytom (2) 0 0 0 0 0o 2
Ependymom (2) 0 0 0 0 0o 2
Wilms Tumor (2) 0 0 0 0 0o 2
Hodgkin Lymphom (2) 0 1 0 0 0o 2
Non Hodgkin Lymphom (2) 0 0 0 0 0o 2
Akute lymphoblastische Leukamie (2) 0 0 0 0 0 2

Tab. 9. Ergebnis der differentielen Serumanalyse SEREX-definierter RMS-Autoantigene.

'Serum von 30 gesunden Freiwilligen, von einem Patient mit RMS (Nr. 40) und von weiteren 29 péadiatrischen
Tumorpatienten wurden in Plaque-Assays getestet (Verdinnung 1:100). -(n)? = Anzahl der untersuchten Individuen.
-n* = Anzahl der Individuen mit Serum-Ak gegen SEREX-definierte RMS-Antigene. -* = nicht untersucht.

4.2.2. SEREX-Datenbank-Recherche

Von 13 der 23 RMS-Antigen-kodierenden Gene werden auch Antigene der Serex-Daten-
bank kodiert

Fur 13 der 23 RMS-Antigen-kodierenden Gene war bereits gezeigt worden, dass sie SEREX-
Antigene kodieren. Homologe zu cDNS der entsprechenden RMS-Antigengruppen waren mit-
hilfe des SEREX-Verfahrens aus verschiedenen anderen Tumorentitaten, Uberwiegend aus Karzi-
nomen, isoliert worden (MU-RMS-40.2, -40.4, -40.5, -40.7, -40.8, -40.11, -40.12, -40.13, -40.15,
-40.16, -40.18, -40.19, -40.21) (Tab. 10, 11).

Fur die Produkte von zehn der 23 RMS-Antigen-kodierenden Gene, darunter sechs von sieben
der Tumorantigen-kodierenden Gene, fand sich durch die SEREX-Datenbank-Recherche kein
friherer Hinweis auf Immunogenitat (MU-RMS-40.1, -40.3, -40.6, -40.9, -40.10, -40.14, -40.17,
-40.20, -40.22, -40.23) (Tab. 10, 11).

Mit einer Ausnahme unterscheiden sich alle SEREX-Datenbank-Eintrage von den RMS-
cDNS

Mit Ausnahme einer Nierenzellkarzinom-cDNS (NY-REN-59), die gegentiber MU-RMS-40.13 bzw.
LDH A-cDNS keine Sequenzunterschiede aufwies und einer weiteren ebenso aus einem Nieren-
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zellkarzinom isolierten cDNS (MO-REN-1), die identisch zu einem Sequenzabschnitt der MU-RMS-
40.16a-cDNS bzw. AKAP450-cDNS war, war keiner der Datenbank-Eintrage 100 % homolog zu
den in dieser Arbeit klonierten cDNS-Varianten.

Die ¢cDNS des Antigens MU-RMS-40.21 unterschied sich von RPS18-cDNS durch die Insertion
von 158bp, welche Uber einen ORF-shift zu einem alternativen C-Terminus fihrte. Die cDNS aller
zur ¢cDNS 40.21 homologen SEREX-Antigene enthielten zwar ebenfalls Sequenzen desselben
Introns; keine zeigte jedoch dieselbe 158bp-lange Insertion (NGO-St-8, HGO-St-103, TE-77B,
TM-27, HOM-TSSem4-84, TL15-22, TL15-80.2, TL15-83.3, NY-REN-28, HOM-Mel2-1.13, NY-BR-71,
NY-BR-80, NGO-Br-17, NGO-Br-44, MO-BC-237, HGO-Pr-14, HOM-HD2-117, NY-LU-5).

Die gegeniiber den GenBank-Eintragen neuen Charakteristika der Antigene MU-RMS-
40.8 und 40.19a fanden sich auch bei cDNS-Eintragen der Serex-Datenbank

Die Mehrzahl der ,,neuen” cDNS-Charakteristika der RMS-Antigen-Gruppen waren auch in der
Serex-Datenbank nicht beschrieben. Dies gilt fur die Antigene der Gruppen MU-RMS-40.2,
-40.4, -40.5, -40.7, -40.11, -40.12, -40.13, -40.15, -40.16 und -40.18.

Lediglich drei der als neu beschriebenen cDNS-Charakteristika fanden sich auch bei Eintragen
der Serex-Datenbank. Bei den entsprechenden Antigenen handelte es sich um die Autoantigene
MU-RMS-40.8, -40.19a und -40.21:

Die cDNS des Antigens MU-RMS-40.8 unterschied sich von FLJ13441 cDNS durch eine Deletion
von 60bp, die in einer Deletion von 20 AS resultierte. Die gleiche 60bp-Deletion zeigte eine
cDNS, die aus Pankreaskarzinomgewebe isoliert worden war (HOM-Pa1-3). Eine weitere cDNS
der Datenbank (NY-SAR-29), die aus einer Sarkomzelllinie isoliert worden war, war zwar eben-
falls homolog zu MU-RMS-40.8-cDNS, enthielt aber den entscheidenden, Deletion-tragenden
Sequenzabschnitt nicht.
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Homologe der SEREX-Datenbank

MU-  Name Gewebeursprung ,neue” RMS cDNS- Getestete Seren Publikation
RMS- Charakteristika ?
40.1 -
40.2 Hom-OviGA4-3  Ovarial-CA Deletion: -!
Subst./Ins.: n.k.? 73 -5
40.3 -
40.4 MO-OVA-45 Ovarial-CA - NS* (2/24 pos) -
40.5 MO-0OVA-20 Ovarial-CA Subst.: - ? -
Del.: n.k.
406 -
40.7 HOM-Ts-PMR1-25 Testis - NS (3/19 pos) -
Arteriitis (5/19 pos)
HOM-MA1-2 Mamma-CA - -
40.8 HOM-Pa1-3 Pankreas-CA 60bp Deletion: idem NS (0/14 pos) -
Pankr-CA (2/24 pos) Lee et al. 2003
NY-SAR-29 Synovialsarkom n.k. NS (6/33 pos)
40.9 -
40.10 -
40.11 NGO-St-128 Magen-CA - NS (2/50 pos) -
Magen-CA (3/31pos)
40.12 NY-REN-32 Nierenzell-CA - NS (0/19 pos) Scanlan et al. 1999
Kolon-CA (2/16 pos)
Nieren-CA (3/32 pos)
HOM-Ts-PMR1-10 Testis n.k. NS (0/12 pos) Schmits et al. 2002
Arteriitis (6/19 pos)
TE-69b Testis n.k. ? -
MO-BC-429-5" Klz. Bronchial-CA n.k. ? -
40.13 NY-REN-59 Nierenzell-CA entfallte NS (1/19 pos) Scanlan et al. 1999
HOM-HCC-7.14.1 Hepatozell. CA ? -
cl #1 Mamma-CA NS (0/20) Forti et al. 2002
40.14 -
40.15 MO-OVA-195 Ovarial-CA n.k. NS (2/14 pos) -
HCA137 Hepatozell. CA Insertion: - NS (0/20 pos) Wang et al. 2002
Subst.: n.k. HBV (0/25 pos)

Kopf-/Hals CA (0/10 pos)

HCC (3/55 pos)

Tab. 10. cDNS-Homologie der SEREX-definierten RMS-Antigene MU-RMS-40.1 bis 40.15 zu Antigenen, die mithilfe
von SEREX aus anderen Geweben kloniert worden waren.

Die Tabelle zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der Datenbank- und Literaturrecherche. Mehrere gegeniber der
GenBank neue cDNS-Charakteristika der MU-RMS-Antigene wurden auch nicht in anderen SEREX-cDNS gefunden
("), oder die relevanten cDNS-Abschnitte waren bei den Homologen der SEREX-Datenbank nicht kloniert worden
(n.k.?); ?° = In der Literatur finden sich keine Angaben zur Reaktivitat der Antigene mit Seren von Tumorpatienten
und/oder gesunden Probanden. NS* = getestete Seren von gesunden Probanden. -° = Zu den in der SEREX-
Datenbank veroffentlichen Antigenen liegen keine Publikationen vor. entfdllt® = Die cDNS des RMS-Antigens wies
gegeniber Eintragen der GenBank keine ,neuen” cDNS-Charakteristika auf.
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Homologe der SEREX-Datenbank

MU- Name Gewebeursprung  ,neue” RMS cDNS- Getestete Seren Publikation
RMS- Charakteristika ?
40.16  MU-REN-1 Nierenzell-CA 16a: snp idem ? -
4017 -
40.18 NGO-St-67 Magen-CA - NS (0/50 pos) -
Magen-CA (6/44 pos)
40.19 NGO-Br-1 Mamma-CA 19a: snp idem NS (30/100 pos) -
Magen-CA (22/44 pos)
NGO-St-47 Magen-CA 19a: snp idem NS (30/100 pos) -
Magen-CA (22/44 pos)
HOM-HD2-2 Hodgkin Lymphom  n.k. ? -
HOM-HD2-177 Hodgkin Lymphom  n.k. ? -
HOM-HD2-228 Hodgkin Lymphom  n.k. ? -
HOM-HD2-191 Hodgkin Lymphom  n.k. ? -
HOM-HD2-232 Hodgkin Lymphom  n.k. ? -
MO-0OVA-42 Ovarial-CA n.k. ? -
HOM-OVA-206 Ovarial-CA n.k. ? -
HOM-TSOv3-41 Testis n.k. ? -
HOM-HCC-27.9.3 hepatozellulares CA  n.k. ? -
HOM-HCC-27.12.2 hepatozellulares CA  n.k. NS (0/20 pos) Stenner-Liewen
HCC (4/5 pos) et al. 2000
40.20 -
40.21 NGO-St-8 Magen-CA Alle Klone enthalten NS (0/16 pos) -
nur partielle Sequen- Magen-CA (1/13 pos)
NGO-St-103 Magen-CA zen der 158 bp- NS (1/16 pos)
langen Insertion Magen-CA (1/13 pos)
TE-77B Testis ? -
T™M-27 Testis ? -
HOM-TSSem4-84  Testis NS (3/12 pos) -
TL15-22 Testis ? -
TL15-80.2 Testis ? -
TL15-83.2 Testis ? -
NY-REN-28 Nierenzell-CA ? -
HOM-Mel2-1.13 Melanom NS (0/19 pos) -
Melanom (2/50 pos)
Nieren-CA (0/19 pos)
Gliom (0/8 pos)
NY-BR-71 Mamma-CA ? -
NY-BR-80 Mamma-CA ? -
NGO-Br-17 Mamma-CA NS (0/30 pos) -
Mamma-CA (2/31 pos)
NGO-Br-44 Mamma-CA ? -
MO-BC-237 Mamma-CA NS (3/7 pos) -
NGO-Pr-14 Prostata-CA ? -
HOM-HD2-117 Hodgkin Lymphom ? -
NY-LU-5 Lungentumor ? -
40.22 -
40.23 -

Tab.11. cDNS-Homologie der SEREX-definierten Antigene MU-RMS-40.16 bis -40.23 zu Antigenen, die mithilfe von
SEREX aus anderen Geweben kloniert worden waren.

Erklarungen wie zu Tabelle 10.
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Die cDNS des Antigens MU-RMS-40.19a unterschied sich von Kinectin-cDNS durch eine einzelne
Base, was den Austausch einer AS im Genprodukt bewirkte. Die gleiche einzelne Basen-
substitution wurde in der aus Mammakarzinomgewebe isolierten HGO-Br-1-cDNS und in
der aus Magenkarzinomgewebe isolierten NGO-St-47-cDNS identifiziert. In den Ubrigen 10 zur
MU-RMS-40.19a-cDNS homologen cDNS-Inserts (HOM-HD2-2, HOM-HD2-177, HOM-HD2-228,
HOM-HD2-191, HOM-HD2-232, MO-0OVA-42, HOM-OVA-206, HOM-TSOv3-41, HOM-HCC-27.9.3,
HOM-HC(C-27.12.2) war der Sequenzabschnitt von MU-RMS-40.19a, in dem die Basensubstitu-
tion lokalisiert war, nicht enthalten.

4.2.3. Literatur-Recherche

Die Literaturrecherche zu Genprodukten der homologen GenBank-Eintrage ergab Hinweise auf
eine Immunerkennung von FLJ13441 (Lee et al. 2003), PMS1 (Casciola-Rosen et al. 2001), Lamin
A/C (Philipp et al. 1995, Malka et al. 1997, Scanlan et al. 1999, Schmits et al. 2002), LDH-A
(Scanlan et al. 1999, Forti et al. 2002), Titin (Skeie 2000), von PIMT (Wang et al. 2002), Golgin-
245 (Rodriguez et al. 1982, Kooy et al. 1992, Fritzler et al. 1995) und Kinectin (Stenner-Liewen et
al. 2000, Hirano et al. 2003) (Tab. 10, 11).

Ein FLJ13441-Genprodukt war als Autoantigen charakterisiert worden

Die zur MU-RMS-40.8 und FLJ13441 cDNS homologe cDNS NY-SAR-29 wurde mithilfe der
SEREX-Analyse aus einer synovialen Sarkomzelllinie isoliert. Zum Screening der Sarkom-cDNS-
Expressionsbibliothek wurde Serum von zwei Sarkom-Patienten eingesetzt. Ak gegen das
NY-SAR-29-Antigen wurden bei 6/33 untersuchten gesunden Kontrollpersonen detektiert.
NY-SAR-29 wurde somit als Autoantigen charakterisiert. Der Nachweis von Ak gegen NY-
SAR-29 im Serum von weiteren Tumorpatienten wurde nicht durchgefihrt (Lee et al. 2003).

Ein PMS1-Genprodukt war als Myositis-spezifisches Autoantigen charakterisiert worden

Casciola-Rosen et al. (2001) charakterisierten das zu der Antigengruppe MU-RMS-40.10 homo-
loge PMS1 als ein Myositis-spezifisches Autoantigen. Mithilfe von Prazipitationsanalysen unter-
suchten sie Seren von Patienten mit den Autoimmunerkrankungen Myositis, systemischer Lupus
erythematodes bzw. Sklerodermie und auBBerdem Seren gesunder Probanden auf das Vorhanden-
sein von Ak gegen PMS1. Ak gegen PMS1 wurden bei 4/53 Patienten mit autoimmuner Myositis
detektiert, jedoch bei keinem der 94 Patienten mit einer anderen Autoimmunerkrankung (0/94)
und auch bei keinem der gesunden Kontrollpersonen (n = nicht angegeben) (Casciola-Rosen et
al. 2001).
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Lamin C-Genprodukte war als Tumorantigen und als Autoantigen im Rahmen entziind-
licher Erkrankungen charakterisiert worden

Die zu MU-RMS-40.12 ¢cDNS homologe cDNS des Antigens NY-REN-32 (Lamin A/C) wurde mit-
hilfe der SEREX-Analyse aus einem spindelzelligem Nierenzellkarzinom isoliert. Die in dieser
SEREX-Analyse eingesetzten cDNS-Expressionsbibliotheken wurden aus Tumorgewebe von drei
Patienten mit Nierenzellkarzinom sowie aus einer Nierenzellkarzinom-Zelllinie konstruiert und
mit autologem Serum der Nierenzellkarzinompatienten gescreent. Ak gegen NY-REN-32 wurden
bei keiner gesunden Kontrollperson detektiert (0/19), jedoch bei 2/16 Patienten mit Kolon-
karzinom und bei 3/32 Patienten mit Nierenzellkarzinom. NY-REN-32 wurde somit als
Tumorantigen charakterisiert (Scanlan et al. 1999). Ein ebenso zur Lamin A/C-cDNS homologes
cDNS-insert wurde mithilfe der SEREX-Methode auBerdem aus gesundem Testisgewebe isoliert
(HOM-Ts-PMR1-10). Zum Screening dieser cDNS-Expressionsbibliothek wurde Serum von drei
Patienten mit Riesenzellarteriitis, der haufigsten Vaskulitis groBer GefaBe, eingesetzt. Ak gegen
HOM-Ts-PMR1-10 wurden bei 2/8 Patienten mit Riesenzellarteriitis, bei 4/9 Patienten mit
Polymyalgia rheumatica und bei keinem gesunden Probanden (0/12) detektiert (Schmits et al.
2002). Dass Lamin A/C, wie von Schmits et al. gezeigt, im Rahmen entzindlicher Erkrankungen
als Autoantigen fungieren kann, war zuvor bereits am Beispiel der akuten Hepatitis beschrieben
worden (Philipp et al. 1995, Malka et al. 1997).

Ein LDH-A-Genprodukt war als Autoantigen und als Tumorantigen charakterisiert worden

Die zu MU-RMS-40.13 cDNS homologe cDNS des Antigens NY-REN-59 (LDH-A) wurde mithilfe
der SEREX-Analyse aus der Zelllinie eines Nierenzellkarzinoms isoliert. Die in dieser SEREX-Analyse
eingesetzten cDNS-Expressionsbibliotheken wurden aus Tumorgewebe von drei Patienten mit
Nierenzellkarzinom sowie aus einer Nierenzellkarzinom-Zelllinie konstruiert und mit autologem
Serum der Nierenzellkarzinompatienten gescreent. Ak gegen NY-REN-59 wurden bei 1/19
gesunden Kontrollpersonen detektiert und bei 4/31 Patienten mit Nierenzellkarzinom. NY-REN-
59 wurde somit als Autoantigen identifiziert (Scanlan et al. 1999). Ein ebenso zur LDH-A-cDNS
homologes cDNS-inserts wurde mithilfe der SEREX-Methode auch aus einer Mammakarzinom-
Zelllinie isoliert. Zum Screening dieser cDNS-Expressionsbibliothek wurde Serum einer Patientin
mit Mammakarzinom eingesetzt. Eine Ak-Bildung gegen dieses Antigen wurde nur bei Patienten
mit Mammakarzinom, jedoch bei keinem gesunden Probanden detektiert (Forti et al. 2002). Im
Gegensatz zu den von Scanlan et al. erzielten Ergebnissen, identifizierten Forti et al. LDH-A dem-
nach nicht als Autoantigen, sondern als ein Tumorantigen.

Ein Titin-Genprodukt war als Autoantigen bei Patienten mit Myasthenia gravis charak-
terisiert worden

Myasthenia gravis (MG), eine Autoimmunerkrankung mit Stérung der neuromuskularen Uber-

tragung, ist nicht nur mit Ak gegen den Acetylcholin-Rezeptor (AChR) assoziiert, sondern auch
mit Ak gegen das Muskelfilamentprotein Titin (Skeie 2000), von dessen cDNS das alternative
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Translationsprodukt MU-RMS-40.14 abgelesen worden war. Wahrend die Konzentration von Ak
gegen den AChR bei Patienten mit early-onset MG am hdchsten ist (Romi et al. 2000), wird
die héchste Konzentration von Ak gegen Titin bei Patienten mit late-onset MG gemessen (Aarli
et al. 1987, Voltz et al. 1997, Romi et al. 2000;,). Zudem korreliert die Konzentration von Ak
gegen Titin bei Patienten mit /ate-onset MG mit der Schwere der Erkrankung (Skeie et al. 1995,
Romi et al. 2000 ). In einer retrospektiven Studie an 34 thymektomierten und 18 nicht-thymek-
tomierten Patienten mit early-onset MG untersuchten Romi et al. (2003 ;)) den klinischen Effekt
einer Thymektomie und dessen Korrelation mit der Schwere der Erkrankung und der
Konzentration von Anti-Titin-Ak. Diese Studie zeigte einen Benefit einer Thymektomie bei
Patienten mit early-onset MG. Die Konzentration von Anti-Titin-Ak korrelierte jedoch nicht mit
dem outcome von thymektomierten early-onset MG Patienten (Romi et al. 2003 ). In einer wei-
teren retrospektiven Studie an 24 MG-Patienten, bei denen ein Thymom diagnostiziert worden
war und 24 MG-Patienten ohne Thymom, konnte eine signifikant héhere Konzentration von
Anti-Titin-Ak bei den Patienten mit Thymom gemessen werden (Romi et al. 2003,). Bei
Patienten ohne Thymom war die Anwesenheit von Anti-Titin-Ak mit einer weniger glnstigen
Prognose assoziiert (Romi et al. 2003 ,)).

Ein PIMT-Genprodukt war als Tumorantigen von Leberkarzinomen charakterisiert worden

Die zu MU-RMS-40.15 cDNS homologe cDNS des Antigens HCA137 (PIMT) wurde mithilfe der
SEREX-Methode aus einem hepatozelluldaren Karzinom isoliert. Die aus vier hepatozellularen
Karzinomen konstruierten Expressionsbibliotheken wurden mit autologem oder allogenem
Serum der betroffenen vier Patienten gescreent. Ak gegen HCA137 wurden bei 3/55 Patienten
mit hepatozelluldarem Karzinom detektiert. Keine Ak gegen dieses SEREX-definierte Antigen
fanden sich dagegen bei Patienten mit chronischer Hepatitis B (0/25), bei Patienten mit Kopf-
bzw. Halskarzinom (0/10) oder bei gesunden Probanden (0/20). HCA137 wurde somit als Tumor-
antigen charakterisiert (Wang et al. 2002).

Antikorper gegen Proteine des Golgi-Apparates waren bei Autoimmunerkrankungen
und Infektionen beobachtet worden

Immunreaktionen gegen Genprodukte der zu MU-RMS-40.18 homologen golgin245 ¢DNS sind
bislang nicht speziell beschrieben. Allerdings wurden Ak gegen Proteine des Golgi-Apparates bei
Autoimmunerkrankungen und Infektionen beobachtet. Ak gegen den Golgi-Komplex waren
zuerst im Serum eines Sjogren-Syndrom-Patienten mit Lymphom detektiert worden (Rodriguez
et al. 1982, Kooy et al. 1992, Fritzler et al. 1995). Auto-Ak gegen Proteine des Golgi-Apparates
wurden bereits flr Patienten mit rheumatischen Erkrankungen wie systemischer Lupus
erythematodes (Fritzler et al. 1984), rheumatoide Arthritis (Hong et al. 1992) und Wegener’s
Granulomatose (Mayet et al. 1991), auBerdem bei Patienten mit idiopathischer zerebelldrer
Ataxie (Gaspar et al. 1988) und viralen Infektionen, wie beispielsweise Epstein-Barr Virus- oder
HIV-Infektionen (Huidbuchel et al. 1991, Gentric et al. 1991) beschrieben.
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Kinectin-Genprodukte waren als Tumorantigene und als Autoantigene bei Aplastischer
Andmie charakterisiert

Die zu MU-RMS-40.19 ¢cDNS homologe cDNS des SEREX-definierten Antigens HOM-HCC-
27.12.2 (Kinectin) wurde aus einem hepatozellularen Karzinom isoliert. Zur Identifizierung von
Antigenen wurde autologes Serum des Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom eingesetzt, aus
dessen Tumorgewebe die cDNS-Expressionsbibliothek konstruiert worden war. Neben HOM-
HCC-27.12.2 wurden aus dem hepatozelluldren Karzinom noch vier weitere Klone isoliert, deren
¢DNS homolog zur Kinectin-cDNS war, die jedoch nicht mit der cDNS von MU-RMS-40.19 Uber-
lappten. Ak gegen die verschiedenen Kinectin-homologen Klone wurden bei 4/5 untersuchten
Patienten mit hepatozellularem Karzinom und bei keinem der getesteten gesunden
Kontrollpersonen (0/20) detektiert. Die aus dem hepatozellularen Karzinom isolierten Antigene
wurden somit als Tumorantigene charakterisiert (Stenner-Liewen et al. 2000).

Im Gegensatz zu den von Stenner-Liewen et al. (2000) erzielten Ergebnissen, wurde Kinectin von
Hirano et al. (2003) nicht als Tumorantigen, sondern als mit aplastischer Andamie assoziiertes
Autoantigen charakterisiert. Mit Serum von acht Patienten mit aplastischer Anamie wurde eine
cDNS-Expressionsbibliothek aus fetalem Lebergewebe gescreent. Aplastische Andmie ist in eini-
gen Fallen autoimmun bedingt. Ak gegen Kinectin wurden bei 7/18 Patienten mit aplastischer
Anamie detektiert. Bei Patienten mit Thalassamie bzw. Sichelzellenanamie (0/20) und bei gesun-
den Kontrollpersonen (0/35) wurden keine Ak gegen Kinectin gefunden. Das Serum von
Tumorpatienten wurde nicht untersucht (Hirano et al. 2003).

4.3. Untersuchungen zur Expression der SEREX-definierten RMS-Antigene
4.3.1. Literatur und Datenbank-Recherche zur Expression

Um nicht Uberflissige eigene Untersuchungen zur mRNS-Expression der SEREX-definierten
Antigene durchzufthren, wurde zundchst in der Literatur bzw. im Internet
(www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene) nach Hinweisen auf das Expressionsmuster von homolgen
cDNS gesucht (Tab. 12, 13).

Die meisten der RMS-Antigen-kodierenden Gene werden in verschiedenen Normal-
und Tumorgeweben exprimiert

¢DNS mit Homologie zu 14 der 23 RMS-Antigen-kodierenden Gene wurden aus zahlreichen, ver-
schiedenen Normal- und Tumorgeweben kloniert; diese respektiven Gene werden daher vermut-
lich sehr breit oder ubiquitar exprimiert (AND1, RALBR FLJ20364, hMLH1, FL120644, FLJ13441,
PMS1, TTC3, AKAP450, Golgin245, Kinectin, FLJ11588, RPS18, RAD52) (Unigene).
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Name Homologe mRNS Expression mRNS Expression in Referenzen in der
MU-RMS-  in Normalgewebe Tumorgewebe Literatur
Antigen-
gruppe
AND-1 40.1 Gehirn, Leber, Magen; Diverse (UniGene) Kohler et al. 1997
Diverse (UniGene)
RALBP 40.2 schwache ubiquitdre Diverse (UniGene) Jullien-Flores et al.
Expression 1995 Cantor et al. 1995
MYH3 40.3 beschrankt auf die Tumore mit muskulérer Fitzsimons et Hoh 1981
embryonale Phase der Differenzierung Whalen et al. 1981
Skelettmuskelentwicklung (einschlieBlich RMS) Bandman et al. 1982
Schiaffino et al. 1986
Webster et al. 1988
Eller et al. 1989
Karsch-Mizrachi et al. 1989
Tonin et al. 1991
FLJ20364 40.4 Diverse (UniGene) ubiquitar (UniGene)
MLH1 40.5 Diverse (UniGene) ubiquitar (UniGene) Umar et al. 1994
[molekulare Alterationen des MLH1- Liu et al. 1996
Gens sind assoziiert mit hereditarem Peltomaki et Vasen 1997
nicht-polyposen Kolon-CA (HNPCC), Leach et al. 2002
HNPCC-Syndrom assoziiertem Chen et al. 2003
Endometrium-CA, Prostata-CA
und Nierenzell-CA]
FLJ20644 40.6 Diverse (UniGene) ubiquitar (UniGene)
MYH7 40.7 vorwiegend Herzmuskel, Alveoldres RMS, embryonales CA, Jandreski et al. 1987,
langsame Fasern der Ovarialkarzinom (UniGene) Yamauchi-Takihara et al. 1989
Skelettmuskulatur
FLJ13441 40.8 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene)
SMYD1  40.9 Zytotoxische T-Zellen, Hwang et Gottlieb 1995
Herzmuskel, Skelettmuskel Gottlieb et al. 2002
PMS1 40.10 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene) Leach et al. 1993
[Molekulare Alterationen von Bronner et al. 1994
PMS1 sind mit dem HNPCC
assoziiert]
EEF1a 40.10b ZNS, Plazenta, Lunge, Diverse (einschlieBlich RMS) LocusLink Report
Leber, Niere, Pankreas (UniGene)
TTC3 40.11 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene)
LMN A/C 4012 Allgemein: nicht-proliferierende, gut differenzierte Zellen exprimieren  Roeber et al. 1989
A-Typ-Lamine, wahrend undifferenzierte Zellen A-Typ-Lamine nur Machiels et al. 1996
Schwach bzw. in nicht nachweisbarer Menge exprimieren. Lin et Worman 1997
Stuurman et al. 1998
ubiquitar (Herz, Plazenta, Promyelozytare Leukamie, CML, Moss et al. 1999
Lunge, Leber, Niere, Skelett-  kolorektales CA, Lungen-CA, Wilson 2000
muskel, Pankreas, schwache Melanoms;
ZNS-Expression) Neoplasien des Gastrointestinaltrakts
LDH A 40.13 Diverse (UniGene), ubiquitar (UniGene), Vila et al. 2000

aber vorwiegend in
Muskelgewebe exprimiert

Nierenzell-CA >> normale Niere auf
weniger als 50 % reduzierte Expression
in 9/11 untersuchten diffusen
Astrozytomen im Vergleich zu
normalem Gehirngewebe

Huang et al. 2000
Forti et al. 2002
LocusLink Report

Tab. 12. Bekannte Expressionsdaten von mRNS-Homologen der Antigene MU-RMS-40.1 bis -40.13

85|




I Ergebnisse

Name Homologe mRNS Expression mRNS Expression in Referenzen in der
MU-RMS-  in Normalgewebe Tumorgewebe Literatur
Antigen-
gruppe
Titin 40.14 vorwiegend quergestreifte  RMS Osborn et al. 1986,
Muskulatur Cavazzana et al. 1992
[molekulare Alteration des Sartelet et al. 1998
Titin-Gens sind mit diversen LokusLink Report
nicht-malignen Muskel-
erkrankungen assoziiert]
PIMT 40.15 ubiquitar (starke Expression  Gberexprimiert in Mamma-CA und Lee et al. 1999
in Herz, Skelettmuskel, Kolon-CA Zhu et al. 2001
Niere, Leber, Plazenta)
AKAP450 40.16 ubiquitar (UniGene), Diverse (UniGene) Witczak et al. 1999
Niere >> ZNS, Herz,
Plazenta, Lunge >>
Skelettmuskel, Leber,
Dinndarm, PBL
RUFY-2 40.17 nur ZNS, Lunge, Testis Neuroblastom, Endometrium-CA, Yang et al. 2002
Chondrosarkom, Granulosazell-Tumor,
Hypernephrom (UniGene)
Golgin-245 40.18 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene)
Kinectin 40.19 hamatopoetische Zellen, Diverse (UniGene), Toyoshima et al. 1992
Leber, Testis, Ovar, Gehirn hepatozellulares CA, Melanom Stenner-Liewen et al. 2000
Grottke et al. 2000
FLJ11588 40.20 Diverse (UniGene) Neuroblastom, Chodrosarkom,
Retinoblastom, Insulinom,
Leiomyosarkom, anaplastisches
Oligodendrogliom, Nebenschilddrisen-
tumor, Keimzelltumor (UniGene)
RPS18 40.21 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene)
TCEA3 40.22 Diverse Kolontumor, anaplastisches Kanai et al. 1991
Oligodendrogliom, Karzinoid, CLL, Labhart et Morgan 1998
Endometrium-CA, Chondrosarkom,
Glioblastom, Retinoblastom,
Meningeom hepatozelluldres CA,
Leiomyosarkom (UniGene)
RAD52 40.23 Diverse (UniGene) Diverse (UniGene), Goode et al. 2002

* Alterationen von RAD52 sind evtl.
mit Mamma-CA assoziiert

Tong et al. 2003

Tab. 13. Bekannte Expressionsdaten von mRNS-Homologen der Antigene MU-RMS-14.1 bis -40.23

Transkripte des EEFTa-Gens kommen laut LokusLink Report normalerweise nur in Gehirn,
Plazenta, Lunge, Niere und in Pankreas vor; ESTs wurden auch aus RMS kloniert (UniGene).

Fur die nachfolgenden Gene gibt es gezielte Expressionsanalysen, die eine normalerweise auf
sehr wenige Gewebe beschrankte Expression anzeigten.

Das Lamin A/C-Gen wird ubiquitar und vorwiegend in nicht-proliferierenden, gut differenzierten
Zellen exprimiert. Undifferenzierte Zellen exprimieren Lamin A/C hingegen nur schwach bzw.
in nicht nachweisbarer Menge (Roeber et al. 1989, Stuurman et al. 1998, Machiels et al.
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1996, Wilson 2000, Lin und Worman 1997). Lamin A/C-Transkripte wurden dartberhinaus in
promyelozytaren Leukamiezellen sowie Zelllinien der chronisch myeloischen Leukamie, des
kolorektalen Karzinoms, Lungenkarzinoms und Melanoms exprimiert. In lymphoblastischen
Leukdmiezellen und in Burkitt-Lymphomzellen zeigte sich keine Lamin A/C-mRNS-Expression
(Lin und Worman 1997). Moss et al. konnten fur Neoplasien des Gastrointestinaltraktes eine
verminderte bzw. fehlende Lamin A/C-mRNS-Expression nachweisen (Moss et al. 1999).

Das LDHA-Gen wird ubiquitar, jedoch vorwiegend in Muskelgewebe exprimiert (Forti et al. 2002,
LokusLink Report). Vila et al. zeigten eine erhéhte LDH-A-mRNS-Expression in mehr als 85 %
der von ihnen untersuchten Nierenzellkarzinomen im Vergleich zu normalem Nierengewebe
(Vila et al. 2000). Im Gegensatz dazu wurde von Huang et al. in 9/11 untersuchten diffusen
Astrozytomen WHO Grad Il eine auf weniger als 50% des in normalem Gehirngewebe
exprimierten LDH-A-Expressionslevels nachgewiesen (Huang et al. 2000).

Das PIMT-Gen wird ebenfalls ubiquitar und besonders stark in Herz, Skelettmuskulatur, Niere,
Leber und Plazenta exprimiert (Zhu et al. 2001). In Brustdrisenkarzinomen und kolorektalen
Karzinomen konnte eine verstarkte mRNS-Expression von PIMT nachgewiesen werden (Lee et
al. 1999).

Das TFIIS.h/TCEA3-Gen wird in diversen Xenopus- und Mausgeweben exprimiert; TFIIS.h/TCEA3
ist das in Xenopus-Muskelgewebe vorherrschende Transkript der drei bekannten TFIIS/TCEA-
Gene (Labhart et Morgan 1998). TCEA3-homologe ESTs wurden bereits aus verschiedenen
Tumorentitaten, jedoch bislang noch nicht aus RMS isoliert (UniGene).

Transkripte des RUFY-2-Gens wurden mithilfe von Northern-Blot-Hybridisierungen nur in Gehirn,
Lunge und Testis nachgewiesen (Yang et al. 2002). RUFY2-homologe ¢cDNS wurde aus einem
Neuroblastom, Endometriumkarzinom, squamaosen Zellkarzinom, Chondrosarkom, Granulosazell-
Tumor und aus einem Hypernephrom isoliert (UniGene).

MYH3, MYH?7, Titin und das murine SMYD1-Homolog skm-Bop-1 werden normalerweise
nur in Muskelgewebe exprimiert

Die Expression des MYH3-Gens ist beim Gesunden auf die embryonale Phase der Skelettmuskel-
entwicklung beschrankt (Fitzsimons et Hoh 1981, Whalen et al. 1981, Bandman et al. 1982,
Karsch-Mizrachi et al. 1989). Bei einigen genetisch bedingten Muskelerkrankungen, wie der
muskuldren Dystrophie und der infantilen muskuldaren Atrophie wird MYH3 auch nach der
embryonalen Phase verstarkt exprimiert (Fitzsimons et Hoh 1981, Webster et al. 1988). Eine
MYH3-mRNS-Expression ist auBerdem bereits in Tumoren muskuldrer Differenzierung, ein-
schlieBlich RMS, nachgewiesen worden (Tonin et al. 1991, Schiaffino et al. 1986).

Das MYH7-Gen wird vorwiegend in Herzmuskulatur und in langsamen Fasern der Skelett-
muskulatur exprimiert (Jandreski et al. 1987, Yamauchi-Takihara et al. 1989). MYH7-homologe
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cDNS wurde bereits aus einem alveoldaren RMS, der Zelllinie eines embryonalen Karzinoms und
aus einem Ovarialkarzinom isoliert (UniGene).

Das zum humanen SMYD1 homologe murine Bop-Gen wird nur in Muskelgewebe und T-Zellen
exprimiert. Die zur MU-RMS-40.9a und 9c ¢cDNS homologen mRNS der murinen Bop-Spleil3-
varianten skm-Bop-1 und skm-Bop-2 werden nur in Herz- bzw. Skelettmuskulatur exprimiert.
T-Bop-mRNS wird nur in zytotoxischen T-Zellen exprimiert (Hwang et Gottlieb 1995, Gottlieb et
al. 2002).

Das Titin-Gen wird vorwiegend in quergestreifter Muskulatur exprimiert (LokusLink Report). Eine
Titin-mRNS-Expression wurde auBBerdem in RMS nachgewiesen (Osborn et al. 1986, Cavazzana
et al. 1992, Sartelet et al. 1998).

4.3.2. mRNS-Expressionsanalyse mithilfe der RT-PCR

Mithilfe der RT-PCR wurde die mRNS-Expression der SEREX-definierten RMS-Antigene in 22
Normalgeweben und 23 padiatrischen Tumoren untersucht, um zu prifen, ob sich unter den
Antigenen tumorspezische Genprodukte fanden (Abb. 28, 29; Tab. 14, 15).

Da tumorspezifische molekulare Alterationen nicht nur zur Generation tumorspezifischer Epitope
fihren und damit fur die Immuntherapie ndtzlich sein kénnen, sondern auch als molekulare
Gewebemarker interessant sind, wurde das Expressionsmuster all der Antigene untersucht,
deren neue oder bislang nur in Tumoren beschriebene molekulare Eigenschaft durch RT-PCR und
anschlieBende Gelelektrophorese gut darstellbar war (MU-RMS-40.1, MU-RMS-40.2a, MU-RMS-
40.6b, MU-RMS-40.8, MU-RMS-40.10b, MU-RMS-40.10e, MU-RMS-40.11¢c, MU-RMS-40.123,
MU-RMS-40.21 und MU-RMS-40.22). Um eine maximale Spezifitdt und Sensitivitat zu erreichen,
folgte der RT-PCR jeweils eine Southern-Blot-Hybridisierung der PCR-Produkte mit radioaktiv
markierten spezifischen internen Oligonukleotiden (Tab. 1). Alle in die Expressionsanalyse eines
Tumorantigens eingesetzten Primerpaare hybridisierten mit Sequenzen auf zwei verschiedenen
Exons (Ausnahme MU-RMS-40.1). lhre Positionen sind schematisch in die Abbildung zu den
jeweiligen Antigenen in Kapitel 4.1. eingetragen.

Die meisten der untersuchten neuen mRNS-Varianten und ihre Homologe kamen in
zahlreichen Normalgeweben vor

Die durch einen erweiterten 3‘Terminus charakterisierte MU-RMS-40.1-mRNS wurde in allen
untersuchten Normalgeweben ausser Gehirn exprimiert und in Tumoren nicht untersucht.

Die durch eine Deletion von Exon 2 charakterisierte MU-RMS-40.6b-mRNS zeigte eine ahnlich

weit gestreute Expression in Normal- und Tumorgeweben wie die langere homologe FLJ20644-
mRNS. Eine gemeinsame Expression beider mRNS-Varianten fand sich in allen untersuchten
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hamatopoetischen und lymphoretikuldren Geweben, Niere und Gehirn sowie in 3/4 Neuro-
blastomen (NB), 3/4 Medulloblastomen (MB), 1/2 Astrozytomen (AZ), 1/1 Ewing-Tumoren (ET),
2/3 Hodgkin Lymphomen (HL), 2/3 Non-Hodgkin Lymphomen (NHL), 1/2 Osteosarkomen (OS),
1/2 Hepatoblastomen (HB) und 2/2 RMS. Wahrend in Hodengewebe, 1/4 MB, 1/3 HD und
1/3 NHL ausschlieBlich FLI20644 mRNS detektiert wurde, fand sich in 1/3 HL und 1/3 NHL aus-
schlieBlich MU-RMS-40.6b-mRNS. Diese Befunde lassen eine geweberestringierte, nicht-tumor-
spezifische und fur beide Varianten etwas unterschiedliche Regulation der Expression vermuten.

Die durch eine Deletion von 60bp charakterisierte SpleiBvariante MU-RMS-40.8-mRNS war wie
das homologe FLJ13441-mRNS ebenfalls in mehreren Normal- und Tumorgeweben nachweisbar.
Eine gemeinsame Expression fand sich in Testis, ZNS, Thymus, Lunge und Leber sowie in 1/3 NB,
1/3 MB und 1/1 ET. Wahrend MU-RMS-40.8-mRNS auBerdem in Milz, PBL, Niere und Darm, 3/4
MB und 1/3 NHL zu detektieren war, wurde FLJ13441-mRNS zusatzlich nur in zwei NB nachge-
wiesen. Auch fur diese beiden mRNS-Varianten ergab sich demnach eine geweberestringierte,
nicht tumor-spezifische und fur beide Varianten etwas unterschiedliche Regulation der
Expression, wobei die MU-RMS-40.8-mRNS in deutlich mehr gesunden und malignen Geweben
zu detektieren war.

Gewebe 1 3'UTR |2a RALBP1|6b FLJ20644| 8 FLJ13441(11c 3" |12a,b LMNA/C | 21 | 22 |TFIIS
ZNS - - + + + + + + - + + | - -
Thymus + - + + + + + + - + + | - -
PBL + - + + + + + - + + - -
Milz + - + + + + + - + + | - -
Leber + - + + + + + + - + + | - -
Pankreas + - + - - - - = + + | - -
Darm + = + - - + - = + + | - -
Herz + - + - - - - - + + _ _
Lunge + = + - - + + - = + + | - -
Niere - - + + + + - - + + | +| +
Prostata + = + - - - - = + + | +| -
Testis + - + - + + + + - + + |+ +
Ovar + = + - - - - - - + + | -] -
Skelettmuskel + - + n.u. n.u. n.u. n.u. n.u. - + + [n.u.f n.u

Tab. 14. mRNS-Expression von Antigenen mit neuen molekularen Charakterisitka in Normalgewebe ohne MU-
RMS-10

Die in die PCR und Southen-Blot-Hybridisierung eingesetzten Oligonukleotide wurden in Tab. 1 und 2 (siehe 2.2.)
beschrieben, und die Lokalisation der PCR-Primer dariiber hinaus schematisch in die Abbildungen zu den GenBank-
Homologen (Abb. 5-27) eingezeichnet. Die mRNS-Expression der Antigene MU-RMS-40.1, -40.2a, -40.12a, b und
-40.21 wurde mit Hilfe von Normalgewebe-cDNS-Panels durchgefihrt, fir die der Hersteller (CLONTECH) Freiheit
von genomischer DNS angab. Der PCR-Analyse des erweiterten MU-RMS-1 3'UTR wurde keine Southern-Blot-
Hybridisierung der PCR-Produkte angeschlossen.
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Gehirn - + - + -
Thymus - - - + +
PBL - - - + +
Knochenmark - - n.u. n.u. -
Lymphknoten - - n.u. n.u. +
Milz - - -
Leber - - -
Pankreas = - -
Dinndarm - + -
Herz = - -
Lunge - + -
Niere - - -
Prostata = - -
Testis = - -

Ovar - - -

+ + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +
+

Skelettmuskel n.u. n.u. +

Tab. 15. mRNS-Expression der neuen MU-RMS-10-SpleiBvarianten in Normalgewebe.
Die verwendeten Oligonukleotide finden sich in Tab. 1 (siehe 2.2.) und Abb. 14b.

Abb. 28 — Southern-Blot-Analyse der MU-RMS-40.10b'-spezifischen RT-PCR-Produkte aus Normalgewebe.

In keinem der 21 untersuchten Normalgewebe konnte eine Expression des charakteristischen 5'Endes von
MU-RMS-40.10b" nachgewiesen werden. Der sense Primer MU-RMS-40.10bse1 hybridisierte an die in dieser Arbeit
beschriebene, alternative 5-Region des Antigens, wahrend der antisense Primer MU-RMS-40.10ban1 and die
stromabwarts anschlieBende, zu PMS1 100 % homologe Region der MU-RMS-40.10b mRNS band. Das PCR-Produkt
hatte eine Lange von 580bp. Die Spuren 1-24 zeigen 1) MU-RMS-40.10b kodierendes p40.152-2 (Positivkontrolle),
2) Milz, 3) periphere Blutleukozyten, 4) Pankreas, 5) Blase, 6) Nebenniere, 7) Niere, 8) Prostata, 9) Mamma, 10)
Uterus, 11) Ovar, 12) Herz, 13) Knochenmark, 14) Testis, 15) Dinndarm, 16) Gehirn, 17) Thymus, 18) Tonsille, 19)
Lypmphknoten, 20) Lunge, 21) Schilddrise, 22) Leber, 23) Phagenbank RMS-40 (Positivkontrolle) und 24) ddH,0
(Negativkontrolle). Die unspezifischen Signale am unteren Bildrand Gber den Spuren 2 bis 23 kénnen durch Uber-
lappende Sequenzen der in der RT-PCR bzw. in die radioaktiven Hybridisierung eingesetzten Oligonukleotide erklart
werden.
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Gewebe Labor-Nr. | 6b FLJ 20644 8 FLJ 13441 11c 22 TFIIS
Rhabdomyosarkom 26 + + - - - - +
Rhabdomyosarkom 40 + + + + + + +
Neuroblastom 1 + + - + + - -
Neuroblastom 18 + + + + = 5 =
Neuroblastom 62 - = = + - - ;
Neuroblastom 173 + + - - = - -
Medulloblastom 2 + + + - - - -
Medulloblastom 17 + + + + - - +
Medulloblastom 20 + + + - + - +
Medulloblastom 50 - + + - + - +
Astrozytom 16 - - - = - - -
Astrozytom 21 + + - = o - -
Ependymom 64 - - - - - - -
Ewing-Tumor 127 + + + + + - +
Hodgkin Lymphom 11 + + - - - - -
Hodgkin Lymphom 13 - + - - - - -
Hodgkin Lymphom 44 + + - - - - -
Non-H.-Lymphom 7 - + 4k . - - -
Non-H.-Lymphom 56 + + - s - - -
Non-H.-Lymphom 70 + + - = - - -
Osteosarkom 8 + + - - - - +
Osteosarkom 23 - - - - - + +
Hepatoblastom 59 + + + + + 4 1
Hepatoblastom 12 - - = s - + +

Tab. 16. mRNS Expression SEREX-definierter RMS-Antigene und einiger Homologe in Tumorgewebe.

Die in der Expressionsanalyse eingesetzten PCR-Primer, die GréBe der PCR Produkte und die Hybridisierungsprimer
sind in Tab. 1 (siehe 2.2.) beschrieben, und die Lokalisation der PCR-Primer schematisch in die Abb. 10, 12, 15 und

26 eingezeichnet.
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Gewebe Labor-Nr. 10b 10b 10e 10e 10e
5’ 3 5’ Mitte 3
sel x anl se2 xan2 se3 xan3 sed xan4 se2 xan2
Rhabdomyosarkom 26 - - n.u. n.u. +
Rhabdomyosarkom 40 + + + +
Neuroblastom 1 + - n.u. -
Neuroblastom 18 + + + -
Neuroblastom 62 + - n.u. -
Neuroblastom 173 + - n.u. +
Medulloblastom 2 + - n.u. -
Medulloblastom 17 - - n.u. -
Medulloblastom 20 - - n.u. +
Medulloblastom 50 + - n.u. -
Astrozytom 16 = = n.u. +
Astrozytom 21 - - n.u. +
Ependymom 64 - - n.u. +
Ewing Tumor 127 + - n.u. -
Hodgkin Lymphom 11 - - n.u. -
Hodgkin Lymphom 13 + + n.u. -
Hodgkin Lymphom 44 - - n.u. +
Non-H.-Lymphom 7 - + n.u. +
Non-H.-Lymphom 56 - + n.u. +
Non-H.-Lymphom 70 - + n.u. +
Osteosarkom 8 - - n.u. -
Osteosarkom 23 - - n.u. -
Hepatoblastom 59 - + n.u. +
Hepatoblastom 12 - - n.u. -

Tab. 17. mRNS Expression SEREX-definierter RMS-Antigene und einiger Homologe in Tumorgewebe.

Die in der Expressionsanalyse eingesetzten PCR-Primer, die GroBe der PCR Produkte und die Hybridisierungsprimer
sind in Tab. 1 (siehe 2.2.) beschrieben, und die Lokalisation der PCR-Primer schematisch in die Abb. 14b einge-
zeichnet.
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Die durch eine Insertion charakterisierte MU-RMS-40.11c-mRNS wurde sowohl in gesun-
den als auch in malignen Geweben exprimiert.

Die durch eine Insertion charakterisierte MU-RMS-40.11c-mRNS wurde wie die homologe TTC3
mRNS in einigen gesunden und malignen Geweben exprimiert. MU-RMS-40.11c-spezifische
PCR-Produkte konnten in ZNS, allen lymphoretikularen Geweben und Testis sowie in 5/23
Tumorgeweben (1/4 NB, 2/4 MB, 1/1 ET, 1/2 HB) nachgewiesen werden.

Die durch eine 158bp Insertion charakterisierte MU-RMS-40.21-mRNS wurde in Normalgewebe
ubiquitdr exprimiert und in Tumoren nicht untersucht.

Die durch ein alternatives 3'Ende charakterisierte SpleiBvariante MU-RMS-40.22-mRNS wurde
wie ihr Homolog TFIIS-mRNS in nur wenigen Geweben des gesunden Urogenitaltrakts und in
einigen Tumorgeweben detektiert (MU-RMS-40.22-mRNS: 1/2 OS, 2/2 HB; TFIIS mRNS ausserdem
in 1/1 OS, 1/1 ET, 3/4 MB). Beide mRNS-Varianten zeigten demnach eine sowohl in normalen als
auch in malignen Geweben sehr beschrankte Gewebeexpression mit etwas unterschiedlicher
Regulation.

Die durch neue Deletionen charakaterisierten MU-RMS-40.2a und -40.12a waren weder
in Normalgeweben noch in Tumorgeweben zu detektieren.

Die durch eine mRNS-Deletion von 141bp charakterisierte RLBP1-Variante MU-RMS-40.2a wurde
in keinem der untersuchten Normal- und Tumorgewebe detektiert. Auch in Gewebe des RMS40
waren diese Transkripte nicht nachweisbar, was auf eine sehr gering exprimierte, moglicherweise
individuelle mRNS-Variante schliessen liess.

Dasselbe galt fir die durch eine Deletion von 255bp charakterisierte Lamin-Variante MU-RMS-
40.12a, die moglicherweise ebenfalls individuell und/oder sehr gering exprimiert war.

Unter den MU-RMS-40.10 Antigene waren gewebespezifische und tumorspezifische
PMS1-SpleiBvarianten

Die 5'SpleiBvariante MU-RMS-40.10b-mRNS war in keinem Normalgewebe (Abb. 28, Tab. 6, 7),
neben dem Ausgangstumor RMS40 aber in diversen neuroektodermalen (4/4 NB, 2/4 MB,
1/1 ET) Tumorgeweben sowie in 1/3 HL nachzuweisen. Bei dieser PMS1-Variante handelte es sich
demnach um ein tumorspezifisches Antigen. Interessanterweise zeigten aufgereinigte RT-PCR-
Produkte aus zwei weiteren Tumoren (1 MB, 10S) exakt dieselbe Sequenz wie die 40.10b cDNS,
was eher fUr alternatives SpleiBen als fir eine Deletion oder Translokation als Entstehungs-
mechanismus sprach.

Alle anderen SpleiBBvarianten der PMS1T mRNS wurden sehr gering und mit deutlich gewebe-
spezifischer Verteilung exprimiert. Fir mRNS-Sequenzen, die im 5" Bereich des ORF wie MU-RMS-
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40.10e gespleif3t waren (Deletion von 118bp) fand sich eine nachweisbare Expression ausschlieB-
lich in Skelettmuskulatur. Aus der Phagenbank 40 konnte dieses Transkript nicht amplifiziert
werden, was vermutlich auf eine sehr geringe Expression im Tumorgewebe hindeutete. Die
Tatsache, dass die MU-RMS-40.10b mRNS bei Anwendung von 3’ lokalisierten Primern in einigen
Geweben zu finden war, sprach daflr, dass es verschiedene 5-Varianten dieser mRNS-Form

geben musste.
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Abb. 29 — mRNS Expression des alternativen 5°UTR von MU-RMS-40.10e in Normalgewebe. Das PCR-Produkt von
329bp wurde ausschlieBlich in Skelettmuskel detektiert. Das MU-RMS-40.10e kodierende Plasmid p40.301 diente
als Positivkontrolle, ddH,0O diente als Negativkontrolle. Aus der Phagenbank RMS-40 konnte das PCR-Produkt nicht
amplifiziert werden, was vermutlich auf eine sehr geringe Expression dieses Transkriptes im Tumorgewebe hin-
deutete. Die in der Expressionsanalyse eingesetzten PCR-Primer pr40.10e.se3 und pr40.10e.an3 sind in Tab. 1 (siehe
2.2.) beschrieben, und die Lokalisation der PCR-Primer schematisch in die Abb. 14b eingezeichnet.
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5. Diskussion

Die SEREX-Analyse zeigte, dass eRMS iiber ein komplexes Set von Tumor- und Auto-
antigenen vom Immunsystem erkannt werden kénnen

In der vorliegenden Arbeit wurden mithilfe von Seren vier verschiedener, padiatrischer RMS-
Patienten in einer rekombinanten cDNS-Expressionsbibliothek aus eRMS-Gewebe 45 verschie-
dene Antigene identifiziert, die 23 verschiedenen Genen bzw. Genfamilien zugeordnet werden
konnten. 19 der isolierten Antigene waren homolog zu ¢DNS, die fir Proteine mit bekannter
Funktion kodierten, vier Antigene waren homolog zu cDNS von Proteinen mit unbekannter
Funktion.

Die identifizierten cDNS zeigten gegenUber bekannten Homologen insgesamt 45 neue moleku-
lare Alterationen. Diese neuen molekularen Charakteristika schlossen eine tumorspezifische
Mutation, neue snp, neue Deletionen, neue Insertionen sowie erweiterte 3’ und 5'UTR ein.
Mindestens zwei Antigene waren von einem alternativen ORF in der 3’ (AND1) bzw. 5'UTR (Titin)
abgelesen worden.

Im Rahmen einer differentiellen Serumanalyse wurde die Ak-Antwort gegen die isolierten Anti-
gene bei gesunden Probanden und bei Patienten mit einer malignen Erkrankung untersucht und
auf diese Weise Tumorantigene von Autoantigenen unterschieden. Sieben der 23 in dieser Arbeit
mithilfe von SEREX-definierten Antigen-cDNS-Familien kodierten Tumorantigene (MU-RMS-40.1,
5,6, 9,10, 14 und 17); ihre cDNS wurde vom AND1-, MLH1-, FLJ20644-, SMYD1-, PMS1-, Titin-
und RUFY-2-Gen kodiert. Finf Antigengruppen zeigten nur bei einem der untersuchten Kontrol-
len eine Immunantwort und reprasentieren damit mogliche Autoantigene (MU-RMS-40.4,11, 15,
18 und 21). Elf Antigengruppen enthielten definitionsgemaB typische Autoantigene (MU-RMS-
40.2,3,7,8,12,13,16, 19, 20, 22 und 23).

Mithilfe von RT-PCR-Analysen wurde das mRNS-Expressionsmuster der Antigene in einer repra-
sentativen Sammlung von Normalgeweben und verschiedenen pddiatrischen Tumorgeweben
analysiert. Auf diese Weise konnten ubiquitar exprimierte von gewebespezifischen und tumor-
spezifischen Antigenen unterschieden werden.

So konnte mit der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass in RMS-Gewebe
von Kindern eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine exprimiert wird, die vom Immunsystem
erkannt werden. Sowohl im Hinblick auf die Entwicklung neuer immuntherapeutischer Verfahren
zur Behandlung des RMS als auch auf eine Erweiterung der diagnostischen und prognostischen
Werkzeuge spielt dies eine bedeutende Rolle.

95|




I Diskussion

5.1. Die Tumorantigengruppe MU-RMS-40.10

Der neue 5-Abschnitt der PMS1-cDNS-Variante 40.10b war wahrscheinlich das Ergebnis
tumorspezifischen trans-SpleiBBens

Fur sichere Tumorvakzine und/oder als Marker fir eine minimale Resterkrankung (minimal
residual disease, MRD) geeignet sind in erster Linie diejenigen Tumorantigene, die sich durch ein
tumorspezifisches, molekulares Charakteristikum bzw. durch tumorspezifische Expression aus-
zeichnen, wie fur das putative PMS1-Homolog MU-RMS-40.10b gezeigt.

Das charakteristische 5'Ende der 40.10b-cDNS wurde in neun der 24 untersuchten Tumor-
gewebe, jedoch in keinem der untersuchten Normalgewebe detektiert. Damit war dieses
Transkript nicht entitatsspezifisch wie beispielsweise das PAX3/FKHR-Fusionsprodukt (t(2;13))
in aRMS (Parham et al. 2001), sondern kodierte ein gemeinsames (shared) Tumorantigen vieler
Entitaten.

Die neuen 5'Sequenzen der cDNS 40.10b waren unter anderem 100 % homolog zu cDNS-
Sequenzen des Translationselongationsfaktors EEF1a, so dass es sich bei dieser PMS1-Variante
theoretisch um ein neues Fusionstranskript handeln kénnte. Das EEFTa-Gen war auf Chromosom
6914 (Lund et al. 1996), das PMST-Gen auf Chromosom 2g31-33 lokalisiert worden (Nicolaides
et al. 1994). Wahrend die Translokation des PAX3- und FKHR-Gens (t(2;13)) typischerweise in
aRMS gefunden wird (Parham et al. 2001), haben Translokationsrecherchen in eRMS bislang nur
innerhalb einer Region des Chromosom 1 (1p11-q11) eine haufige Translokationsbruchstelle auf-
gedeckt, und einheitliche Partnerchromosomen waren nicht nachzuweisen (Gordon et al. 2001).

Gegen eine Translokation, bei der der Bruchpunkt in der Regel von Tumor zu Tumor um einige
Basen variiert, sprach die Tatsache, dass die exakte 40.10b-Sequenz auch in zwei weiteren posi-
tiven Tumoren (1MB, 10S) zu finden war. Dieser Befund sprach eher fir eine alternative mRNS-
Prozessierung durch Splei3en. Beispiele fir tumorspezifische SpleiBvarianten sind in der Literatur
vorbeschrieben (Krackhardt et al. 2002, Sahin et al. 2002, Schmid et al. 2003, Schmittgen et
al. 2003, Meng et al. 2004, Wang et al. 2004). Im Falle der cDNS 40.10b mussen allerdings
ungewohnliche SpleiBmechanismen diskutiert werden: Wahrend die neuen 5’Sequenzen der
muskelspezifischen SpleiBvariante 40.10e topographisch eindeutig der PMS7-Gen-Region auf
Chromosom 232 zugeordnet werden konnten, war das 5'Ende der ¢cDNS 40.10b homolog zu
weit entfernt in Nahe des Zentromers auf Chromosom 2q12 bzw. gar auf anderen Chromo-
somen gelegenen Sequenzen.

In den letzten zehn Jahren mehrten sich zunachst in Nematoden, dann auch in Saugerzellen
Evidenzen dafdr, dass mRNS nicht nur durch Entfernung von Introns, dem sogenannten cis-
SpleiBen, sondern auch durch intergenes trans-SpleiBen prozessiert werden kénnen (Ubersicht
bei Hastings 2005). Durch trans-SpleiBen kénnen Abschnitte verschiedener, auch Kopf an
Kopf auf einem Chromosom orientierter Gene nach Transkription chimare mRNS bilden. Ein
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Beispiel fur gewebsspezifische aminoterminale Varianten, die durch trans-SpleiBen zustande
gekommen sind, bieten humane GTPase aktivierende RGS-Proteine (Requlators of G-Protein
Signaling) (Chatterjee und Fisher 2000). Auch verschiedene Cytochrome der humanen Leber
(Finta und Zaphiropoulos 2002) entstehen durch intergenes trans-SpleiBen. Ob trans-
SpleiBprozesse auch zwischen Genen auf verschiedenen Chromosomen stattfinden kénnen, ist
noch nicht untersucht worden und damit nicht auszuschlieBen. MU-NB-40.10b ist damit das
erste Tumorantigen, fur das eine Generation durch trans-SpleiBen postuliert werden kann.

Aufgrund des tumorspezifischen Vorkommens der neuen 5'Sequenzen, sind diese nicht nur
immuntherapeutisch hochinteressant, sondern dartber hinaus fur die MRD-Dignostik und
maoglicherweise tumorbiologisch relevant.

Die neue PMS1-cis-SpleiBvariante 40.10e war muskelspezifisch

Prinzipiell sind auch stark geweberestringierte Tumorantigene potentielle Kandidaten fur
die Tumorimmuntherapie, solange die unbeeintrachtigte Funktion der betroffenen Gewebe
nicht — wie etwa bei dem von Herz, Lunge, Leber, Niere und Gehirn — lebensnotwendig ist.
Die charakteristischen neuen 5’'Sequenzen der cDNS 40.10e wurden in Skelettmuskel, sonst aber
in keinem der untersuchten Normalgewebe einschlieBlich des Herzmuskels detektiert. Damit
waren bei 40.10e-basierter Vakzinierung lediglich Myositis-ahnliche Nebenwirkungen zu
beflrchten. Falls durch quantitative mRNS-Analysen belegt werden kénnte, dass diese PMS1-
Variante in RMS gegenlUber normalem Muskel deutlich Uberexprimiert wird, waren diese
Nebenwirkungen evtl. tolerabel oder gar nicht signifikant. Zukinftig sollten moéglichst viele pad-
iatrische Tumoren auf das Vorkommen der 40.10b- und 10e-SpleiBvariante getestet werden, um
die klinische Bedeutung beider Antigene nicht nur als Vakzinkandidaten, sondern auch als MRD-
Marker genauer einschatzen zu kénnen.

Dass eine geringe Expression der anderen alternativ gesplei3ten Regionen beider cDNS auch in
anderen Normalgeweben nachweisbar war, stellt die Gewebespezifitdt der 5'Enden nicht in
Frage, sondern spricht eher daflr, dass es weitere, ahnliche Splei3-Varianten mit breiterem
Gewebevorkommen gibt. Ahnliche Beobachtungen waren bei der RT-PCR-Analyse der stark
geweberestringierten 5’-Varianten der neuronalen Hu-Antigen-mRNS gemacht worden
(Behrends et al. 2002).

Der Mechanismus der PMS1-Immunogenitat muss durch Kartierung der verantwortli-
chen T-Zell-Epitope geklart werden

Die in dieser Arbeit gemessene tumorspezifische Immunogenitat der Antigenfamilie MU-RMS-
40.10 ist gut mit der Generation eines tumorspezifischen Epitops in der 40.10b-Variante zu
erkldren. DarlUber hinaus sind aber alternative immunogene Mechanismen zu diskutieren, die
sich zum einen aus den eigenen Befunden und zum anderen aus der Literatur zur PMS1-Immun-
erkennung ergeben.
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Von insgesamt 49 der in dieser Arbeit identifizierten cDNS-Inserts waren vier verschiedene
homolog zur PMS1-cDNS, was insgesamt fur eine relativ hohe, tumorassoziierte Expression des
in Normalgeweben eher schwach exprimierten PMS7-Gens sprach. Eine solche relative Uber-
expression von PMS1-Genprodukten in Tumorgeweben kénnte allein durch Uberschreiten der
immunologischen Toleranzschwelle zur Initiation einer Immunantwort gefihrt haben.

Passend zur Hypothese der Immunogenitat durch Uberexpression identifizierten Casciola-Rosen
et al. (2001) PMS1 als ein Myositis-spezifisches Autoantigen. Sie fanden Ak gegen PMS1 bei
einigen Patienten mit autoimmuner Myositis (4/53), jedoch bei keinem der 94 Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes oder Sklerodermie und bei keiner der gesunden Kontroll-
personen (Casciola-Rosen et al. 2001). Vorstellbar ist, dass nicht nur eine Entzindungs- oder
Tumor-assoziierte Uberexpression, sondern auch eine vermehrte Prasentation aus entzindungs-
oder tumorbedingt untergegangenen Zellen zur Sprengung der Toleranzbarriere beitragen.
Maoglicherweise ist die 40.10e-Variante von besonders hoher Immunogenitat.

Um den tatsachlich verantwortlichen immunogenen Mechanismus zu identifizieren, missen die
verantwortlichen T-Zell-Epitope der PMS-Genprodukte kartiert werden. Wenn sich tumorspezi-
fische bzw. muskelspezifische Epitope in den Antigenen MU-RMS-40.10b und 10e belegen
lieBen, konnten diese fir die Immuntherapie bedeutsam sein. Um die mogliche Bedeutung der
geweberestringierten PMS-1-Varianten fur eine Ak-Therapie zu eruieren, ware es zudem sinnvoll,
ihre intrazellulare Lokalisation zu bestimmen; nur membranstandige Antigene sind Ak-basierten
Impfstoffen zuganglich.

Die Tatsache, dass Ak gegen die MU-RMS-40.10-Antigenfamilie bzw. PMS1 nur im Serum eines
Tumorpatienten und weniger Myositispatienten detektiert wurden, kénnte bedeuten, dass i) die
PMS-Genprodukte insgesamt nur schwach immunogen sind, und die Testsensitivitat deshalb in
vielen Fallen ungenigend ist, oder ii) dass sie nur im Kontext mit einem selteneren HLA-Typ
immunogen sind. Neben der Kartierung der verantwortlichen T-Zellepitope in Ak-positiven
Patienten ware deshalb eine Bestimmung der HLA-Restriktion der reaktiven T-Zellen aufschluss-
reich.

Diagnostische, prognostische und tumorbiologische Relevanz von PMS1-Genprodukten

Die mogliche Bedeutung der 40.10b- und 10e-Varianten als MRD-Marker wurde bereits ange-
sprochen. Insbesondere fir Neuroblastome, die hier Uber alle untersuchten Krankheitsstadien
hinweg eine konstante Expression der 5'Sequenzen von 40.10b zeigten, kénnte die 40.10b-
Variante ein hilfreiches neues Werkzeug zum spezifischen und sensitiven Nachweis von
einzelnen Tumorzellen in Knochenmark- oder Lymphknoten darstellen. Um die Sensitivitat
und klinische Relevanz dieser mdglichen neuen MRD-Marker naher zu untersuchen, sind einer-
seits Verdinnungs-Analysen mithilfe von negativen und positiven Zellen und andererseits
Expressionsanalysen von mdglichst vielen padiatrischen Tumoren vorzuschlagen.
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Fir einige Tumoren koénnte die mRNS-Expression von MU-RMS-40.10b dartber hinaus
prognostische Bedeutung haben. So fiel in den vier untersuchten Medulloblastomen eine nicht
konstante Expression dieses Transkripts auf, die maoglicherweise mit dem uneinheitlichen
Krankheitsverlauf korrelierte. Die beiden Patienten mit MU-RMS-40.10b-positivem Tumor hatten
die Erkrankung tberlebt, wahrend die beiden Patienten mit MU-RMS-40.10b-negativem Tumor
verstorben waren. Es sollten deshalb weitere Medulloblastome auf das Vorkommen dieses
Transkripts getestet, und die Ergebnisse mit dem klinischen Verlauf der Erkrankungen korreliert
werden. Uber die mégliche prognostische Bedeutung in RMS kann erst anhand von Unter-
suchungsergebnissen an weiteren Proben von Tumoren dieser Entitdt geurteilt werden.

Die Ak-Antwort gegen MU-RMS-40.10b ist aufgrund ihrer niedrigen Frequenz bei den unter-
suchten padiatrischen Patienten im Gegensatz zur Ak-Antwort gegen andere Tumor- (Graus et
al. 1997, Kairemo et al. 2002) und Autoantigene (Conroy et al. 1998, Ciocca et Calderwood
2005) wahrscheinlich nicht als diagnostischer und/oder prognostischer Parameter geeignet.
Um diese Moglichkeit weiter abzuklaren, sollten weitere Serumproben von Tumorpatienten, v. a.
solchen mit RMS, Medullo- und Neuroblastom, untersucht werden.

Mit Hinblick auf die mdgliche biologische Bedeutung der neuen tumorspezifischen PMS1-
Variante erscheint die Hypothese interessant, dass mit molekularen Veranderungen entschei-
dende DNS-Reparaturfunktionen verloren gehen kénnten und so evtl. Voraussetzungen fir die
Tumorentstehung geschaffen werden. PMST gehért zu einer Gruppe von DNS-Reparaturgenen
mit einer groBen Homologie zum mutL-Homolog der Hefe (yPMST). Da Mutationen in zwei
weiteren humanen DNS-Reparaturgenen, dem MLH1- bzw. MSH1-Gen, mit der Entstehung des
HNPCC assoziiert werden konnten (Leach et al. 1993, Bronner et al. 1994), wurde auch ftr PMS1-
Alterationen eine mogliche Bedeutung in der Tumorgenese postuliert (Nicolaides et al. 1994). So
hatte etwa eine Keimbahnmutation am Ende des Exon 6 durch Generation eines Stopcodon zu
dem Phanomen des Exon skipping gefuhrt (Nicolaides et al. 1994). Fir PMS1-Mutationen im
Zusammenhang mit familidar gehauften Tumoren konnte allerdings bislang keine Segregation
und nur selten eine Keimbahnmutation belegt werden (Nicolaides et al. 1994, Liu et al. 1996).
Auch wiesen Experimente mit PMS1-defizienten Mausen auf eine deutlich geringere Rolle von
PMS1- gegenlber MLH-Genmutationen in der familidren Tumorpradisposition (Prolla et al.
1996, Prolla et al. 1998, Olschwang 1999). Ob und inwieweit die diversen nicht-tumorspezifi-
schen PMS1-SpleiBvarianten mdglicherweise in Tumoren hoch- oder herunterreguliert werden
und so den funktionellen Input des PMST7-Gens modifizieren ist noch nicht systematisch unter-
sucht, aber eine aus tumorbiologischer und eventuell prognostischer Sicht interessante Frage.

Neu identifizierte nicht-konservative Nukleotidaustausche in PMS1-Transkripten mussen immer
darauf gepruft werden, ob es sich um tumorspezifische Mutationen, Keimbahnmutationen mit
oder ohne Segregation oder genetische Polymorphismen in der gesunden Bevélkerung handelt.
So war z.B. in der cDNS 40.10b neben den neuen SpleiBresultaten ein bekannter snp detektiert
worden. Genetische Polymorphismen sind nicht nur far PMST, sondern auch fur das eng ver-
wandte PMS2-Gen bekannt (Nicolaides et al. 1994).
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5.2. Die Tumorantigene MU-RMS-40.1 und -40.14
MU-RMS-40.1 und 40.14 wurden von alternativen 3’ bzw. 5‘ORF abgelesen

Die tumorspezifische alternative Translation ist, wie in der Einleitung ausgefthrt, ein wichtiger,
maoglicher Mechanismus bei der Generation von tumorspezifischen Antigenen und damit von
maoglichen Ansatzpunkten fir tumorspezifische Vakzine (Wang et Rosenberg 1996, Probst-
Kepper et al. 2001).

Die cDNS 40.1 war homolog zu AND-1-cDNS-Sequenzen, die stromabwarts des bekannten AND-
1-ORF in dem als 3’UTR vorbeschriebenen Bereich lokalisiert waren. Das MU-RMS-40.14-cDNS-
insert enthielt Sequenzen, die stromaufwarts des bekannten ORF von der bislang als 5'UTR
betrachteten Region stammten. Zur Identifikation der immunogenen, alternativen AND7- und
Titin-Genprodukte mussen nun die relevanten ORFs der klonierten cDNS rekombinant exprimiert
und serologisch untersucht werden.

Aus padiatrischen Tumoren waren kirzlich mit SEREX zwei andere Tumorantigene kloniert
worden, die von der 3'UTR" bekannter Transkripte abgelesen worden waren (Behrends et al.
2002 und 2003). Diese Antigene wurden von der Neurofilament-mRNS a-internexin eines
Neuroblastoms und der Onkogen-mRNS rab18 eines Medulloblastoms kodiert. Das alternative
Genprodukt der a-Internexin-mRNS 018INX konnte bereits durch serologische Analyse des
rekombinanten Proteins als ein 81 AS-langes Antigen identifiziert werden und erfolgreich zur
Generation spezifischer T-Zelllinien aus Patientenlymphozyten eingesetzt werden (Behrends et
al., Manuskript in Vorbereitung).

Das Muster der Gewebeexpression dieser alternativen Genprodukte ist ein wichtiges Kriterium
bei der Beurteilung ihrer Eignung fir Tumorvakzine; nur eine tumorspezifische oder auf weniger
kritische Gewebe beschrénkte Expression wirde sie zu Kandidaten fir Tumorimpfstoffe qualifi-
zieren. Die entsprechenden Experimente sind allerdings nicht trivial, da mRNS-Analysen nicht
weiter helfen. Es missen mithilfe rekombinanter Proteine zundchst spezifische monoklonale Ak
generiert, und diese auf ihre Eignung fir immunhistologische Analysen getestet werden. Diese
Experimente erscheinen fir die Antigene MU-RMS-40.1 und -40.14 durchaus lohnenswert, da
beide Antigene bei jeweils zwei der zehn RMS-Patienten eine nachweisbare Immunantwort
ausgelost hatten, und es sich damit wahrscheinlich bei beiden Antigenen um ein fir mehrere
Patienten relevantes Tumorantigen handelte. Bei Nachweis einer Tumorspezifitat dieser Anti-
gene, sollten die nachsten experimentellen Schritte in einer Analyse der antigenspezifischen
T-Zell-Proliferation mit Charakterisierung des verantwortlichen Epitops und der HLA-Restriktion
liegen.
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Antikorper gegen MU-RMS-40.1 und -40.14 kénnten neben Titin-Antikérpern ebenfalls
von klinischer Bedeutung sein

Da das Vorkommen von Ak gegen MU-RMS-40.1 und -40.14 innerhalb der untersuchten RMS-
Patienten heterogen war, erscheint es interessant, zu untersuchen ob das Ak-Vorkommen mit
der Aggressivitat des Tumors bzw. der Prognose der Erkrankung korreliert. Zu diesem Zweck sol-
len in der Arbeitsgruppe prospektiv alle weiteren RMS-Patienten auf das Vorkommen dieser Ak
getestet und die Ergebnisse mit dem klinischen Verlauf korreliert werden.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass auch das klassische Titin-Genprodukt zur Induktion
einer Ak-Bildung fihren kann. Allerdings wurde eine humorale Immunreaktion bislang nur fur
Patienten mit der Autoimmunerkrankung Myasthenia gravis (Skeie 2000) beschrieben. Ak gegen
das klassische Titin-Genprodukt wurden im Rahmen der Myasthenia gravis, wie im Ergebnisteil
ausfuhrlich besprochen, als diagnostische und prognostische Marker vorgeschlagen (Aarli et al.
1987, Voltz et al. 1997, Romi et al. 2000, Skeie et al. 1995 und 2000, Romi et al. 2000 und
2003, 7). Ob auch bei RMS-Patienten Ak gegen das klassische Genprodukt vorkommen, und ob
sie moglicherweise im Rahmen maligner Muskelerkrankungen diagnostische oder prognostische
Bedeutung haben, wurde bislang nicht untersucht.

Titin-Transkripte und das klassische Titin-Protein werden bereits diagnostisch genutzt

Mithilfe von monoklonalen Ak wurde in immunhistochemischen Untersuchungen an verschie-
denen Tumorentitaten gezeigt, dass das klassische Titin in RMS, aber weder in Leiomyosarkomen
und Leiomyomen noch in Tumoren, die nicht muskularer Differenzierung waren, exprimiert wird
(Osborn et al. 1986). In einer Studie an 21 Patienten mit einem Spindelzell-RMS, einem histolo-
gischen Subtyp des embryonalen RMS, konnte mithilfe immunzytochemischer Analysen eine
starke mRNS-Expression von Titin im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Cavazzana et al.
1992). Immunhistochemische Untersuchungen mithilfe monoklonaler Ak gegen das muskelspe-
zifische Antigen Titin kdnnten demzufolge durchaus hilfreich in der Diagnostik und histopatho-
logischen Klassifizierung eines RMS sein und werden dafiir heute bereits eingesetzt (C\WS-
2002P). Moglicherweise ist das in dieser Arbeit identifizierte alternative Genprodukt von Titin ein
weiterer immunhistochemischer Marker fir die eRMS-Diagnostik.

Die Funktion der alternativen AND-1 und Titin-Genprodukte MU-RMS-40.1 und -40.14
ist unbekannt

Der bekannte offene Leserahmen von AND-1 kodiert ein 1.127 AS langes, DNS-bindendes Protein,
das vorwiegend im Nukleoplasma verschiedener Zellen vorkommt. Es weist Merkmale zweier
verschiedener Regulatorprotein-Familien auf, zum Einen sieben konsekutive ,WD-repeats” in
der aminoterminalen Region und carboxyterminal eine DNS-bindende ,HMG-Box", die bei der
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Regulation von Chromatinverdichtung, Transkription und Replikation beteiligt ist (Kohler et al.
1997). Interessant waren Experimente, mit denen diese zelluldren Prozesse in Transfektanten mit
hoher Expression des alternativen Genprodukts untersucht werden kénnen.

Das klassische Titin-Genprodukt ist ein Protein der quergestreiften Muskulatur und mit einer
Lange von 34.350 AS das groBte bekannte Polypeptid (Labeit et Kolmerer 1995). Die cDNS des
SEREX-definierten Titin-Genprodukts kodierte ein 798 AS langes, alternatives Genprodukt von
Titin. Interessant wadre es, zu untersuchen, ob die beiden Titin-Genprodukte gemeinsam in
Rhabdomyosarkomzellen vorkommen, ob sie interagieren, und ob das alternative Genprodukt
flr die Tumorpathogenese relevant ist.

5.3. Die Tumorantigengruppen MU-RMS-40.6, -40.9, -40.5 und 40.17
MU-RMS-40.6¢ tragt eine tumorspezifische Mutation

Im putativen FLJ20644-Homolog MU-RMS-40.6¢ fand sich eine tumorassoziierte Mutation, die
das Antigen zu einem tumorspezifischen Antigen qualifizierte, und die méglicherweise fur die
Immunerkennung der Antigengruppe verantwortlich war. Uberraschenderweise konnten in
der heterologen Serumanalyse bei zwei Patienten mit RMS spezifische Ak nachgewiesen
werden, so dass im Gegensatz zu vielen mutierten Antigenen (Sahin et al. 1999) nicht allein ein
individuelles Neoepitop angenommen werden konnte. Ob das FLJ20644-Gen auch im RMS des
zweiten Patienten mutiert war, konnte leider mangels Tumormaterial nicht untersucht werden.
Die serologischen Ergebnisse ermutigen jedoch zur Ak- und Mutationssuche bei weiteren RMS-
Patienten und damit zur weiteren Evaluation dieser Antigengruppe fur therapeutische Zwecke.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde erstmals belegt, dass von der FLJ20644-cDNS tatsachlich ein
Protein kodiert wird, und dass FL/20644-Genprodukte im Kontext von Tumoren molekular alte-
riert und immunogen sein kénnen. Dartber hinaus wurde das Expressionsmuster der beiden
bekannten FLJ20644-SpleiBvarianten in dieser Arbeit erstmals an einem reprasentativen Normal-
gewebepanel und in diversen padiatrischen Tumoren untersucht; es hatte sich eine gewebe-
restringierte Expression in Normalgewebe und ein breites Vorkommen in den verschiedenen
Tumorentitdten ergeben; bei einer immuntherapeutischen Relevanz der Antigene sollten quan-
titative mRNS-Analysen in Normal- und Tumorgewebe folgen und somit die Sicherheit eventuel-
ler antigenspezifischer Impfstoffe besser abgeschatzt werden. Uber die Funktion der auf
Chromosom 14q11 kodierten FLJ20644-Genprodukte ist bislang noch nichts bekannt.

Muskelrestringierte SMYD1-Genprodukte sind immunogen und fiir verschiedene padia-
trische Tumorentitaten klinisch relevant

Die putativen Antigene der Familie MU-RMS-40.9 waren homolog zu den muskelrestringierten
murinen Bop-SpleiBvarianten 1 und 2 (Hwang et Gottlieb 1995 und 1997, Gottlieb et al. 2002)
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und dem humanen Homolog SMYD1; sie lieferten die ersten Evidenzen fir eine Immunogenitat
dieser geweberestringierten Transkriptionsfaktor-Familie.

Aufgrund der Muskelrestriktion der Bop1- und Bop2-Homologe ist wie bei MU-RMS-40.10e
durchaus eine therapeutische Bedeutung dieser Antigengruppe zu diskutieren. Falls sich eine
tumorassoziierte Uberexpression belegen lieBe, ware eine gute Vertraglichkeit MU-RMS-40.9-
basierter Vakzine durchaus vorstellbar. Entsprechende Impfstoffe waren wahrscheinlich nicht
nur fir RMS-, sondern auch fir Osteosarkom- und Medulloblastom-Erkrankungen interessant,
wie aus der differentiellen Serumanalyse abzulesen war. Eine Expressionsanalyse der SMYD1-
Varianten in verschiedenen pddiatrischen Tumorentitaten erscheint angesichts der serologischen
Daten lohnenswert.

Interessant erscheint in diesem Zusammenhang auch die Frage, ob alle SMYD1-Varianten in
adultem Herz- und Skelettmuskelgewebe vorkommen, oder ob es friihe Formen gibt, die zwar
in Tumoren hoch, aber in adultem Muskelgewebe nicht mehr signifikant exprimiert werden.
Dazu geben die In-Situ-Hybridiserungs-Untersuchungen zur Expression des murinen Bop-Gens
von Gottlieb et al. (2002) keine Auskunft; die Geweberestriktion der SYMD1-Transkripte in
fetalem und adultem Normalgewebe wurde bislang nicht untersucht.

Inwieweit und ob bestimmte SpleiBvarianten oder andere molekulare Derivate der SMYD1-
Familie an der RMS-Pathogenese beteiligt sind, ist eine tumorbiologisch und evtl. prognostisch
interessante Frage. Bekannt ist nur, dass artifizielle Deletionen im Bop-Gen der Maus Reifungs-
stérungen in ventrikularen Herzmuskelzellen auslésen und so zu Formveranderungen des
rechten Ventrikels fihren kénnen (Gottlieb et al. 2002).

Ob Ak gegen MU-RMS-40.9-Antigene fur die Diagnose, Prognose und/oder Verlaufskontrolle
padiatrischer Tumorerkrankungen hilfreich sein kénnen, kann anhand der eigenen Analysen
noch nicht beurteilt werden. Entsprechende serologische Zusatzuntersuchungen an einer mog-
lichst groBen Zahl von Patienten erscheinen lohnenswert.

Die zu MLH1-homologe MU-RMS-40.5-cDNS war aminoterminal inkomplett

Das menschliche Protein MLH1 gehért zu einer Familie von DNS-Reparaturproteinen, die
DNS-Replikationsfehler korrigieren (Modrich 1997, Marti et al. 2002). Alterationen im humanen
MLH1-Gen konnten bei einigen Neoplasien identifiziert und als Mitursache fur die Tumor-
entstehung verantwortlich gemacht werden. Zu den untersuchten Tumoren mit Mutationen im
MLH1-Gen gehoren u.a. das hereditdre HNPCC (Liu et al. 1996, Peltomaki et Vasen 1997), das
mit dem HNPCC-Syndrom assoziierte Endometriumkarzinom (Umar et al. 1994), das Prostata-
karzinom (Chen et al. 2003) und das Nierenzellkarzinom (Leach et al. 2002). Nicht nur deshalb
erscheint es sinnvoll, nach Mutationen des MLH-1-Gens in RMS zu suchen.
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MU-RMS-40.5 und das aus Ovarialkarzinom klonierte SEREX-Antigen sind bislang die einzigen
Indizien far eine Immunogenitat von MLH1-Genprodukten. Mdgliche molekulare Alterationen
in nicht klonierten MLH1-Abschnitten kénnten die tumorassoziierte Immunogenitat erklaren.
Dafdr, dass es sich nicht um individuelle molekulare Alterationen handelte, sprach die Tatsache,
dass bei zwei RMS-Patienten eine Ak-Bildung detektiert werden konnte. Eine RMS-assoziierte
Uberexpression von MLH-Genprodukten kam als immunogener Mechanismus weniger in Frage,
da nur ein einziger Klon mit MLH-Sequenzen aus der RMS-cDNS-Bibliothek isoliert wurde;
guantitative mRNS-Analysen wurden allerdings nicht durchgefthrt. Von Bedeutung fur die
streng tumorassoziierte Immunantwort kénnten bei ubiquitdrer mRNS-Expression letztlich auch
tumorspezifische posttranslationale Modifikationen oder Veranderungen bei der Prozessierung
bzw. Prasentation des Antigens sein (Skipper et al. 1996, Tureci et al. 1999).

Die zu RUFY2 homologe MU-RMS-40.17-cDNS war carboxyterminal inkomplett

Die cDNS von MU-RMS-40.17 war bis auf einen inkompletten 3’ORF mit der RUFY2-cDNS
identisch. RUFY1 und RUFY2 gehdren zu einer relativ neuen Proteinfamilie, die eine amino-
terminale RUN-Domaine und eine carboxyterminale FYVE-Domaine enthalt (Yang et al. 2002).
Da RUFY2 als ein Effektor der Tyrosinkinase Etk in die zellulare Proliferation, Differenzierung,
Motilitdat und Apoptose eingreift (Qiu et al. 1998, Xue et al. 1999, Tsai et al. 2000, Chen et al.
2001), erscheint es nicht nur aus immunologischer, sondern auch aus tumorbiologischer Sicht
interessant, die RMS-cDNS-Bibliothek noch einmal gezielt nach molekularen RUFY2-Varianten
abzusuchen.

Wie bei den Antigenen der Familien MU-RMS-40.5 und -40.6 sprach auch hier die differentielle
Serumanalyse gegen einen individuellen, immunogenen Mechanismus. Solange allerdings
kein tumorspezifisches Neoepitop definiert ist, kann das Tumorantigen MU-RMS-40.17 trotz
restriktiver Gewebeexpression des Homologs RUFY2 (Gehirn, Lunge, Testis) nicht als tumor-
immunologisches Target vorgeschlagen werden. Das Hodengewebe wadre zwar vor dem
immunologischen Angriff geschiitzt (immunoprivileged site), Gehirn und Lunge waren aber
kritische Orte flr toxische Nebenwirkungen eines T-Zell-basierten RUFY2-spezifischen
Impfstoffes. Die Bluthirnschranke stellt fir peripher aktivierte T-Zellen keine Barriere dar (Hickey
1991).

Interessant ist die Beobachtung, dass weder RUFY1 noch RUFY2 in normalem Muskelgewebe
exprimiert werden (Yang et al. 2002), so dass man sich fragen muss, ob die aberrante Expression
in dem embryonalen Muskeltumor eventuell tumorbiologische Bedeutung hat. Méglicherweise
ist allein die aberrante Expression im Tumor flr die Immunogenitdt dieses Antigens verant-
wortlich. Inwieweit sich die RUFY2-Expression eventuell in verschiedenen RMS unterscheidet,
wurde hier nicht untersucht. Eine Analyse von mehreren RMS mit der Frage nach einer mogli-
chen tumorbiologischen bzw. prognostischen Bedeutung dieses Transkriptes erscheint lohnens-
wert.
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5.4. Die Antigenfamilien MU-RMS-40.4, -40.11, -40.15, -40.18 und -40.21

Antigenspezifische 1gG-Ak, die nur bei einer Kontrollperson nachweisbar waren, kénnten auf
eine latente Tumorerkrankung hinweisen

Neben den definitionsgemal eindeutigen Tumorantigenen wurden in der differentiellen Serum-
analyse einige Antigene identifiziert, die nur bei einer von 30 Kontrollpersonen eine nachweis-
bare Ak-Antwort aufwiesen. In dieser Antigengruppe fanden sich die Familien MU-RMS-40.4,
-11, -15, -18 und -21. Aufgrund der geringen Frequenz der Ak-Bildung bei klinisch gesunden,
jungen Probanden, lieB sich zunachst nicht ausschlieBen, dass es sich bei diesen Antigenen doch
um Tumorantigene handelte.

Ein klassisches Literaturbeispiel fr Tumorantigen-spezifische Ak, die bei scheinbar tumorfreien
Personen auf eine maligne Erkrankung hinweisen sind die anti Hu-Ak. Sie sind gegen aberrant
in diversen neuroektodermalen Tumoren exprimierte neuronale Antigene gerichtet und werden
in der Routinediagnostik von unklaren, neurologischen Symptomen zum Ausschluss bzw.
zur Diagnose eines paraneoplastischen Geschehens eingesetzt (Rauer et Kaiser 2001, Rauer
et Andreou 2002, Rauer et al. 2002, AWMF-030/064). Anti-Hu-Ak fanden sich auch bei
diversen padiatrischen Tumorpatienten (Behrends et al. 2002).

Gegen das SEREX-definierte, putative MU-RMS-40.4-Homolog MO-OVA-45 hatten zwei
Kontrollpersonen IgG-Ak

Die putativen FLJ20364-Homologe der Gruppe MU-RMS-40.4 waren zum Teil durch einen
inkomplett klonierten Aminoterminus charakterisiert, so dass nicht endgultig beurteilt werden
kann, ob diese Antigengruppe tumorspezifische Epitope aufwies.

Darauf, dass die MU-RMS-40.4-Antigenfamilie im Tumor relativ stark exprimiert wurde, lie3 die
Tatsache schlieBen, dass insgesamt drei verschiedene Klone dieser Familie detektiert worden
waren; diese Befunde geben Anlass zur Diskussion einer Immunogenitat durch tumorassoziierte
Uberexpression.

Dafir dass es sich bei MU-RMS-40.4 wahrscheinlich doch um ein Autoantigen handelte sprach
neben der breiten Gewebeexpression des cDNS-Homologs FLJ20374 das Ergebnis der differen-
tiellen Serumanalyse gegen das mit SEREX klonierte cDNS-Homolog MO-OVA-45, gegen das
eine Ak-Antwort bei zwei von 24 gesunden Probanden detektiert werden konnte.

Die SEREX-Antigene MO-OVA-45 und MU-RMS-40.4 lieferten die ersten Evidenzen dafr, dass
von der FLJ20364-cDNS tatsachlich ein Protein kodiert wird, und dass FL/20644-Genprodukte
immunogen sind. Uber die Funktion der auf Chromosom 5 kodierten FLJ20364-Genprodukte ist
bislang noch nichts bekannt.
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Gegen das SEREX-definierte, putative MU-RMS-40.11-Homolog NGO-St-128 zeigten
ebenfalls zwei Kontrollpersonen IgG-Ak

Unter den putativen TTC3-Homologen der MU-RMS-40.11-Familie fand sich neben inkomplett
klonierten Genprodukten eine neue carboxyterminale SpleiBvariante, deren cDNS, wie in dieser
Arbeit gezeigt, auch in Normalgewebe exprimiert wurde. Da gegen das Genprodukt der
homologen NGO-5t-128-cDNS aus Magenkarzinomgewebe zwei von 50 gesunden Kontrollen
Ak entwickelt hatten, handelte es sich wohl auch bei dieser Antigenfamilie eher um Auto-
antigene.

Die SEREX-Antigene NGO-5t-128 und MU-RMS-40.4 boten erste Evidenzen daflr, dass TTC3-
Genprodukte vom Immunsystem erkannt werden kénnen. Die héhere Ak-Frequenz bei Tumor-
patienten kénnte auch hier evtl. mit einer tumorassoziierten Uberexpression erklart werden, da
drei von 49 isolierten Klonen der RMS-40-cDNS-Bibliothek zur TTC3-mRNS homolog waren.

Interessanterweise hatten Tsukahara et al. (1996) im Kontext des Down-Syndroms vermutet, dass
eine Uberexpression von TTC3 Inbalancen von Protein-Protein-Interaktionen wahrend des Zell-
wachstums und der Zelldifferenzierung verursacht. Es ware daher lohnenswert, eine maogliche
tumorassoziierte Uberexpression von TTC3 durch quantitative mRNS-Analysen abzukldren und
gegebenenfalls ihre pathogenetischen Bedeutung fur RMS zu untersuchen.

Zu den SEREX-definierten, putativen MU-RMS-40.15-Homologen MU-OVA-195 und
HCA137 lagen widerspriichliche serologische Ergebnisse vor

Vom PIMT-Gen wurden neben MU-RMS-40.15 auch MU-OVA-195 und HCA137 kodiert; diese
drei SEREX-definierten Antigene lieferten die ersten Evidenzen fUr eine Immunogenitat von
PIMT-Genprodukten. MU-OVA-195 war bei 2/14 positiven Kontrollseren als Autoantigen,
HCA137 bei 0/20 positiven Kontrollseren als Tumorantigen (Wang et al. 2002) charakterisiert
worden, so dass eine widersprichliche Klassifikation zu diskutieren ist. Die vorbeschriebene
tumorassoziierte Uberexpression der in Normalgewebe ubiquitdren PIMT-Transkripte (Lee et al.
1999, Zhu et al. 2001) ware durchaus mit einer tumorassoziierten Immunogenitat vereinbar.
Ebenso wahrscheinlich ist jedoch eine im Kontext von Tumoren lediglich verstarkte Auspragung
der normalen Autoimmunogenitat von PIMT-Genprodukten.

Die diskrepanten Befunde zeigen, dass man besonders bei niedrigfrequenten Ak-Antworten in
der Kontrollpopulation sehr vorsichtig mit der Interpretation der serologischen Befunde sein
muss und manchmal keine eindeutige Klassifikation erzielen kann. Maglicherweise hat z.B. die
Altersverteilung einen Einfluss auf die Ak-Frequenz bei der Kontrollgruppe; die meisten der
publizierten Kontrollgruppen haben wahrscheinlich einen deutlich héheren Altersdurchschnitt
als die in dieser Arbeit eingesetzte und damit ein hoheres Risiko bereits an einem klinisch noch
latenten Malignom erkrankt zu sein.
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GegenUber den vorbeschriebenen cDNS-Homologen fand sich in der MU-RMS-40.15 cDNS eine
einzelne Baseninsertion, die einen Leserasterwechsel bewirkte. Wie bei den anderen von einer
einzelnen Adenin- oder Thymidin-Insertion betroffenen Antigenen (z.B. MU-RMS-40.7, -40.18
und -40.21) ist der resultierende, alternative Carboxyterminus jedoch kritisch zu hinterfragen.
Eine Keimbahnmutation konnte durch genomische Analyse von autologen Fibroblasten ausge-
schlossen werden. Mangels Gewebe war jedoch keine genomische DNS-Analyse des Tumors
zur Unterscheidung einer tumorspezifischen molekularen Alteration von einem Klonierartefakt
maoglich und die in vivo Relevanz der Insertion muss offen bleiben.

Auch zu den putativen MU-RMS-40.18-Homologen Golgin 245 und NGO-St-67 gab es
widerspriichliche serologische Vorbefunde

Waéhrend das putative Homolog NGO-St-67 aufgrund fehlender Ak bei 50 gesunden Kontrollen
als Tumorantigen eingestuft worden war, ist Golgin-245 als Autoantigen bei Patienten mit
Sjégren-Syndrom bekannt (Rodriguez et al. 1982, Kooy et al. 1992). Passend zu einer Expression
in diversen Normalgeweben sind Gogin245-Genprodukte damit eher als Autoantigene einzustu-
fen.

Casciola-Rosen et al. (1999) vermuten, dass eine Ak-Bildung bei Autoimmunerkrankungen
womdglich durch Modifikationen von Autoantigenen, insbesondere durch proteolytische Spal-
tungen wahrend des Zelltodes induziert wird (Andrade et al. 1998, Casciola-Rosen et al. 1999).
Nozawa et al. (2002) konnten morphologische Veranderungen des Golgi-Komplexes und zudem
unterschiedliche Spaltungsmuster von Golgi-Autoantigenen wahrend des programmierten Zell-
todes und der Nekrose beobachten (Nozawa et al. 2002). Diese Mechanismen kdnnten auch im
Kontext maligner Tumoren relevant sein.

Der dargestellte mdgliche alternative Carboxyterminus aufgrund einer einzelnen Adenininser-
tion muss wiederum kritisch betrachtet werden, und kann hier nicht sicher als snp, Mutation
oder Artefakt interpretiert werden.

RPS18-kodierten Antigene waren als Tumor- oder Autoantigene eingestuft worden

Gegen die SEREX-definierten cDNS-Homologe des Antigens MU-RMS-40.21, NGO-5t-8, NGO-
St-103, HOM-TSSem-84, HOM-Mel2-1.13, NGO-Br-17 und MO-BC-237, waren bei 0/16, 1/16,
3/12, 0/19, 0/30 bzw. 3/7 Kontrollpersonen Ak-detektiert worden. Die neue und nachweislich
ubiquitare RPS18-cDNS-SpleiBvariante MU-RMS-40.21 kodierte demnach ebenfalls am ehesten
ein Autoantigen mit niedriger Ak-Frequenz bei Gesunden und Tumorpatienten.

Inwieweit die zahlreichen bekannten SpleiBvarianten auf die Funktion des ribosomalen Proteins

Einfluss haben, und welcher der méglichen ORF tatsachlich in vivo exprimiert wird, muss vor-
laufig offen bleiben.
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5.5. Die Autoantigene MU-RMS-40.2, -3, -7, -8, -12, -13, -16, -19, -20, -22, -23

Gegen Antigene der Gruppen MU-RMS-40.2, -3, -7, -8, -12, -13, -16, -19, -20, -22, -23
fanden sich bei mehreren Kontrollpersonen IgG-Ak

Gegen die genannten Antigengruppen wurden in der vorliegenden Arbeit bei mindestens
zwei der 30 untersuchten gesunden Probanden Serum-Ak detektiert. Sie stellten damit sehr
wahrscheinlich Autoantigene dar, welche in der Regel keine guten Kandidaten fur eine neben-
wirkungsarme Vakzinierung darstellen.

Abhangig von Expressionsmuster und Expressionsstarke in den verschiedenen Normal- und
Tumorgeweben, von der Verteilung der Ak bei verschiedenen Tumorpatienten und von evtl.
tumorspezifischen molekularen Alterationen gegeniber einem Wilddtyp kdnnen SEREX-
definierte Autoantigene oder ihre spezifischen Serum-Ak jedoch als klinische Marker fur die
Tumortherapie hilfreich sein (Conroy et al. 1998, Ciocca et Calderwood 2005).

Autoantigene der Gruppen MU-RMS-40.2 und -40.12 trugen neue, tumorspezifische
Deletionen

Die putativen Antigene der Gruppen MU-RMS-40.2 und -40.12 waren zu den ubiquitdren
Proteinen RALBP und Lamin C homolog und wurden durch die eigene differentielle Serum-
analyse als Autoantigene charakterisiert. Lamin C war bereits als Autoantigen bei entziindlichen
Erkrankungen vorbeschrieben (Schmits et al. 2002, Philipp et al. 1995, Malka et al. 1997); bei
Gesunden waren flr beide Antigene bislang keine Ak nachgewiesen worden.

Bemerkenswerterweise fand sich in beiden Gruppen eine neue, wahrscheinlich individuelle,
tumorspezifische Variante, die durch eine Deletion charakterisiert war und so moglicherweise ein
tumorspezifisches Epitop trug.

Im putativen RALBP-Homolog fand sich die Deletion in der carboxyterminalen Region, die sich
mit der Ral-bindenden Region zu einer Superhelix anordnen kann und so vermutlich an Inter-
aktionen mit anderen Proteinen beteiligt ist (Jullien-Flores 1995, Cantor et al. 1995). Ob dies von
tumorpathogenetischer Bedeutung ist, musste experimentell geprift werden. Daflr, dass im
RMS-Gewebe die Expression des nicht deletierten RALBP Uberwog, sprach die Tatsache, dass vier
von funf cDNS unveranderte RALBP-Sequenzen aufwiesen.

Bei dem putativen Lamin C-Homolog MU-RMS-40.12 lag der Verlust von 85 AS ebenfalls im
Carboxyterminus, einer Region, die das Lamin C vom Lamin A unterscheidet und somit
wahrscheinlich funktionell von Bedeutung ist. Lamin-Proteine sind Intermedidrfilamente der
Kernmembran, die in die Chromatinorganisation wahrend der Interphase des Zellzyklus, in die
DNS-Replikation und wahrscheinlich auch in die Genexpression eingreifen (Furukawa et
Hotta 1993, Nagle 1994, Moir et al. 1995). Auch fir MU-RMS-40.12 kann damit eine mogliche
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pathogenetische Bedeutung diskutiert werden. Interessanterweise war das nicht-deletierte
Homolog nicht aus RMS-40 kloniert worden. Dieser Befund passte zu der Tatsache, dass
A-Typ Lamine vorwiegend in gut differenzierten Zellen, aber kaum oder nicht nachweisbar in
undifferenzierten, schnell proliferierenden und maligne entarteten Zellen exprimiert werden
(Stadelmann et al. 1990, Machiels et al. 1996 und 1997, Lin et Worman 1997, Broers et al. 1997,
Moss et al. 1999).

Da beide Deletionen in keinem anderen der untersuchten Tumoren zu finden waren haben die
tumorbiologisch duBerst interessanten Befunde wahrscheinlich keine allgemeine Bedeutung fir
die RMS-Therapie und Diagnostik.

Das Autoantigen MU-RMS-40.22 ist wahrscheinlich eine carboxyterminal trunkierte
TFIIS.h/TCEA3-Splicevariante mit restriktiver mRNS-Gewebeexpression

Die MU-RMS-40.22 cDNS war eine neue SpleiBvariante der TFIIS.h/TCEA3-mRNS, die durch Erhalt
eines Introns in der wenig konservierten Linkerregion des Wildtyps entstanden war. Das putative
Antigen enthielt zwar den fiur die Regulation von TFIIS-in vivo-Funktionen wichtigen Amino-
terminus (Horikoshi et al. 1985), hatte aber die fur gewebespezifische Funktionen wichtige
Linkerregion (Umehara et al. 1995) und den fir alle bekannten in vitro Funktionen des Proteins
essentiellen und ausreichenden Carboxyterminus mit Polymerase-Il-Bindedomane und hoch-
konserviertem Nukleinsaure-bindenden Zink-Fingermotif verloren (Agarwal et al. 1991, Qian et
al. 1993, Reines et al. 1996). Das Phanomen der Intron-Retention war auch schon am Amino-
terminus des Xenopus-TFIIS.h/TCEA3 (Labhart und Morgan 1998) und im humanen TFIIS.h/
TCEA1 beobachtet worden (Plant et al. 1996). Allerdings ist bislang Uber kein von einer solchen
RNS-Variante exprimierte Protein berichtet worden.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sprachen dafir, dass das Vorkommen der neuen
SpleiBvariante ebenso wie des TFIIS.h/TCEA3 normalerweise auf Organe des Urogenitaltrakts
beschrankt ist, wahrend beide Varianten in verschiedenen Tumoren auch anderen Gewebeur-
sprungs aberrant exprimiert werden. Beide Varianten kénnten damit nicht nur eine interessante
tumorbiologische Rolle innehaben, sondern dariber hinaus eine mégliche Bedeutung als MRD-
Marker aufweisen. Weiterhin war die Expression der neuen SpleiBvariante innerhalb der unter-
suchten Osteosarkome und RMS heterogen. Das bedeutete eine mdgliche Rolle im spezifischen
Wachstumsverhalten der individuellen Tumore bzw. eine mégliche Bedeutung als prognostischer
Gewebemarker. Um die mdgliche klinische Bedeutung der beiden TFIIS/TCEA3-Varianten fur
Diagnose und Prognose weiter abzuklaren, sollten daher weitere Osteosarkome und RMS auf ihr
Vorkommen getestet werden.

Bemerkenswerterweise reagierte das Antigen MU-RMS-40.22 mit allen getesteten Kontroll- und
Tumorseren. Dieses breite Vorkommen lieB darauf schlieBen, dass Immunreaktionen gegen diese
Antigengruppe nicht krank machen. Zusammen mit dem restriktiven Vorkommen in Normal-
gewebe konnte dies daflr sprechen, dass diese Antigene hilfreiche Adjuvantien fir tumor-
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spezifische Vakzine darstellen. Des Weiteren liefert das Antigen eine hilfreiche Positivkontrolle
fur serologische Analysen.

Die Antigene der Gruppen MU-RMS-40.3 zeigen serologische Charakteristika von Auto-
antigenen, aber Expressions-Charakteristika von Differenzierungsantigenen

Die Antigene der Gruppe MU-RMS-40.3 waren wahrscheinlich mit der Myosin-Schwerekette des
embryonalen Skelettmuskels, MYH3, identisch. Eine Immunantwort gegen MYH3-Genprodukte
wurde mit dieser Arbeit erstmals beschrieben.

Trotz der hohen Frequenz von anti-MYH3-Ak bei den Kontrollen, die Autoantigene nahe legte,
muss das MYH3-Expressionsmuster Anlass zur Diskussion einer maoglicherweise maskierten
tumorassoziierten Immunogenitat geben.

Fur letztere sprach die Tatsache, dass die Expression von MYH3 wie die eines klassischen
Differenzierungsantigens normalerweise auf Zellen einer bestimmten Entwicklungsstufe
beschrankt ist und dartber hinaus nur in Tumoren vorkommt, deren Zellen sich von dieser
Differenzierungsstufe ableiten: MYH3 wird wahrend der Entwicklung der Skelettmuskulatur vor-
wiegend in der Embryonalzeit exprimiert, mit einem Hohepunkt vor der Geburt und einem
Ruckgang nach der Geburt (Fitzsimons et Hoh 1981, Whalen et al. 1981, Bandman et al. 1982,
Karsch-Mizrachi et al. 1989). Eine aberrante MYH3-Expression wird als Kennzeichen muskularer
Regeneration gewertet und stellt einen charakteristischen Marker einiger genetisch bedingter
Myopathien dar (Webster et al. 1988). Darlber hinaus ist eine MYH3-Expression in Tumoren
muskularer Differenzierung, wie dem RMS, beschrieben (Schiaffino et al. 1986, Karsch-Mizrachi
et al. 1989, Tonin et al. 1991). Die relativ hohe Anzahl der isolierten Klone mit MYH3-cDNS-
Homologie (6/49) wies auBerdem auf eine starke Expression des MYH3-Gens im untersuchten
RMS-Gewebe, was eine tumorassoziierte Immunreaktion geférdert haben kénnte.

Zum Zweiten zeigt die embryonale Myosin-Schwerekette eine mehr als 70%ige Homologie mit
der perinatalen Isoform sowie mit Isoformen in schnellen und langsamen Muskelfasern des
Erwachsenen (Karsch-Mizrachi et al. 1989). Die verschiedenen Isoformen der Myosin-Schwere-
kette unterscheiden sich vorwiegend am Carboxyterminus (Mahdavi et al. 1982, Feghali
et Leinwand 1989, Karsch-Mizrachi et al. 1989). Es ist deshalb durchaus maoglich, dass das
T-Zell-Epitop, welches fur Autoimmunreaktionen bei Gesunden verantwortlich war, innerhalb
der wenig variablen aminoterminalen Region der Myosin-Schwereketten lag, wohingegen
maoglicherweise ein zweites, aberrant in Tumoren exprimiertes embryonales Epitop im Carboxy-
terminus von MYH3 zu suchen ist.

Es erscheint deshalb sehr interessant, zu untersuchen, ob sich bei Tumorpatienten T-Zellen
gegen den MYH3-spezifischen, aminoterminalen Proteinabschnitt finden bzw. generieren lassen.
In diesem Falle ware eine hohe immuntherapeutische Relevanz dieses Differenzierungsantigens
gegeben. Quantitavie mRNS-Analysen an Muskelgewebe von Kindern verschiedenen Alters soll-
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ten diesen Untersuchungen allerdings vorausgehen, um den Zeitpunkt der Herunterregulation
im gesunden Kind genauer zu determinieren; falls eine MYH3-Expression bis ins Jugendalter
gefunden wird, waren MYH3-spezifische Vakzine naturlich weniger sicher und wie alle anderen
muskelspezifischen Ansatze mit der Gefahr von Myositiden behaftet.

Der Nutzen von MYH3-Transkripten sollten dartber hinaus fur die MRD-Diagnostik in Lymph-
knoten und Knochenmark evaluiert werden.

Fiir die Autoantigene der Gruppe MU-RMS-40.7, -40.8, -40.13, -40.16, -40.19, -40.20 und
-40.23 ergab sich keine signifikante klinische Relevanz im Kontext des RMS

Die MU-RMS-40.7-Antigene waren wahrscheinlich mit der B-Isoform der Myosin-Schwerekette
der Herzmuskulatur, MYH7, identisch. Die in vivo Relevanz der Adenininsertion innerhalb des
OREF ist fraglich (s.0.). Mutationen im MYH7-Gen kommen zwar vor, fanden sich jedoch bislang
nur mit der Pathogenese und Prognose von Kardiomyopathien und sind nicht mit der
Entstehung von Tumoren muskularen Ursprungs assoziiert (Cuda et al. 1993, Anan et al. 1994,
Kelly and Strauss 1994, Rayment et al. 1995, Kamisago et al. 2000, Waldmdller et al. 2003). Die
Klassifizierung als Autoantigen (6/30 positive Kontrollen) wurde durch die serologischen
Charakteristika des cDNS-Homologs HOM-Ts-PMR1-25 untermauert (NS 3/19 positive
Kontrollen). Wie flr andere Auto-Ak ist fur anti-MYH7-Ak zum gegenwadrtigen Zeitpunkt ein
prognostischer Wert im Kontext mit Tumoren nicht auszuschlieBen.

MU-RMS-40.8 wurde von einer SpleiBBvariante der FLJ13441-mRNS kodiert und lieferte zusammen
mit NY-SAR-29 und HOM-Pa1-3 erste Evidenzen fur die Existenz von Proteinen der FLJ13441-
Familie, dartber zusammen mit NY-SAR-29 (6/33 positive Kontrollen) fir deren Autoimmun-
erkennung. Obwohl cDNS-Homologe von MU-RMS-40.8 mit demselben SpleiBmuster bislang
nur aus Tumoren kloniert worden waren, konnte die eigene Arbeit, passend zur Klassifizierung
als Autoantigen, eine breite mRNS-Expression der beiden FLJ13441-SpleiBvarianten in Normal-
geweben belegen. Widersprichlich waren die serologischen Befunde zum cDNS-Homolog HOM-
Pal-3, das von Lee et al. (2003) als Tumorantigen vorgeschlagen worden war (0/14 positive
Kontrollen). Die Befunde zur Autoimmunogenitat erscheinen bei fehlendem Nachweis tumor-
spezifischer Epitope und gréBerer Anzahl untersuchter Kontrollseren tGberzeugender.

Das Antigen MU-RMS-40.13 war wahrscheinlich identisch mit der ubiquitaren, in Muskelgewebe
Uberexprimierten LDH-A, einer Untereinheit der bekannten gewebespezifischen Glykolyse-
enzyme LDH1 bis LDH5 (Markert et al. 1963 und 1975, Maekawa 1988). In Ubereinstimmung mit
den serologischen Daten fir NY-REN-59 (1/19 positive Kontrollen) wurde das eigene LDHA-
Genprodukt (2/30 positive Kontrollen) als gering immunogenes Autoantigen klassifiziert
(Scanlan et al. 1999). Forti et al. (2002) postulierten dagegen LDHA-kodierte Tumorantigene
(0/20 positive Kontrollen) und fanden eine hohe Reprasentation von LDHA-Klonen in einer
Mammakarzinom-Zelllinie (10/23). Eine Uberexpression von LDHA konnte auch in Nierenzell-
karzinomen beobachtet und eine tumorpathogenetisch relevante Assoziation mit einer
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Deregulation des onkogenen Transkriptionsfaktors c-myc beschrieben werden (Shim et al. 1997,
Vila et al. 2000). In Astrozytomen fand sich dagegen eher eine Herunterregulation der LDH-A
(Huang et al. 2000), was zusammen mit den eigenen Befunden am RMS (nur 1/49 Klonen)
gegen eine generelle tumorassoziierte Uberexpression und damit maglicherweise auch gegen
eine generelle pathogenetische Rolle von LDHA sprach.

Die putativen AKAP450-Homologe der Gruppe MU-RMS-40.16 wurden durch die eigene
Serumanalyse erstmals als Autoantigene klassifiziert (10/30 positive Kontrollen). Erste Hinweise
auf immunogene AKAP450-Genprodukte hatte das Antigen MO-REN-1 gegeben, das allerdings
keiner differentiellen Serumanalyse unterzogen worden war. Krebsassoziierte Besonderheiten
des ubiquitdren Zentromer-Proteins AKAP450 sind bislang nicht beschrieben (Witczak et
al. 1999). Wegen der inkompletten Klonierung der AKAP450-kodierten Antigene lasst sich
keine sichere Aussage Uber mogliche tumorassoziierte molekulare Charakteristika treffen. Der
beschriebene, nicht-konservative snp war bislang nur in Tumorgewebe vorbeschrieben, zeigte
sich aber bei der untersuchten Patientin auch in Normalgewebe.

Die Antigene der Gruppe MU-RMS-40.19 waren inkomplett kloniert worden, aber soweit
bekannt, identisch mit Kinectin, einem Membranprotein des Endoplasmatischen Retikulums, das
dem intrazellularen Transport von Zellorganellen dient (Futterer et al. 1995, Kumar et al. 1995).
Die eigene differentielle Serumanalyse klassifizierte diese Antigene als Autoantigene. Dies war
im Einklang mit dem Bericht von Hirano et al. (2000), die Kinectin als Autoantigen bei
Aplastischer Anamie charakterisierten, und mit den serologischen Befunden zu den cDNS-
Homologen NGO-Br-1 und NGO-5t-47 (je 30/100 positive Kontrollen). Im Gegensatz dazu wurde
das cDNS-Homolog HOM.HCC.27.12.2 als Tumorantigen klassifiziert (0/20 positive Kontrollen)
(Stenner-Liewen et al. 2000). Bei breiter Gewebeexpression ohne Anhalt fir tumorspezifische
molekulare Varianten erscheinen wiederum eher die oben genannten Analysen reprasentativ
und Autoantigene wahrscheinlich

Das Antigen MU-RMS-40.20 war wahrscheinlich mit dem hypothetischen FLJ11588-Protein
identisch und lieferte den ersten Hinweis auf die Existenz und Autoimmunerkennung dieses
wahrscheinlich breit exprimierten Genprodukts.

Das Antigen MU-RMS-40.23 entsprach wahrscheinlich dem DNS-Reparaturprotein RAD52
(Kanaar et al. 1998, Pastink et Lohman 1999, Paques et Haber 1999) und wurde als Autoantigen
eingestuft (2/30 positive Kontrollen). Die vorliegende Arbeit lieferte die erste Evidenz flr eine
Immunogenitat von Rad52-Genprodukten. Da RAD51 und RAD52 mit den Pradispositionsgenen
flr Brustkrebs, BRCA1 und BRCA2, assoziiert sind (Chen et al. 1999), war von anderen Gruppen
gezielt nach RAD52-Alterationen in Mamma- und Ovarialkarzinomen gesucht, jedoch bislang
keine Korrelation zwischen Mutationen und dem Auftreten von Tumoren bzw. dem Uberleben
der Patientinnen gefunden worden (Goode et al. 2002, Tong et al. 2003).
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Wildtyp-Antigene haben eine potentielle Relevanz fiir Tumorvakzine

Mithilfe der SEREX-Methode waren, wie in der eigenen Arbeit, auch von anderen Arbeits-
gruppen zahlreiche Wildtyp-Molekule aus Tumoren kloniert worden (Old et Chen 1998). Soweit
sie eine streng tumorassoziierte spezifische Immunogenitat aufwiesen, aber ubiquitar und nicht
tumorassoziiert Uberexprimiert worden waren, blieb der Mechanismus ihrer Immunogenitat
unklar.

Zu diesem Thema sollen abschlieBend noch zwei interessante Beobachtungen von Nishikawa
et al. (2001 und 2003) vorgestellt werden. Bei einer Koimmunisierung von Mdusen mit einem
Gemisch aus tumorspezifischen CTL-Epitopen und SEREX-definierten Wildtyp-Antigenen fand
die Gruppe einen signifikanten Anstieg von tumorspezifischen CD8"-CTL. Zudem konnte durch
die beschriebene Koimmunisierung die Entstehung von Lungenmetastasen bei allen Mausen
komplett verhindert werden, die vor, zeitgleich mit und sogar bis zu finf Tage nach Tumorzell-
injektion koimmunisiert worden waren. Eine entscheidende Mediator-Rolle wurde fur CD4'-
THL postuliert (Nishikawa et al. 2001). Die Immunisierung mit den Wild-Typ-Antigenen alleine
bewirkte eine starke Zunahme der Anzahl pulmonaler Metastasen (im Mittel 130-170
Metastasen) im Vergleich zur Anzahl an Metastasen bei nichtimmunisierten Mausen (im
Mittel 30—-60 Metastasen) (Nishikawa et al. 2003). Die Gruppe vermutete, dass die Auto-
antigen-spezifischen CD4"-THL in Abwesenheit der tumorspezifischen CTL-Aktivierung eher
regulatorische Funktionen einnehmen, die zu einem immunsuppressiven Zustand und damit
moglicherweise in vivo zu einem verstarkten Tumorwachstum fuhren. Die Ergebnisse zeigen auf,
wie schmal der Grad zwischen protektiven und fatalen Effekten einer Vakzinierung mit Wildtyp-
Antigenen ist und bestarken die Dringlichkeit, nach immundominanten Tumorantigenen zu
suchen.
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6. Zusammenfassung

Das RMS ist eine maligne Erkrankung mesenchymalen Ursprungs und der haufigste maligne
Weichteiltumor bei Kindern. Die Inzidenz in der weien Bevolkerung betragt 4,4 Falle pro
1 Million Kinder unter 15 Jahren pro Jahr. Das ereignisfreie Uberleben fiir Kinder mit einem RMS
betragt heute 60 % —70 %. DemgegenUber ist die Prognose fiir Patienten mit einem metasta-
sierten RMS trotz multimodaler Therapiekonzepte immer noch schlecht. Die Entwicklung von
zusatzlichen Therapieoptionen stellt daher eine Herausforderung an die Wissenschaft dar.
Tumorimmunologische Ansatze erscheinen dabei vielversprechend. Sichere und effektive Tumor-
vakzine sind aber von der Identifizierung geeigneter Tumorantigene abhangig.

Um neue Tumorantigene zu identifizieren, wurde in der vorliegenden Arbeit eine RMS-cDNS
Expressionsbibliothek mithilfe von gepooltem Serum von vier an einem RMS erkrankten padia-
trischen Patienten gescreent. Auf diese Weise konnten 45 verschiedene Antigene identifiziert
und diese 23 Genen zugeordnet werden. Viele dieser Antigene waren neue Genprodukte bereits
bekannter Gene (ANDT, RALBR, FLJ20644, MYH7, FL113441, SMYD1, PMS1, TTC3, Lamin C, Titin,
PIMT, AKAP450, Golgin-245, RPS18 und TCEA3), die aufgrund tumorspezifischer Mutation,
snps, alternativen SpleiBens, Deletionen oder alternativer Translation von 3’ oder 5'UTR entstan-
den waren. Die Ubrigen Antigene waren zu MYH3, FLJ20364, MLH1, LDH1, RUFY-2, Kinectin,
FLJ11588 und RAD52 homolog und boten z.T. erstmals eine Evidenz fir die Immunogenitat
dieser Genprodukte.

Die Spezifitat der IgG-Ak-Antwort gegen diese Antigene wurde mithilfe von Serumproben
verschiedener, padiatrisch-onkologischer Patienten und gesunder Kontrollpersonen untersucht.
Sieben Antigenfamilien wurden ausschlieBlich von Serum-Ak der onkologischen Patienten
erkannt und konnten damit als Tumorantigenfamilien klassifiziert werden (AND-1, MLH1,
FLJ20644, Bop, PMS1, RUFY-2, Titin). Unter diesen Tumorantigenen waren neue Genprodukte des
AND-1-Gens und des Titin-Gens, die von mRNS-Sequenzen translatiert wurden, die urspriinglich
als 3" bzw. 5°'UTR beschrieben waren. Zudem wurde eine neue PMS1-Variante identifiziert, die
wahrscheinlich durch trans-SpleiBen generiert worden war und in keinem Normalgewebe, aber
in einigen padiatrischen Tumorgeweben detektiert werden konnte; sie reprasentierte damit
ein interessantes, neues tumorspezifisches Tumorantigen. Diese tumorspezifischen Antigene
kdnnten von hochstem klinischem Interesse sein, nicht nur als Marker fir die Detektion einer
minimal-residual disease (MRD), sondern zudem als geeignetes Target fur die Entwicklung einer
padiatrischen Tumorvakzinierung.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass das Immunom des RMS bei Kindern viele verschiedene
Antigene einschlieBt, von denen einige zur Entwicklung neuer und erfolgsversprechender
Therapiekonzepte nicht nur gegen RMS beitragen kénnten.
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