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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Einfihrung in das Arbeitsthema

Der Wilmstumor (WT) ist einer der haufigsten bosgm Tumoren des Kindesalters und geht von
embryonalem Nierengewebe aus. Wahrend er bei foéeem Wachstum dank verbesserter
operativer sowie konservativer Therapieoptionem eglativ gute Prognose hat, kann ein Grof3teil
der Kinder mit metastasiertem WT nicht geheilt veerdErgédnzende therapeutische Ansétze sind
daher dringend wiinschenswert.

Antigenspezifische, immuntherapeutische Strategierden fir viele Tumoren des Erwachsenen-
und Kindesalters als viel versprechende neue Bdinagshnséatze angesehen. Sie sind vor allem im
Stadium der minimalen Resterkrankung (MRD), alsd Beringer Tumorlast z.B. nach
konventioneller Therapie viel versprechend. Einair@voraussetzung fir ihren Erfolg ist die
Identifikation von geeigneten Antigenen.

Sogenannte Tumorantigene, die ausschliellich odmzugsweise in malignen Geweben
vorkommen, bieten eine optimale Grundlage fur dwicklung von aktiven und passiven,
antigenspezifischen Tumorimpfstoffen. Allerdingsdin den typischen Tumoren des Kindesalters
iIm Gegensatz zu den bei Erwachsenen haufigen Tumi&ten erst wenige Tumorantigene
bekannt. Dies liegt in erster Linie daran, dasssgitematische Suche nach Tumorantigenen erst
kirzlich auf die typisch padiatrischen Malignomegedehnt wurde.

Zur ldentifikation von Tumorantigenen werden derZeiZell-basierte und serologische Verfahren
eingesetzt. Zu letzteren zahlt dierdegische Analyse vonekombinanten Tumor-cDNA-
Expressionsbibliotheken (SEREX). Das SEREX-Verfahegiaubt die unmittelbare, molekulare
Identifizierung von Antigenen, die nach rekombimantbakterieller Expression mit Hilfe von
Serumantikérpern (Ak) detektiert werden kénnen. BEREX wurden inzwischen zahlreiche
Antigene von Karzinomen des Erwachsenenalters tstd Antigene neuroektodermaler Tumoren
von Kindern identifiziert. Diese Antigene schlosseathodenbedingt neben Tumorantigenen auch
Autoantigene ein. Fur einige der SEREX-definiertémtigene konnte nicht nur eine
immuntherapeutische Relevanz, sondern dartiber $iesne Bedeutung fur Diagnose, Prognose,
Verlaufskontrolle und biologisches Verstandnis wealignen Erkrankungen belegt werden.

1.2. Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von SEREX ned& -Antigene zu suchen und ihre mdgliche
Bedeutung fiir erganzende therapeutische und ditdgcios Ansatze zu analysieren. Zu diesem
Zweck sollte die cDNA-Sequenz der Antigene analysieeine Datenbank-gestitzte
Homologierecherche durchgefiihrt und die Spezifidar Ak-Produktion durch differentielle
Analyse von Serumproben verschiedener padiatrisEberorpatienten und gesunder Kontrollen
geklart werden. Durch Literaturrecherche sollterriidar hinaus weitere Informationen zur
moglichen biologischen, diagnostischen und therégehen Bedeutung der Antigene
zusammengetragen und vor diesem Hintergrund didich@gklinische Bedeutung der gefundenen
Antigene diskutiert werden.
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1.3. Der Wilmstumor

1.3.1. Epidemiologie

WT gehdren mit 6% zu den haufigsten bdsartigen TTemeon Kindern. Eines von 8.000 Kindern
im Alter von 0-15 Jahren erkrankt weltweit an eingT. Meist sind Kinder im Vorschulalter
betroffen. Ca. 83% der Patienten sind junger atbsdahre, wobei Madchen haufiger als Jungen
erkranken (Graf, 2007). Selten tritt der WT auchHEm@vachsenen auf. In 95% der Félle kommt er
einseitig vor. Von den beidseitigen Tumoren tratezi Viertel gleichzeitig und ein Viertel zeitlich
versetzt auf. Dabei werden zum Teil sehr lange nzeiten beobachtet. Das mediane
Diagnosealter fir sporadisch vorkommende, unil@efamoren ist 40 Monate, bei hereditaren,
meist bilateralen Fallen liegt der Altersgipfel geth niedriger (Breslow et al., 1993; Pastore et al.
2006). Auch die Patientin, mit deren Tumormateuial Serum in dieser Arbeit gearbeitet wurde,
hatte zeitlich versetzt einen kontralateralen Wiwekelt.

Die meisten WT entstehen durch spontane, somatibtitationen, die nur im Tumorgewebe
nachzuweisen sind. Wenige WT basieren auf hereditdoder de novo erworbenen
Keimzellmutationen (Dome and Coppes, 2002). Knapfo Ider WT treten bei Patienten mit
kongenitalen Anomalien oder Syndromen auf. Zu di€gndromen und Anomalien gehéren unter
anderem das Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS), Wébnstumor-Aniridia-Genitourinary
Anomalies-Mental RetardatioWAGR)-Syndrom und das Denys-Drash-Syndrom (Domd an
Coppes, 2002). Patienten mit diesen Syndromen habererhdhtes Risiko an einem WT zu
erkranken (s.Tab. 1-1). Das frihe Auftreten von WT im Zusammenhang mnestbmmten
Syndromen lie3 darauf schlieBen, dass regulat@iftbmente, die in die pranatale Entwicklung
von Iris und Urogenitaltrakt involviert sind, eiriRolle bei der Regulation des Zellzyklus in
Nierenstammzellen spielen (Coppes et al., 1999).

Syndrom (Genetik)

Leitsymptome

WT-Risiko (Referenz)

WAGR-Syndrom
(Deletion im WT1-Gen)

Denys-Drash-Syndrom

(autosomal-dominant;
Punktmutation im WT1-Gen)

Perlman-Syndrom

(autosomal-rezessiv; Verlust im
Chromosom 11p)

Beckwith-Wiedemann-Syndrom

(autosomal-dominant;
Imprinting von Chr. 11p15.5)

WT, Aniridie, urogenitale Missbildungen,
geistige Retardierung

WT (meist bilateral), nephrotisches Syndrom,
Niereninsuffizienz vor dem 3. Lebensjahr.,
Pseudohermaphroditismus masculinus,
Gonadoblastome

WT, Nephroblastomatose, bilaterale renale
Hamartome, Makrosomie, Mikrognathie,
Langerhanszellhyperplasie (Hyperinsulinismus),
Hydrops fetalis, Agenesie des Corpus callosum,
unterbrochener Aortenbogen

WT, Hepatoblastom, Gonadoblastom,
Hemihypertrophie, Makroglossie, Omphalozele,
neonatale Hypoglykamie, Kardiomyopathie

30%
(Dome and Coppes, 2002)

90%
(Dome and Coppes, 2002)

Erhoht
(Gutjahr, 1999)

5%
(Dome and Coppes, 2002)

Tab. 1-1 Mit Wilmstumoren assoziierte Syndrome
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1.3.2. Histopathologie

WT entstehen als hochmaligne, embryonale Mischge@she der Niere und wurden deshalb auch
als Nephroblastome bezeichnet. Von einem ,klassisthVT spricht man, wenn er aus Anteilen
aller drei Keimblatter besteht. Die Zusammensetzdeg Tumors aus den drei Gewebstypen
(Blastem, Epithel und Stroma) ist prognostischvaté und bestimmt in entscheidendem Malf3 den
Malignitatsgrad und damit die Klassifikation. Ultlerweise erfolgt die Klassifikation an primar
chemotherapeutisch vorbehandeltem Gewebe im Raldeennternationalen Gesellschaft fur
Padiatrische Onkologie (SIOP) gemafl der im Jahr2 200erarbeiteten Stockholm-Working-
Classification von 1995 (Vujanic et al., 2002; Tab. 1-2). Die Histologie primar operierter
Tumoren richtet sich nach der Stockholm-WorkingsSification von 1995 (niedrige, intermediare
und hohe Malignitat) oder der Klassifikation dertidaal Wilms Tumor Study Group der USA
(NWTS; ginstige (favourablé) und unginstige (infavourablé) Histologie) (Graf, 2007). Die
Tumoren mit niedrigem oder intermediarem Maligsitiad entsprechen weitgehend denen mit
gunstiger Histologie der NWTS.

Anaplasie kommt bei Kindern unter zwei Jahren seltar, bei Kindern tber funf Jahren wird sie
in 13% der Falle gefunden (Coppes et al., 1999)apasie der Tumorzellen deutet auf eine
mogliche Chemotherapieresistenz hin. Tumoren ohmapkasie werden als prognostisch glnstig
eingestuft (Coppes et al., 1999).

Etwa 1% aller obduzierten Nieren von Kindern zeigeime Persistenz von primitiven,
metanephritischen Blastemzellen, die als nephrodreste oder Nephroblastomatose bezeichnet
werden. Aus dem persistierenden, metanephritiscBéastem koénnen WT hervorgehen.
Nephrogene Reste gehen mit einer Reihe von korademiSyndromen einher, darunter auch das
BWS (Lonergan et al., 1998).

WT metastasieren vorwiegend in die Lunge, die Lebet verschiedene Abdominalorgane. Das
histologische Bild der Metastasen kann sich vormBriumor unterscheiden (Coppes et al., 1999).
Das Klarzellsarkom und der Rhabdoidtumor der Nieteden friher als WT mit unginstiger
Histologie eingestuft. Heute werden sie als eigamige Tumorentitdten behandelt. Ihre Prognose
ist wesentlich schlechter als die von WT (Coppes.etl999).

1.3.3. Molekularpathologie

Bei der Entstehung des WT spielen genetische Fakt@ine entscheidende Rolle. Exogene,
karzinogene Einfliisse sind als Ursache eher unwhéidich (Breslow et al., 1993).

Eine Mutation auf Chromosom 11p13 wurde zuerst Patienten mit dem WAGR-Syndrom
entdeckt. Sie wird bei hereditdren und sporadisdtresenden WT diskutiert. In dieser Region ist
das WT-Suppressor-GaNT1 lokalisiert (Dome and Coppes, 2002). Als Trandioipsfaktor und
Tumorsupressor spielt das WT1-Genprodukt eine Ro#leder Differenzierung der Niere und
einiger hamatopoetischer Zellen. Interessanterweiel dem WT1-Genprodukt auch eine
onkogene Wirkung zugeschrieben, da funktionsmirdkeidutationen nur in ca. 10-30% der WT
gefunden werden und eine Uberexpression des Waditypserschiedenen anderen Malignomen
identifiziert wurde (reviewed in Yang et al., 200Durch Interaktion mit p53 inhibiert es dessen

3
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Niedriger Malignitétsgrad (gunstige Histologie)

e Zystisches, partiell differenziertes Nephroblastom
e Komplett nekrotisches Nephroblastom (nach praoperativer Chemotherapie)
* Hochdifferenziertes, epitheliales Nephroblastom

Intermediarer Malignitatsgrad (Standardhistologie)

Epithelreiches Nephroblastom

Stromareiches Nephroblastom

Nephroblastom vom Mischtyp

Nephroblastom mit totaler/subtotaler Regression
Nephroblastom mit fokaler Anaplasie

Hoher Malignitatsgrad (ungiinstige Histologie)

«  Nephroblastom mit diffuser Anaplasie
« Blastemreiches Nephroblastom (cave: entspricht intermediérer Malignitat bei primarer Operation)

Tab. 1-2 Aktuelle SIOP-Klassifikation der WT nach praoperativer Chemotherapie (Vujanic et al.,
2002).

Zelltod-induzierende Wirkung (Coppes et al., 1999)r die Entwicklung eines WT scheint die
Inaktivierung des Gens auf beiden Allelen oder ¢ieterozygote Mutation, die dominant negativ
wirkt, also das gesunde Allel unterdriickt, nétigsain. Diese Variante wird z.B. beim Denys-
Drash-Syndrom beobachtet und resultiert in einersenttich schwereren Verlauf als bei anderen
Mutationen (Coppes et al., 1999).

Bei der Mehrzahl der sporadisch auftretenden WTheith BWS spielt meist eine Mutation in der
Region 11p15.5, im putativeWT2Gen, die entscheidende Rolle. Dag2Gen selbst konnte
noch nicht identifiziert werden. In der betroffenBegion liegen unter anderen das Gen fir den
»Insulin like growth factor 2(IGF 2) und dasH19-Gen sowie die KIP2/LIT1-Doméne (Satoh et
al., 2006). Diese Gene unterliegen im normalen Gewdem Imprinting: das heil3t, sie werden
entweder vom vaterlichen oder miutterlichen Gen iexprt. Ein Funktionsverlust des aktiven
Gens kann also nicht vom anderen Allel kompensiertden (Dome and Coppes, 2002).

Der Entstehungsmechanismus des WT entspricht wadirdich nur zum Teil der Zwel-
Mutationen-Hypothese (Knudson and Strong, 1972), edawesentlich komplexer ist und
wahrscheinlich mehr als ein Gen einbezieht. Hiehagidelt es sich neb&T1 (Chr. 11p13) und
WT2 (Chr. 11p15) um Gene auf den Chromosomen 16q, &ip7pn(Dome and Coppes, 2002).
Letztere scheinen nicht ursachlich an der Entstghdes WT beteiligt zu sein, aber dessen
Phanotyp und Prognose zu beeinflussen (s. Kdpizeh).

1.3.4. Klinische Symptome und Diagnhose

Bei den meisten betroffenen Kindern wird der WT dieier Routineuntersuchung oder zufallig von
den Eltern als derbe abdominale Resistenz palpBi¢. haufigsten Symptome sind eine
Volumenzunahme des Bauches, Hamaturie und/oderiedigeHypertonie. Seltener fallen die
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Kinder wegen Obstipation, Diarrhoe, Harnwegsinfekteer Schmerzen auf. Allgemeinsymptome
wie Fieber, Schwache und Mudigkeit finden sich éhlénhselten und meist in spateren Stadien.
Differentialdiagnostisch miissen andere raumfordeiffibzesse in der Nierengegend, wie z.B. ein
Neuroblastom, Lymphom, Nierenzellkarzinom und Hepkistom ausgeschlossen werden. Die
wichtigste Differentialdiagnose ist das Neuroblastoein maligner embryonaler Tumor der
Nebenniere. WT und Neuroblastome treten ungeféiclglhdufig auf und lassen sich durch ihre
ahnliche Lokalisation initial oft schwer untersate.

Die Diagnostik umfasst mehrere Schritte. Meisteliedie Palpation den ersten Hinweis auf den
Tumor. Im Anschluss folgen bildgebende Verfahrea &nographie, Computertomographie (CT),
Magnetresonanztomographie (MRT) und Szintigrapbie. zweite Niere muss beziglich eines
kontralateralen WT oder einer kontralateralen Neblastomatose, aber auch beziglich ihrer
Funktion untersucht werden. Einen spezifischenlegisthen Tumormarker gibt es fir den WT
nicht. Allerdings kann der Nachweis von Tumormankaetes Neuroblastoms (erhdhte Blut-
und/oder Urinkonzentrationen von Katecholaminen)eroddes Hepatoblastoms (erhohte
Serumkonzentration des Alpha-1-Fetoproteins, AR®)Ddfferenzialdiagnose erleichtern. Erhéhte
Konzentrationen der Neuronspezifischen Enolase jN&&den vor allem beim Neuroblastom
beobachtet, kdnnen aber auch beim Wilmstumor vorkem und sind somit nicht sicher
wegweisend. Die '¥-MIBG-Szintigraphie hilft bei der Unterscheidung igehen einem Jod-
speichernden Neuroblastom und den grundsétzlidht sjgeichernden WT, versagt allerdings bei
der Abgrenzung von einem nicht speichernden Neastdin. Mit Hilfe eines CTs,
Skelettszintigramms und Schéadel-MRTs wird nach Bteken gesucht.

Von einer initialen Tumorbiopsie oder -punktion z@iweck einer histologischen Diagnose wird
von der SIOP einschlie3lich der Deutschen Geselfschir Padiatrische Onkologie und
Hamatologie (GPOH) abgeraten, da sie ein hohe&diér die Verschleppung von Tumorzellen
birgt. In der NWTS der USA wird die initiale Histgie im Rahmen einer primaren Operation
empfohlen (Graf, 2007).

1.3.5. Klinische Stadieneinteilung

Die Einstufung in einzelne Stadien ist abhangig #enTumorgréfRe, den Beziehungen des Tumors
zur Umgebung und dem Vorhandensein von Metastaskch diesen Kriterien wird das
praoperative SIOP-Stadium festgelegt und die ieiti€hemotherapie geplant. Postoperativ
bestimmt der histologische Befund die endgultigagdose. Diese kann von der initialen Diagnose
abweichen und bestimmt die weitere Therapie. Ineseh Fallen wird wider Erwarten ein
Neuroblastom oder ein anderer Tumor diagnostiziEitlicherweise wird die postoperative
Stadieneinteilung nach den Richtlinien der SIOP/NsAdlurchgefuihrt (Neville and Ritchey, 2000)
(s.Tab. 1-3). Das TNM-System existiert im Kontext von WT ebadld, ist aber weniger verbreitet.
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Stadium | Der Tumor ist auf die Niere innerhalb der Kapsel beschréankt und ohne Ruptur operativ vollstandig
entfernt.
Stadium Il Der Tumor hat die Nierenkapsel Giberschritten (direkte Invasion des perirenalen Weichgewebes,

extrarenaler Gefalle oder lokale Tumorzellaussaat); komplette chirurgische Entfernung.
Auch biopsierter Tumor.

Stadium Ill | Unvollstandige operative Entfernung mit Resttumor im Abdomen ohne hamatogene Metastasen.
Lymphknotenmetastasen, erhebliche Tumorzellaussaat oder peritoneale Tumorzellimplantation.

Stadium IV | Hamatogene Fernmetastasen.

Stadium V | Bilateraler WT (Jede Seite sollte zudem noch getrennt eine Staging-Beurteilung erhalten)

Tab. 1-3 Postoperative Stadieneinteilung der Wilmstumoren nach der NWTS der USA (Neville and Ritchey,
2000).

1.3.6. Prognose

Anfang des 20. Jahrhunderts starben die meistebedesffenen Patienten. Dagegen werden heute
Heilungsraten von ca. 90% erreicht (Pastore eR80D6; Weirich et al., 2004). Von Dauerheilung
wird nach zweijahriger Rezidivfreiheit gesprochda,das Risiko fir einen Krankheitsriickfall nach
dieser Zeit sehr klein ist. Einige der geheiltetigden leiderallerdingsunter den Spatfolgen der
Therapie, darunter vor allem Funktionsstérungen derbliebenen Einzelniere, aber auch
Wachstumsstorungen, Herzversagen und sekundéreladesop (Merguerian and Chang, 2002;
Neville and Ritchey, 2000; Weirich et al., 2004).

Klassische prognostische Parameter

Die wichtigsten prognostischen Parameter ergel@mrech wie vor aus der Histologie, wie z.B.
dem Vorliegen von Anaplasie (Coppes et al., 199¥jltration der Nierenkapsel und Ruptur,
Infiltration des Nierenbeckenkelchsystems und Twimtorliche in groRere Venen gehen mit einer
schlechteren Prognose einher. Das Tumorvolumen peitperativer Chemotherapie korreliert
ebenfalls mit der Prognose (Vujanic et al., 2002).

Neue prognostische Parameter

Wegen der insgesamt hohen Heilungsraten fiir WTsicat der Fokus der Therapieoptimierungs-
Studien von der Steigerung der Uberlebensrate @mé ®linimierung der Therapietoxizitat
verlagert. Einen Beitrag dazu kénnten neue proggudst Marker leisten, die eine noch
differenziertere Risikostratifizierung erlaubennémhalb der letzten Jahre wurden auf dem Gebiet
der alternativen, neuen prognostischen Marker &ir WT viel versprechende Ergebnisse erzielt.
Allerdings hat bisher keiner, der im Folgenden dmién, neuen Marker das experimentelle
Stadium tberschritten.

Die Fettsdure-Synthetasiatty acid synthasd=AS) wird in vielen Normalgeweben auf niedrigem,
in verschiedenen Malignomen jedoch auf hohem Niveaqarimiert. In WT korrelierte eine hohe
Expression mit einer schlechteren Prognose (Camassal., 2003). Eine Inhibition von FAS
konnte folglich einen neuen Therapieansatz daestétlade et al., 2003) (s. KapileB.7).
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Der vascular endothelial growth factofVEGF) und sein Rezeptor Flt-1 wurden bei
chemotherapeutisch vorbehandelten Patienten mit AT mdglicher Gewebemarker fir eine
schlechte Prognose identifiziert (Ghanem et alQ320 Auch steigende VEGF-Serumspiegel
kénnen eine ungiinstige Prognose anzeigen (Blaain @001).

CD44 steht fur eine Gruppe von transmembrantserkopipteinen, die durch alternatives
SpleiRen entsteht und in verschiedenen Malignomeabmormalem Muster exprimiert wird. Eine
gesteigerte Expression von CD44v5 im blastemreiciieil des WT kodnnte ebenfalls der
Identifikation von Hochrisiko-Patienten dienen (Gbm et al., 2002). Ob Anti-CD44-Ak einen
therapeutischen Nutzen haben, bleibt abzuwartedi@am et al., 2004) (s. Kapitkl4.5).
Dasproliferating cell nuclear antigedPCNA) ist ein nukledres Protein, das im Komplex aer
Polymerase Delta an der DNA-Replikation und Redgutades Zellzyklus beteiligt ist. PCNA
wurde Dbereits bei verschiedenen Tumoren als praigebsr Faktor herangezogen. In
chemotherapeutisch vorbehandelten WT korrelieePEENA-Expression mit dem postoperativen
Stadium, dem histologischen Typ und der Mortali&kotnicka-Klonowicz et al., 2002).
Wachstumsfaktorerg(owth factors GF) und ihre Rezeptoren spielen eine wichtigdeRioki der
Regulation des Zellwachstums und sind an der Pssgme verschiedener Malignome beteiligt.
Beim WT geht die Expression degansforming growth factor (TGF-a) im Blastemanteil sowie
die Koexpression mit denepithelial growth factoRezeptor (EGF-R) mit einer unglnstigen
Prognose einher. Die Expression dieser Faktoreketbimdglicherweise auch therapeutische
Angriffspunkte z.B. fir monoklonale Ak (mAk) (Ghaneet al., 2001a). Erhdhte Konzentrationen
des angiogenetischen Peptimsicfibroblast growth facto(bFGF) wurden im Urin von Patienten
mit verschiedenen urogenitalen Tumoren gefundemmB&T deuten eine préoperativ erhdhte
bFGF-Konzentration im Urin auf eine aggressive &nkung, postoperativ erhdhte
Konzentrationen auf Persistenz oder ein Rezidividesors hin (Lin et al., 1995).

Mutationen imp53-Gen wurden bei diversen Malignomen festgestélit] aber in padiatrischen,
malignen, soliden Tumoren eher ungewdhnlich. Nid#sto weniger zeigte sich der Nachweis
einer p53 Expression in WT mit einem aggressiveriaué assoziiert (Sredni et al., 2001).

Fir die Blastemexpression der WT-1- uzally growth response-(EGR-1)-Genprodukte wurde
eine Assoziation mit klinischer Progression gefundeédhrend die epitheliale Expression der
Proteine keinen prognostischen Wert hatte. Dietdatagle WT-1-Expression wurde sogar als ein
vom Klinischen Stadium unabhangiger prognostisthemker identifiziert (Ghanem et al., 2000).
BCL-2 und BAX sind Regulatorproteine der ApoptoBée BCL-2-Expression und das Verhaltnis
der BCL-2/BAX-Expression in chemotherapeutisch etidndelten WT fand sich mit einem
ungunstigen klinischen Verlauf assoziiert (Ghanéia.e 2001Db).

Der Neurotrophin-Rezeptor B (TrkB) wird in versaémen, gesunden Geweben einschliellich
Niere exprimiert und spielt eine wichtige Rolle Bliferation und Uberleben von Tumorzellen.
Eine Uberexpression von TrkB in WT war mit schlechh Uberlebensraten assoziiert (Eggert et
al., 2001).

Hitzeschockproteine (HSP) wirken als molekulare g&nane und schiitzen die Zellen vor Stress.
Das Expressionsniveau einzelner HSP hat wahrsatteitdei verschiedenen Tumorentitaten
prognostische Bedeutung. Eine erhohte Expression WSP70 in chemotherapeutisch
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vorbehandelten WT wurde als glnstiger, eine Hertggelation als unginstiger prognostischer
Marker postuliert (Efferth et al., 2001).

65-83% der WT-Patienten zeigen chromosomale Abenen. Einige davon wurden als
prognostische Marker diskutiert. Ein Zugewinn vomtktial am langen Arm des Chromosoms 1
(1qgain) und eine Monosomie 22 wurden beispielsweise mérainglinstigen Prognose assoziiert
(Bown et al., 2002)Loss of heterozygocitff OH) von Chromosom 1p und 16p kann bei 11,3%
bzw. 17,4% der WT nachgewiesen werden und gehtemiém erhdhten Rickfallrisiko einher
(Grundy et al., 2005). Aus diesem Grund wurde dechWeis dieser molekularbiologischen
Veranderungen in die Therapieprotokolle der Chiitde Oncology Group (COG) zur
Risikostratifizierung aufgenommen (reviewed in Dol et al., 2007).

1.3.7. Therapie

Die konventionelle Therapie besteht weltweit augm@btherapie und Operation ggf. kombiniert
mit externer Bestrahlung. Entscheidende Untersehieestehen bzgl. der Empfehlungen zum
optimalen Zeitpunkt der Tumoroperation. Andere Bpaansatze sind noch experimentell.

Konventionelle Behandlungsverfahren

Es gibt derzeit weltweit im Wesentlichen zwei kontienelle Therapie-Protokolle: auf der einen
Seite das der NWTS, die eine primére Tumoroperatsotritt, auf der anderen Seite das der SIOP,
die die praoperative Chemotherapie befurworteDdutschland richtet man sich nach der SIOP-
Strategie.

Als Standardchemotherapeutika werden ActinomycirfviDgristin und Adriamycin eingesetzt. In
schweren Fallen wird zusétzlich Cyclophosphamidveaidet. Die prédoperative Chemotherapie mit
Vincristin und Actinomycin D erstreckt sich Ubenen Zeitraum von vier bis sechs Wochen in
Abhé&ngigkeit vom Vorliegen von Metastasen. Die ppstative Therapie beginnt frihestmoglich
nach der Operation und lauft Gber einen Zeitraum&® Monaten (Graf, 2007).

Bei der Operation wird in der Regel eine radikalembrnephrektomie angestrebt, weswegen die
Funktionsfahigkeit der anderen Niere gesichert seirss. In fortgeschrittenen Stadien soll die
praoperative Chemotherapie dazu beitragen, dieaDpét zu verbessern. Bei Tumorthromben ist
eine Venotomie vorzunehmen. Fur das Lymphknoteirsjagverden die paraaortalen und
parakavalen Lymphknoten entfernt (Graf, 2007).

Die Radiotherapie wird prédoperativ kaum noch duedblgrt. Postoperativ erfolgt eine externe
Bestrahlung meist in fortgeschrittenen StadiendiBta 11l und IV) oder bei hoher Malignitéat des
Tumors jenseits des Stadium I. Die Gesamtdosigifgetiann 15Gy bei intermediarer und 30Gy bei
hoher Malignitat. Makroskopische Tumorreste im @giensbett werden mit zusatzlichen 10-15Gy
bestrahlt (Graf, 2007).

Das Madchen, deren Tumorgewebe in der eigenen tAub&rsucht wurde, musste notfallmaRig
primér operiert werden, da der Tumor rupturiertd @a zu einer Einblutung in die Harnwege kam.
Das verwendete Tumormaterial war also bemerkensw#Yeise nicht durch eine Chemo- oder
Radiotherapie verandert.
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Experimentelle Behandlungsanséatze

Die experimentellen Behandlungsansatze zielen ad Reduktion von Nebenwirkungen und
Spatschaden ab. Die Inhibition der Angiogenesegtiife in den Krebszell-Metabolismus und die
Krebszell-spezifische Aktivierung des Immunsystestiedien viel versprechende Optionen dar.

Der mdgliche Therapieeffekt von Inhibitoren des tikulzyms FAS wurde bereits angesprochen (s.
Kapitel 1.3.6). In einer Studie an verschiedenen Zelllintfen neuroektodermalen, padiatrischen
Tumoren konnte eine hemmende Wirkung des FAS-ItdrbiCerulenin dokumentiert werden
(Slade et al., 2003), allerdings wurden WT-Zellgidmg nicht untersucht.

VEGEF ist ein Promoter der Angiogenese, der in wvieleimoren vorkommt (s. Kapitel.3.6).
Gegen VEGF165, eine von vier Isoformen, wurde gitafner entwickelt, das im WT-Tiermodell
das Tumorwachstum unterdriickte und keine unerwi@scWirkungen aufwies (Frischer et al.,
2004; Huang et al.,, 2001). Auch der Topoisomerab@éitor Topotecan wurde auf seine
antiangiogenetische Wirkung hin Uberprift und zeigh WT-Tiermodell therapeutische Effekte
(Soffer et al., 2001). In einer ersten Phase lt@tkonnte seine Wirksamkeit bei rezidivierten WT
mit gunstiger Histologie und priméren oder reziditén WT mit anaplastischer Histologie belegt
werden (Metzger et al., 2007).

In einer Phase | Studie wurde der Inhibitor der R@fSsoziierten intrazellularen Tyrosinkinase
Gefitinib bei WT-Patienten angewendet und es komime Tumorstabilisierung erreicht werden
(Daw et al., 2005). Mit an Pseudomonas-Exotoxinogekeltem TGFa (TP-38) (s. Kapitell.3.6),
konnten bei Patienten mit Hirntumorrezidiven erktmische Teilerfolge beobachtet werden
(Sampson et al., 2003; Sampson et al., 2005),ngjgit es jedoch noch keine Untersuchungen an
WT.

Erste immuntherapeutische Ansatze gegen WT werdeh ainer kurzen allgemeinen Einfiihrung
in Ansatzpunkte und Moglichkeiten der Immuntheragaegelegt (s. Kapitel.4.2 undl.4.5).

1.4. Tumorantigene und Tumorimmuntherapie

1.4.1. Definition und Klassifizierung von Tumoraggnen

Tumorantigene sind Genprodukte von Tumoren, die Wwoimunsystem erkannt werden kénnen.
Unter tumorspezifischen Antigenen (TSA) verstehinrmdatigene, die in Normalgeweben nicht
vorkommen. TSA kdnnen aufgrund einer tumorspehigscGeninduktion oder tumorspezifischen,
molekularen Alteration entstehen. Letztere kannchndbmosomalen Rearrangements, Mutationen,
alternativer mRNA-Prozessierung, alternativer Tiatien oder alternativer posttranslationaler
Modifikation beruhen (Comito et al., 2004; Rosegh@001; sTab. 1-4).
Als tumorassoziiert (TAA) werden Antigene bezeidhule prinzipiell auch in gesunden Geweben
vorkommen, deren Expression in Normalgeweben abenggr ist (Uberexprimierte TAA), nur in
bestimmten Entwicklungsphasen beobachtet wird (feéle TAA und sogenannieancer-testis
Antigene, CTA) oder im Sinne einer Fremdantigeneggpion bei Virusinfektionen vorkommt
(onkovirale Antigene; sTab. 1-4).
Die Prasentation von Peptiden der TumorantigeneKintext von major-histocompatibility-
complex{MHC-) Klasse-I- oder -II-Molekilen auf Tumorzellemd/oder professionellen Antigen-
9
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prasentierenden Zellen (pAPC) kann eine Aktiviermag CD8+ bzw. CD4+ T-Lymphozyten
auslosen und sekundar zu einer spezifischen Ig@witirort flihren.

Tumorspezifische Antigene

Wenn das immunogene Epitop nur in malignen Zellekemmt, spricht man von TSA. Aufgrund
ihrer Tumorspezifitdt sind sie prinzipiell besorslegut flr die Entwicklung sicherer
Tumorimpfstoffe geeignet. Da die meisten Mutatiofjetoch selten oder sogar nur individuell
vorkommen, bieten TSA nur in Ausnahmefallen lohmenlinsatzpunkte fir therapeutische
Strategien. Beispiele fir TSA geben der mutiertizgklusregulator CDK (cyclin dependent
kinase4) und das mutiertB-Catenin, denen beiden dariiber hinaus eine RolteeirOnkogenese
zugeschrieben wird (Robbins et al., 1996; Van dgmdé and Boon, 1997). Auch Fusionsproteine
wie etwa BCR-ABL und PML-RAR, die aufgrund von Translokationen in Leukamiezellen
entstehen, kdnnen Neoepitope tragen (Renkvist,2G01)

Cancer-Testis-Antigene

CTA werden in einer Reihe von Tumoren, nicht jed@atmormalen Geweben - auf3er in den
immunologisch geschitztemmmuno privilegefl Hoden - exprimiert (Li et al., 2004). Die CTA-
Gene sind uUberwiegend auf dem X-Chromosom lokalisismd werden dort durch CpG-
Hypomethylierung und/oder Histon-Acetylierung, vae haufig in Tumoren, sonst aber nur in
Keimzellen vorkommt, aktiviert (De Smet et al.,, 639 CTA kommen typischerweise in
verschiedenen Tumorentitaten veh@redTAA) und zeigen manchmal eine Assoziation mit der
Tumorprogression (Li et al., 2004). Klassische ké&ter der CTA sind die Mitglieder der MAGE-
(melanoma antigen geneBAGE- und GAGE-Familien aber auch das mit SERHEntifizierte
Antigen NY-ESO-1. Diese Antigene sind aufgrund ghrestringierten Expressionsmusters viel
versprechende Zielstrukturen fur eine Tumorimmurzpie (Nicholaou et al., 2006).

Differenzierungsantigene

Auch Differenzierungsantigene haben bereits Einingklinische Immuntherapieprotokolle
gefunden. Antigene dieser Gruppe kommen auch iangkes Zellen vor, sind aber charakteristisch
fur eine bestimmte Entwicklungsstufe des Zelltyps.scheint keine strenge Toleranz gegen diese
Autoantigene zu existieren. Beispiele fur Diffenenangsantigene des Melanoms sind Tyrosinase,
Melan-A/MART-1, gp75 und gpl00 (Van den Eynde arabi® 1997). Melanom-Zellen kénnen
bei Progression diese Antigenitat verlieren, wasn zaogenanntenmmune escapedurch
Dedifferenzierung fiihrt (Sahin et al., 1995).

Uberexprimierte Antigene

Eine vierte, Kklinisch bedeutsame Gruppe stellen itie Tumorzellen aufgrund verstarkter

Transkription oder Genamplifikation tiberexprimier#ntigene dar. Wenn die Uberexpression die
immunologische Toleranzschwelle fur ein bestimmBrstein Uberschreitet, kann es zu einer
spezifischen Immunreaktion kommen (Renkvist et28lQ1). Das epitheliale Antigen Her2/neu im
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Mammakarzinom ist ein Beispiel, gegen das der Akzklgtin erfolgreich eingesetzt wird (Zarour
et al., 2003).

Tumorassoziierte Autoantigene

Fur diese von einigen Autoren postulierte Sondgugeuist der verantwortliche, tumorassoziierte,
immunogene Mechanismus noch unverstanden. Sie kanubiguitar vor, werden in Tumoren
nicht starker als in Normalgeweben exprimiert uetgen keine genetisch fixierten molekularen
Alterationen. Trotzdem findet sich eine spezifisétheAntwort nur in Tumorpatienten und nicht in
gesunden Personen. Ein Beispiel hierflr ist das FYER.i et al., 2004). Mdglicherweise
verantwortlich, aber schwer nachzuweisen sind tasswziierte, posttranslationale Modifikationen
oder Anderungen der Antigenprozessierung/-prasentan T-Zellen (Skipper et al., 1996). Wenn
die verantwortlichen Mechanismen aufgeklart werdkdnnten, wirden diese Antigene
wahrscheinlich zu den TSA zu z&hlen sein.

Solange das Antigenexpressionsmuster von SEREXidagn Wild-Typ-Antigenen nicht
quantitativ untersucht wird, erfolgt die Eingruppieg in die Kategorie Tumor- oder Autoantigen
wie in der eigenen Arbeit ausschlie3lich nach imalogischen Kriterien, d.h. von Autoantigenen
wird nur dann gesprochen, wenn spezifische Ak duehPersonen ohne maligne Erkrankung
nachgewiesen werden.

11
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Antigengruppe

Beispiel

Vorkommen

Onkofetale Antigene

(Onko-) Virale Antigene

Uberexprimierte Antigene

Cancer/Testis-Antigene

Differenzierungsantigene

Mutierte Antigene

Posttranslational alterierte
Antigene

Idiotypische Antigene

CEA
Immature laminin receptor
TAG-72

HPV E6, E7

BING-4
Ca®" aktivierter CI'-Kanal
Cyklin-D1
9D7
Ep-CAM
EphA3
Her2/neu
Telomerase
Mesothelin
SAP-1
Survivin

BAGE-Familie
CAGE-Familie
GAGE-Familie
MAGE-Familie
SAGE-Familie
XAGE-Familie
CT9, CT10
NY-ESO-1/LAGE-1
PRAME

SSX-2

Melan-A/IMART-1
Gpl00/pmell7
Tyrosinase
TRP-1/-2

P. Polypeptid
MC1R

Prostata spezifisches Antigen

(PSA)

B-Katenin

BRCAL1/2
CDK4
CML66
Fibronektin
MART-2
p53

Ras
TGF-BRII

MUC1

lg, TCR

Kolorektales Karzinom
Nierenzellkarzinom
Prostatakarzinom

Zervixkarzinom

Melanom
Lungenkarzinom
Verschiedene
Nierenzellkarzinom
Mammakarzinom
Verschiedene
Mammakarzinom u.a.
Verschiedene
Duktales Pankreaskarzinom
Kolorektales Karzinom
Verschiedene

Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene

Melanom
Melanom
Melanom
Melanom
Melanom
Melanom
Prostatakarzinom

Melanom, Prostata-,
Leberzellkarzinom

Mamma-, Ovarialkarzinom
Verschiedene

CML

Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Verschiedene
Kolorektales Karzinom

Pankreas-, Nierenzellkarzinom

B-, T-Zell-Leukdmien, Lymphome,
Myelome

Tab. 1-4 Einteilung von Tumorantigenen (modifiziert nach Zarour et al., 2003)
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1.4.2. Bekannte Tumorantigene des Wilmstumors

Trotz rasant wachsender Datenséatze zur Expresdinaisck interessanter CTA in malignen
Geweben von Erwachsenen und Kindern sind bis hautewei Arbeiten anderer Arbeitsgruppen
bekannt, die die Expression von CTA in WT-Zelletausucht hatten. Ishida und Kollegen hatten
mit Hilfe der Reversen Transkription und nachfoldgenPolymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) in
den WT-Zelllinien G401 und SCMC-WI eine Expressimerschiedener MAGE-Antigene
dokumentiert (Ishida et al., 1996). Li und Kollegématten mit Hilfe von Oligonukleotid-
Microarrays die Expression vd?fRAMEIm WT beschrieben (Li et al., 2002). Parallel eigenen
SEREX-Analyse waren in der eigenen Arbeitsgruppen3kripte der GAGE- und SSX-Familien
sowie des XAGE- und HAGE-Antigens in WT nachgewreserden (Behrends, 2007; Golbeck,
2006).

Nur einzelne andere Tumorantigene waren bislangeimaf Expression in WT untersucht worden.
Ein kleiner Teil der WT zeigt p53-Mutationen (Maikiet al., 1994). AuRerdem war eine
Expression der humanen Telomerase (hTR) im WT rewtegen worden. hTR ist ein Enzym, das
mit der zellularen Immortalitéat assoziiert ist ummdverschiedenen malignen Tumoren, jedoch in
wenig Normalgeweben exprimiert wird (Yashima ef 4998). Therapeutisch interessant war das
Vorkommen des TAA Her-2/neu (erbB-2) (Ghanem ef 2001a), denn eine Blockade des
Her2/neu mit dem spezifischen Ak Herzeptin konrgs dumorwachstum von Her-2/neu-positiven
WT-Zelllinien hemmen (Yokoi et al., 2003) (s. KagitL.4.5). Klrzlich wurde gezeigt, dass der
Apoptose-Inhibitor Survivin als Vertreter der tbgyemierten TAA in WT vorkommt, und zwar
mit hdherem Expressionsniveau als in normalem Nggeebe (Miller et al., 2005).

Mit der eigenen Arbeit wurde erstmals eine systeolaé Suche nach neuen Tumorantigenen des
Wilmstumors eingeleitet.

1.4.3. ldentifizierung von Tumorantigenen

Tumorantigene kénnen gleichzeitig Zielstrukturen TaLymphozyten und Ak sein und I6sen im

optimalen Falle eine integrierte, komplexe Immumaimt aus. Entsprechend gibt es grundsatzlich
zwei verschiedene Ansatze, um Tumorantigene zuifiseren. Der eine basiert auf dem Einsatz
tumorspezifischer T-Zellen, der andere auf dem Tramggennachweis mit Hilfe von Serum-Ak.

T-Zell-basierte Verfahren

Zu Beginn der 90er Jahre wurde die molekulare Ifiksion von Tumorantigenen mit Hilfe
tumorspezifischer T-Zellen moglich. Bei den T-Ze#isierten Ansatzen wird der ,genetische’ vom
,biochemischen’ unterschieden.

Fur den ,genetischen’ Ansatz muss cDNA aus einendraelllinie gewonnen werden, die von den
T-Zellen erkannt wird. Eine Indikatorzelllinie wirdann mit Fraktionen der Tumorzell-cDNA
transfiziert, die Erkennung durch die tumorspeeifen T-Zellen jeweils in Zytokinsekretions-
Assays geprift, und die relevante Tumorzell-cDN&Mm&ubklonierung sequenziert. Fir Antigene,
die von CD8+ T-Zellen erkannt werden, ist der Thbalsierte genetische Ansatz gut etabliert (De
Plaen et al., 1988; van der Bruggen et al., 19%hn¢lli and Wroblewski, 2004). Dagegen waren
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die genetischen Strategien mit Hilfe von CD4+ Tl&elzunachst extrem aufwandig und nicht
sicher zielfuhrend (Pieper et al., 1999; Somas\ardaat al., 2004; Wang et al., 1996).

Auch bei den ,biochemischen’ Verfahren waren Ansasuf der Basis von CD8+ T-Zellen
wegweisend. Hier werden die gebundenen PeptidedansMHC-Molekilen der Tumorzellen
eluiert, einzelne Peptidfraktionen auf pAPC mit qmwlen MHC-Molekilen gepulst, und
schlieBlich die Fahigkeit der beladenen Zellen gete die tumorspezifischen T-Zellen zu
stimulieren. Durch Subfraktionierung der Eluateséas sich schlielich die verantwortlichen
Peptide identifizieren (Cox et al., 1994; Mandetba@t al., 1994).

Voraussetzung aller T-Zell-basierten Ansatze ig Wierflgbarkeit von tumorspezifischen T-
Zellklonen, die wiederum nur durch repetitieg vivo Stimulation mit Tumorzelllinien generiert
werden konnen. Die Generierung von Tumorzellliriigrjedoch bei vielen Tumorarten schwierig
oder gar unmoglich, weshalb die T-Zell-basiertenrfsfaen in erster Linie bei den gut
kultivierbaren Melanomen und Nierenzellkarzinomemww&ndung gefunden haben.

Serologische Verfahren

Die Identifikation von Tumorantigenen mit Hilfe vo8erum-Ak wurde von Lloyd OIld und
Kollegen unter dem Namen ,Autologe Typisierung” gefiihrt. Mit Hilfe von Serum und
Tumorzellen desselben Patienten konnten Antigene Zgdloberfliche detektiert und durch
nachfolgende Absorptionsanalysen Spezifitdt und r&gionsmuster der Antigene ermittelt
werden. Allerdings war ihre Aufreinigung und Strugnalyse schwierig (Old, 1981). Dies gelang
erst Michael Pfreundschuh und seinen Kollegen WBahin und Ozlem Tireci, die die autologe
Typisierung durch molekulare KlonierungstechnikemzSEREX-Verfahren erweiterten (Sahin et
al., 1995). Das SEREX-Verfahren fuhrt unmittelbar @DNA-Sequenz des Antigens und kann auf
alle Tumorarten angewandt werden, da keine Tumbrzeh etabliert werden miissen.

Das SEREX-Verfahren basiert auf der Detektion vekRombinant von einer Tumor-cDNA-
Bibliothek exprimierten Antigenen mit Hilfe von $®mn-Ak. Zusammenfassend wird aus frischem

Tumorgewebe eine cDNA-Bibliothek erstellt, kPhagen kloniert und irE. coliBakterien
rekombinant exprimiert. Die rekombinanten Proteimerden von den lytischen Plaques im
Bakterienrasen auf Nitrozellulosemembranen traisteund Membran-gebunden mit Serum
inkubiert. Mit Hilfe eines Enzym-gekoppelten Sekéndk gegen humanes IgG kénnen Klone, die
Serum-lgG-Ak gebunden haben, identifiziert werdeNach Subklonierung kann das
verantwortliche Antigen-cDNA-Insert direkt sequatziwerden (Tureci et al., 1997).
Methodenimmanent detektiert man mit SEREX neben drantigenen in der Regel auch
klassische Autoantigene, die unabhangig vom Tumaonunogen sind. Insgesamt konnten bereits
tber 2000 Antigene mit Hilfe von SEREX definiertrdlen (Li et al., 2004). Sie werden von den
international mit diesem Verfahren arbeitenden @eupin einer speziellen Datenbank gesammelt
[http://ludwig-sun5.unil.ch/CancerlmmunomeDB/] unsind dort o6ffentlich zugénglich. Die
nachfolgende Tabelle zeigt, dass Vertreter allendnantigengruppen mit SEREX kloniert werden
konnten (sTab. 1-5).

Ein alternativer, serologischer Ansatz basiertdaif Proteomics-Technik. Bei Proteomics werden
die Proteine des Testgewebes mit hoher Auflésumghdaine zweidimensionale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese getrennt. Nach Transfer auf gesggMembranen wird dann wie bei SEREX
14
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mit Serum von Krebspatienten nach reaktiven Angégegesucht. Diese kénnen aus dem Gel
extrahiert und mittels Massenspektrometrie oderuSerjerung identifiziert werden (Le Naour,
2001). Eine spezielle Form dieses Vorgehens wwdantibody-mediated identification of
antigens(AMIDA) genannt (Gires et al., 2004). Hauptlimitat dieses Ansatzes ist die verfligbare
Tumorzellmenge, so dass auch hier in der Regelammorzelllinien zurlickgegriffen und somit die
ex vivaSituation verlassen werden muss.

1.4.4. Tumorimmunerkennung und CD4+ T-Zellen

CD4+ T-Zellen nehmen eine zentrale und vielseifRydle bei der Tumorimmunitat ein. Naive
CD4+ T-Zellen erkennen Komplexe aus Tumorpeptid WwhdC Klasse-Il, die sich auf der
Oberflache von pAPC befinden. Nach Aktivierung eliéfnzieren die CD4+ T-Zellen entweder zu
zytotoxischen Effektoren, die in der Lage sind MKI@sse-II tragende Tumorzellen zu vernichten
(reviewed in Appay, 2004; Heller et al., 2006), odaufiger in Th1l- und Th2-Helferzellen, die die
Initiation und Aufrechterhaltung von anderen Immuoimarten vermitteln (Pardoll and Topalian,
1998). Uber die Sekretion von Interleukin 2 (IL+®)d Interferon-gamma (IFN) unterstiitzen die
Th1-Zellen die Differenzierung von CD8+ T-Zellenzgtotoxische Effektoren. Die Sekretion von
IFN-y fahrt auRerdem zu einer Aktivierung von Monozytédakrophagen und natirlichen
Killerzellen (NK) und beeinflusst wahrscheinlich chu direkt, z.B. tber eine Inhibition der
Angiogenese, das Tumorwachstum. Th2-Zellen sezemidie Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 und
aktivieren so eosinophile Granulozyten, die ebénfalr Destruktion der Tumorzellen beitragen.
Zudem kénnen Th2-Zellen tumorspezifische B-ZellenZekretion von Ak anregen, die ebenfalls
die Elimination des Tumors férdern (Velders et 2003). Nur durch CD4+ T-Zell-Hilfe kann der
Immunglobulin (Ig)-Switch in B-Zellen stattfindenmnd damit die Produktion der mit SEREX
gemessenen, hochtitrigen 1gG eingeleitet werdere(lal., 2004). Aus dem Letztgenannten ergibt
sich, dass mit Hilfe des SEREX-Verfahrens indine&th Antigenen gesucht wird, die von CD4+
T-Zellen erkannt wurden. Dies ist umso wichtigds, die direkten Antigensuchverfahren auf der
Basis von CD4+ T-Zellen noch problematisch sind.

Antigengruppen Beispiel Tumorquelle
Cancer-Testis-Antigen NY-ESO-1 Osophaguskarzinom
MAGE-1 Melanom
Differenzierungsantigen Tyrosinase Melanom
Uberexprimierte Genprodukte Carbonic anhydrase Nierenzellkarzinom
MTA1 Prostatakarzinom
elF-4y Lungenkarzinom
Molekular alterierte Genprodukte p53 Kolonkarzinom
Restin Morbus Hodgkin
TACC1 Magenkarzinom
Tumorassoziiertes Autoantigen CEBPy Melanom

Tab. 1-5 Zuordnung SEREX-definierter humaner Tumorantigene zu den klassischen Gruppen
(madifiziert nach Li et al., 2004)
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1.4.5. Tumorimmuntherapie

Prinzipiell ist zwischen nicht-antigenspezifischerd antigenspezifischen sowie zwischen passiven
und aktiven Konzepten der Tumorimmuntherapie zuenscheiden. Wegen des Mangels an
geeigneten Tumorantigenen haben nicht-antigenspelaf Anséatze bis heute grofRere klinische
Bedeutung. Um mdglichst nebenwirkungsarm und effizitherapieren zu kdnnen, wéren jedoch
antigenspezifische Ansatze winschenswert. Diesesaptimalerweise auf einem komplexen Set
von Antigenen beruhen, um der Selektion von Antidefizienten Tumorzellen entgegenzuwirken.

Nicht-antigenspezifische Tumorimmuntherapie

Schon frih war der immunstimulierende Effekt vomegpaéeral verabreichten Zytokinen, vor allem
von hochdosiertem IL-2 untersucht worden. Rosenbeng Kollegen hatten Remissionen
metastasierter Melanome und Nierenzellkarzinomeruhbchdosiertem IL-2 beschrieben. IL-2
hatte keinen direkten Einfluss auf die Tumorzelldsm siein vitro auch in Anwesenheit hoher IL-2
Konzentrationen wuchsen. Es wurde vielmehr vermutass IL-2in vivo zur Expansion von
Lymphozyten mit Anti-Tumor-Aktivitat gefuhrt hat{f®osenberg, 2001).

Eine 2zweite nicht-antigenspezifische Strategie Herauf der aktiven Vakzinierung mit
Tumorzellen oder Tumorzellderivaten. Die Vakzinesibeen auf bestrahlten, autologen oder
allogenen, zum Teil genmodifizierten Tumorzellenf &umorlysaten, auf Fusionsprodukten von
Tumorzellen mit pAPC oder auf pAPC, die mit TumsHien beladen wurden (Rosenberg, 2001).
Als pAPC werden Uberwiegend dendritische Zellen XDghgesetzt, da sie besonders gute
antigenprasentierende Eigenschaften aufweisen.eRBIE kénnen aus CD34+ Zellen und
peripheren Monozyten generiert werden (Figdor et28l04). Problematisch ist bei dieser wie bei
anderen nicht-antigenspezifischen Strategien, geswipiell Autoimmunreaktionen ausgeldst
werden kénnen. AulRerdem erweisen sich viele niotigenspezifischen Zellvakzine als wenig
effizient. Dass dieser Ansatz dennoch viel verdpead sein kann, zeigt u.a. eine jingere Studie
zur Tumorzellvakzinierung gegen Glioblastome (Rutkki et al., 2004).

Auch passive, nicht-antigenspezifische Strategiamden beschrieben. Zu diesen zahlt der
adoptive Transfer von autologen Lymphozyten, die vivo mit Hilfe von IL-2 unspezifisch
expandiert und als sogenannte Lymphokin-aktiviekilerzellen (LAK-Zellen) reinfundiert
wurden. Die Aktivitat dieser LAK-Zellen, die sichua T-Lymphozyten und NK-Zellen
zusammensetzten war nicht tumorspezifisch (Rosgnletr al., 1987), und die klinischen
Ergebnisse dieses Vorgehens waren enttauschencn(payg, 2001). Darlber hinaus gibt es
verschiedene Ansatze zum adoptiven Transfer varianén, Tumor-infiltrierenden Lymphozyten
(TIL) oder autologen Lymphozyten aus Tumor-draiemgten Lymphknoten, diex vivomit Hilfe
von IL2-expandiert worden waren (June, 2007).

Antigenspezifische Tumorimmuntherapie

Eine klassische Form der antigenspezifischen Turmatintherapie ist die Ak-Therapie. Dabei
wurden die Ak zum Teil an Toxine gekoppelt. Beigpiir erfolgreiche Tumorimmuntherapien
mit Ak liefern die Behandlung des Mammakarzinoms deim anti-Her-2/neu-mAKk Trastuzumab
(Herceptin) und die Therapie CD20-positiver Lympleomit dem anti-CD20-mAk Rituximab
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(MabThera). Neuere Strategien basieren auf bidpea#n mAKk, die Bindungstellen fur zwei
unterschiedliche Antigene enthalten. Auf diese Wesdllen die Zielzellen gleichzeitig mit
Effektorzellen verbunden werden (Booy et al., 2006n et al., 2006).

Eine antigenspezifische, passive Immuntherapie kaooh durch adoptiven T-Zelltransfer
erfolgen. Durch wiederholte Stimulation mit einemtiyen werderex vivoantigenspezifische T-
Zelllinien expandiert und diese dem Patienten teidiert (Comito et al.,, 2004). Der
antigenspezifische T-Zelltransfer wurde bereits Buéivention und Behandlung vdmuman-
immunodeficiency virugHIV)-infizierten Patienten und von Zytomegalie\sr¢CMV)-Infektionen
bei immunsupprimierten Patienten eingesetzt (Van @&®»sch et al., 2006). Es gibt auch
antigenspezifische Ansétze zum adoptiven T-Zelfiem bei Epstein-Barr-Virus (EBV)-
assoziierten, malignen Erkrankungen (Burns and foraly2004). Analog wird die Therapie mit
tumorantigenspezifischen T-Zellklonen versucht. Alis konnten beispielsweise Tumorantigen-
spezifische T-Zelllinien generiert werden, die zusgen mit systemisch appliziertem [L-2
Melanomremissionen induzierten (Rosenberg, 2005eRimerg et al., 1987). Im Tiermodell sind
vielfaltige Erfolge dieses Ansatzes beschriebem. Hirische Erfolg hangt unter anderem von der
Identifizierung mdglichst vieler geeigneter Antigefiir polyvalente Impfstoffe ab (Rosenberg,
2001). In den letzten Jahren wurde deutlich, dassadoptive Transfer von tumorspezifischen T-
Zellen wahrscheinlich nach einer gezielten immupsegsiven Vorbehandlung effizienter ist. Man
erklart sich diesen Effekt mit einer Ausschalturapenannter regulatorischer T-Zellen (Treg)
(Gattinoni et al., 2006; Muranski et al., 2006).

Prinzipiell erscheinen aktive Vakzinierungsansdieeden meisten Tumorpatienten aufgrund der
medikamenten- oder tumorbedingten Immunsuppressimiger erfolgversprechend als passive
Strategien. In der Literatur finden sich jedochlabei den antigenspezifischen Vorgehensweisen
aktive Ansatze. Neben der wenig effizienten Valaining mit Tumorantigen-Peptiden, -DNA oder
-RNA wurde vor allem die Therapie mit antigenbelasle DC untersucht. Es wurden RNA, DNA,
Peptide, Proteine oder rekombinante Viren zur Ammtizeladung der DC eingesetzt, und die
beladenen DC sub- oder intrakutan oder intranopliaert. An Patienten mit unterschiedlichen
Tumoren, darunter das maligne Melanom, Nierenzellkam, Non-Hodgkin Lymphom,
Plasmozytom und Prostatakarzinom, wurden bereitsdi@& mit z.T. viel versprechenden
Ergebnissen durchgefiihrt (Nestle, 2000).

Tumorimmuntherapie des Wilmstumors

Bis September 2007 fanden sich in der internat@mnaiteratur nur wenige Immuntherapieansatze
gegen den WT, was die Dringlichkeit der Suche rgggigneten Antigenen unterstreicht.

In einer Phase-I-Studie an flinfzehn Kindern miti&een verschiedener, typisch padiatrischer,
solider Tumoren, einschliel3lich des WT, wurden Tdysat-gepulste DC untersucht. Bei funf
Patienten, darunter auch die einzige WT-Patientinsste die Studie wegen Tumorprogress
abgebrochen werden. Von den zehn anderen zeigtbarsiUberempfindlichkeitsreaktionen vom
Typ IV gegen das immunogene Markerprotein KLkéyhole-limpet hemocyaninaber nur drei
gegen den autologen Tumor. Bei einer Patientinemiém Fibrosarkom war eine Regression des
Tumors zu beobachten, bei funf Kindern eine stabileankung und bei den restlichen Patienten
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eine Krankheitsprogredienz (Geiger et al., 20013laBg wurde keine weitere klinische Studie zur
Immuntherapie im Kontext des WT publiziert.

Im Tiermodell gibt es erste Evidenzen fur eine rdbgd Wirkung von anti-Her-2/neu-mAKk im
Kontext von WT. Der mAk supprimierte die Tumorargpoese (Yokoi et al., 2003) und konnte
das Wachstum von WT-Xenograftsvivo hemmen und zum Teil sogar verhindern (Pinthug. et a
2004).

Noch ganzlich spekulativ sind Behandlungsansatfedau Basis von mAK gegen den in WT
exprimierten Oberflachenrezeptor CD44 (Gadhouml.et2@04); sie wurden bislang weder im
Zellkulturmodell noch tierexperimentell oder klialsuntersucht.
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2. Material

2.1. Biologisches Material

2.1.1. Tumor-cDNA-Expressionsbibliothek

Die komplementare DNA (cDNA)-Expressionsbibliothaaks WT-Gewebe wurde von Frau PD Dr.
Behrends zur Verfligung gestellt. cDNA-Expressiopishiheken reprasentieren die Information
von Boten-RNA (mRNA) aus Geweben oder OrganismeRN/-Molekille sind besonders labil
und deshalb schwierig in ihrer natirlichen Formazoplifizieren und zu klonieren. Aus diesem
Grund war die mRNA mit Hilfe der retroviralen resen Transkriptase (RT) in wesentlich
stabilere cDNA umgewandelt, in dieser Form\#Phagen-DNA-Vektoren eingebracht und xzu
Phagen verpackt worden. Zur Isolation der mRNA derPoly (A) Quik mRNA Isolation Kiund
zur Herstellung der Tumor-cDNA-Expressionsbiblidtheer ZAP-cDNA Gigapack 11l Gold
Cloning Kitder Firma Stratagene verwendet worden.

2.1.2. Bakterien

XL1-Blue MRF’

XL1-Blue MRF’ ist ein Tetrazyklin-resistent&. coliStamm, der nicht humanpathogen ist. Er
tragt das F” Episom, das folgende drei Eigenschaiité das Bakterium Ubertragt:
Zum einen kodiert es didV15 lacZDomane des EnzynfsGalaktosidase, die zusammen mit der

a-Doméne ein funktionsféahiges Enzym bildet. Letzteied im Falle des eingesetzten Kits der
Firma Stratagene vom eingesetzten DNA-Vektor kaodieNur bei Produktion eines
funktionsfahigenB-Galaktosidase-Proteins aus beiden Einheiten koesrim sogenannteBlue-
White-Tes{(s. Kapitel3.2.13) zur blauen Farbreaktion.

Auf dem F° Episom liegt ausserdem die Geninfornmatior sogenannte F° Pili, die fur die
Adhasion der im Stratagene-Kit eingesetzten fl-¢tpliagen (f1-Hp) notig sind (s. Kapi®B.1).
Das F* Episom enthélt schliesslich dan Repressorléclg Gen), der die Transkription désc
Promoters in Abwesenheit von IsoprofiyD-thiogalactopyranosid (IPTG) inhibiert. Bei Zugab
von IPTG wird die Blockade ddac Repressors aufgehoben, so dass @&mlaktosidasdsen
bzw. die Sequenzen im Bereich der Multiplen Klosielle (MCS) innerhalb dgsGalaktosidase-
Gens, abgelesen werden kénnen.

SOLRM

Ein zweiter E. coliBakterienstamm, der SOLR-Stamm, wurde fir die dimigung der DNA
rekombinanter Phagemide verwendet. Dieser Stammrdsistent gegem-Phagen. Nicht-
rekombinante f1-Hp kénnen im SOLR-Stamm nicht @efen, weil ihr Genom eine sogenannte
amberMutation (UAG) tragt, die wahrend der Translatider mMRNA den Abbruch der Protein-

19



2.1 Biologisches Material

Biosynthese bewirkt. Der SOLR-Stamm kann im Gegernaa XL1-Blue MRF* den Effekt dieser
Mutation nicht unterdrickemén suppressgr

2.1.3. Phagen

A-Phagen

In der Wildform ist der Phage mit einem linearenppelstrangigen Genom von 48,5kb Lange
versehen, das von einer Proteinhille umgeben atABPhage kanrk. coli infizieren, sich darin
vermehren und das Bakterium schlief3lich lysierankdhn Fremd-DNA aufnehmen und diese in
das Bakterium einschleusen.

Das Uni-ZAP XR-Vektor-System der Firma Stratagene ermdgliche d#ionstruktion von
rekombinanten\-Phagen-Bibliotheken. Die Uni-ZAPXR Sequenzen dek-Phagen enthalten
Sequenzen des pBluescfifthagemids (pB), die eine MCS zur Einklonierung ¥wamd-DNA
enthalten, Uber Bindestellen fiir Replikationspmeivon fl-Hp die Kopie und letzlich
Sequenzierung der einklonierten Fremd-DNA erlauljgin vivd' Exzision des pB) sowie
aulBerdem Uber das Gen des Enzyfi$alaktosidase eine blau-weil3 Farbselektion zur
Unterscheidung rekombinanter von nicht-rekombinamt®nen ermoglichen. Die MCS, die unter
anderem Schnittstellen fir die RestriktionsenzymeREI und Xho | enthélt, kann cDNA-Inserts
bis zu einer Lange von 10kb fassen und ist vonni3 t7 Promotoren flankiert, deren bekannte
Sequenzen als Ausgangspunkt fir die Sequenziermigrdmd-DNA dienen kdénnen.

f1-Helferphagen

Der f1-HelferphagéExAssist" interpherence resistent helper phagg-Hp) der Firma Stratagene
besitzt die Fahigkeit, das pBn,vivd* aus dem Uni-ZAB XR Vektor ,auszuschneiden“, zu pB-
Phagen zu verpacken und als solche in den SOLRn$t@®ntransferieren. Er tragt die sogenannte
»~amberMutation“, durch die er sich nur ifsuppressing“E. coli Stdammen vermehren kann, also
nicht in SOLR-Bakterien. Dadurch wird eine Koprotlak von f1-Hp und den pB-Phagen im
SOLR-Stamm verhindert (s. Kapit@l3.1).

2.1.4. Serumproben

Alle Serumproben von péadiatrisch-onkologischen dpa¢in  wurden mit Einverstandnis der
Sorgeberechtigten und Genehmigung durch die Ethikkission der Technischen Universitat
Munchen (TUM) zum Zeitpunkt der jeweiligen Diagns®d#lung entnommen und - wie

beschrieben - gegen Bestandteile des verwendetktorggstems praabsorbiert (Behrends et al.,
2002; Behrends et al., 2003; Sahin et al., 1995).

Um die Effizienz der Antigensuche zu steigern, veurthit gepooltem Serum von vier

verschiedenen Patienten mit WT gescreent. Der Rwohielt eine Serumprobe von dem
einjahrigen Madchen (Patient #59), dessen Gewebdanm SEREX-Verfahren untersucht wurde,
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in einer Konzentration von 1:800. Die anderen &ezien lagen in einer Konzentration von je 1:300
vor. Sie stammten von einem funfjahrigen Jungewjeseinem sechs- und 14-jahrigem Madchen.
Fur die differentielle Serumanalyse wurden pradiisste Seren von 20 jungen, gesunden
Personen und von 20 padiatrisch-onkologischen iate einschlief3lich der vier oben genannten
WT-Patienten, verwendet. Die Serumproben lagen onzéntrationen von 1:300 bis 1:800 vor.
Alle Seren wurden nach der Praabsorption mit 1XTB®0 verdunnt, mit 10%igem Natrium-Azid
und 10%igem Thimerosal haltbar gemacht und beik&fiGerviert.

2.1.5. Sekundéarantikorper

Als Sekundar-Ak wurde Alkalische Phosphatase (Ag€Reppelter anti-human-lgG-Fc-Ak aus
der Ziege verwendet (Dianova, Hamburg). Dieser gtlgegen den Fc-Teil humaner IgG gerichtet
und macht diese mit Hilfe der gekoppelten ALP ureh dFarbstoffen 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolylphosphat (BCIP) und Nitroblau-TetrazoliumBN) durch eine blaue Farbreaktion sichtbar.

2.2. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma, Bestellnummer

Ort der Firma

Eppendorf-Gefale 1,5mi
Falcon-Réhrchen 50ml
Kryoréhrchen
Nitrozellulosemembranen (0,45 pum)
Parafilm “M” (Laboratory Film)
PCR-Softtubes

Petrischalen

Pipetten 25ml

Pipettenspitzen 10ul, gestopft
Pipettenspitzen 1000yl
Pipettenspitzen 20pl
Pipettenspitzen 200pl

Pipettenspitzen 30pl
Polypropylen-Réhrchen
Snapcup

Greiner (#616201)
Greiner (#227261)

Nunc (#377267)

Sartorius (11306-41BL)
American National Can (PM-996)
Biozym (#711080)

M&B Stricker (#639102)
Greiner (#GRE-760180)
Eppendorf (#0030067002)
Abimed (#10770)

Gibco BRL (#14862-015)
Abimed (#10761) und
Gibco BRL (#14867-014)
Abimed (#10751)

Falcon (#F-352059)
Greiner (#35-2059)

Frickenhausen
Frickenhausen
Wiesbaden
Gottingen
Chicago, IL
Hess. Oldendorf
Miinchen
Frickenhausen
Hamburg
Langenfeld
Eggenstein
Langenfeld
Eggenstein
Langenfeld
Heidelberg

Frickenhausen

Tab. 2-1 Verbrauchsmaterial
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2.3. Chemikalien

Substanz Firma (Nr.) Ort
Agarose (Top-Agar) SERVA (#11404) Heidelberg
Ampizillin Roche (#835269) Mannheim
BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-Indolylphosphat) Biomol (#02291) Hamburg
Chloroform p.a. Merck Darmstadt
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, #6580 Darmstadt
DMSO Serva, #20385 Heidelberg
Essigsaure (98%, p.a.) Merck Darmstadt
Ethanol absolut Merck (#1.00983.2500) Darmstadt
Ethidiumbromid 1%ige Lésung in Wasser Merck (#1.11608.0030) Darmstadt
Formamid RNA-Ladepuffer Sigma (#Sigma P-040.1) Munchen
BAM HI Puffer MBI Fermentas (#B-57) St. Leon-Rot
Gelatine Merck Darmstadt
Gene Ruler] 1kb DNA Ladder MBI Fermentas (#SM0311) St. Leon-Rot
Glyzerol ICN Aurora, #800689 Ohio, USA
IPTG (Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid) MBI Fermentas (#R0392) St.Leon-Rot
Isopropanol Merck (#1.00547) Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, #4936 Darmstadt
Kaliumdihydrogenphoshat Merck, #4873 Darmstadt
Kanamycin Sigma (#K0879) Minchen
Kieselgel (Affinity Adsorbent, Glutarialdehyde Roche (#669580) Mannheim
activated)

Magermilchpulver Merck, #1.15363 Darmstadt
Maltose Sigma (#¥M-5885) Minchen
Methanol Merck (#1.06009.2500) Darmstadt
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x 6H20) Merck Darmstadt
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4-7H20) Sigma (# M-5921) Munchen
MOPS (4-Morpholine-propanesulfonic acid) Roche (#1124684) Mannheim
Natriumchlorid (NaCl) Merck (#1.06404) Darmstadt
Natronlauge (NaOH) Merck (# 6498) Darmstadt
Natriumacid (NaN3) Merck Darmstadt
NBT (Nitroblau-Tetrazolium-chlorid) Biomol (#06428) Hamburg
N-N-Dimethylformamid (DMF) Sigma (#D-4551) Munchen
gg)lyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate (Tween Sigma (#P-1379) Munchen
Primer p(dT)1s, 8 nmol Roche (#814270) Mannheim
RNA Ladder, High Range MBI Fermentas (#SM0421) St. Leon-Rot

Tab. 2-2 Chemikalien alphabetisch von A-R
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Substanz Firma (Nr.) Ort

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

Seakem-Agarose Cambrex (#50004) Maine, USA

Select Agar Gibco BRL (#30391-023) Eggenstein

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

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

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

TAE-Puffer Sigma, #T-9650 Miinchen

Tetrazyklin Sigma (#T7660) Munchen

Thimerosal Sigma Munchen

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

TRIZOL® Reagent Life Technologies (#15596) Karlsruhe

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D- Biomol (#02249) Hamburg

Galactopyranosid)

Xho | MBI-Fermentas, #ER-069-2 St. Leon-Rot

Tab. 2-3 Chemikalien alphabetisch von S-Z

2.4. Enzyme

Enzyme Firma (Nr.) Ort

Pfu-DNA-Polymerase Promega (#11070205) Mannheim

Restriktionsenzyme New England Biolabs und Schwalbach
MBI Fermentas St. Leon-Rot

Taqg-DNA-Polymerase Promega (#15756305) Mannheim

Tab. 2-4 Enzyme

2.5. Antikdrper

Antikorper Firma (Nr.) Ort

ALP-gekoppelter Anti hlgG-Fc-Ak aus der Ziege Dianova (#109-055-098) Hamburg

(Sekundar-Ak)

Tab. 2-5 Antikorper

2.6. Kits

Kit Firma (Nr.) Ort

Jetstar (Plasmid Mini/Maxiprep Kit/20)

Genomed (#220020)

Bad Oeynhausen

Tab. 2-6 Kits
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2.7. Gerate

Gerate Firma Ort

Beheiztes Wasserbad (Typ WB 22) Memert Schwabach
Brutschrank (Memert Modell 400) Heraeus Hanau
Dampfsterilisator (Varioklav 300 E) H+P OberschleiBheim
Gelelektophoresekammer (OWL) Peglab Erlangen

Kihlzentrifuge (Sigma 2K15)
ml-Pipetierhilfe (Pipetus-Akku)
w-Pipetierhilfe (Pipetman)
Magnetriihrer RCT-basic

Mikrowelle Privileg 9024E
Milli-Q-Wasseraufbereitungsanlage
Netzgerét (Bio Rad Power PAC 300)
PH Meter pH538

Photometer (Uvikon-Spectrophotometer 922)
Ruhrer (IKAMAG RET, Nr. 225004)

Ruttler (Vortex-Genie 2)

Ruttler beheizt (Innova 4000)
Sicherheitswerkbank (Mobilien W 90, SWB)
Standzentrifuge (Varifuge 3.2RS)
Taumelrittler (Unitwist V)

Thermocycler (GeneAmp PCR System 2400)
Tischzentrifuge (Centrifuge 5415C)
Ultrazentrifuge (Centrikon H-401, ZK 401)
UV-Transilluminator (Bio Rad Gel Doc 2000)
Vortexer (REAX 2000)

Waage (Precisa 3100C IP65)

Zentrifuge (Rotina 35R, Typ 1710)

Sigma Laborzentrifugen
Hirschmann Laborgeréte
Gilson S.A.S.

IKA Labortechnik

Quelle

Millipore

Bio Rad

Wissenschaftlich Technische
Werkstatten

Bio-Tek Kontron
Jahnke & Kinkel

Scientific Industries

New Brunswick Scientific Co.

Variolab, Waldner
Heraeus Sepatech
UniEquip

Perkin Elmer

Eppendorf

Berthold Hermele

Bio Rad

Heidolph
Instruments-AG, Dietikon
Hettich

Osterode am Harz
Eberstadt

Villiers le Bel, Frankreich
Staufen

Farth

Essen

Minchen

Weilheim

Neufahrn
Staufen
Bohemia, NY, 11716, U.S.A
Edison, NJ, USA
Wangen

Hanau
Martinsried
Weiterstadt
Hamburg
Gosheim
Munchen
Schwabach
Schweiz
Tuttlingen

Tab. 2-7 Gerate

2.8. Software und Datenbanken

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

Gentool 1.0, BioTools (Edmonton, Canada)
BCM searchlauncher:
BLAST:
SEREX-Database:
PubMed:

HPRD:

Ensembl (SNP-Suche):

http://iwww.hprd.org/
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3. Methoden

3. Methoden

3.1. Serumpraabsorption

Um unerwiinschte Bindungen von Patienten-IgG andggtbestandteile oder nicht-rekombinante

Proteine derA-Phagen zu vermeiden, musste das verwendete Seormden Screening-
Experimenten von IgG mit entsprechender Spezi§gieinigt werden. Zu diesem Zweck wurde

das Serum vor der SEREX-Analyse mit Absorptiongs&uhd -folien praabsorbiert.

3.1.1. Herstellung von Absorptionssaulen und -folie

Die Absorptionssaulen bestanden aus Kieselgel,asnBaikterien- und Phagenproteine absorbiert

wurden, um unspezifische Ak gegen das Vektorsysterafangen.

Lytische Saulen

Pro Saule wurden 50ml Flissigkultur mit jeweilsegin

LB-Medium

Kolonie XL-1 Blue MRF* angeimpft und bis zu einer
optischen Dichte bei einer Wellenlange vdn600
(ODsog) von ca. 0,5 geziichtet (s. Kapi®R.1). Die
50ml

Flassigkultur wurden zentrifugiert und der

< Natriumchlorid 10g
 Select Peptone 10g
* Select Yeast Extract 5g
¢ ddH,0 ad 1000ml

Mit 5N NaOH auf pH 7,0 einstellen und

Br R
autoklavieren.

Uberstand verworfen. Fir die Préaparation dg
Jytischen®  S&aulen  (L-S&ulen) wurde das
Bakterienpellet in jeweils 2ml 0,01M MgQ0O

Tetrazyklin-Stammlésung (10mg/ml)

resuspendiert. Zu 5ml Transfektionsmedium (LB-Te
MM-Medium) wurden 200l der Bakteriensuspension
und 50l von 1:10 mit 0,01M MgS® verdunnten,

- 10mg

ad 1ml

e Tetrazyklin
« Ethanol (70%)

Bei —20<C und lichtgeschiitzt lagern.

nicht-rekombinanten A-Phagen gegeben, die die
Bakterien lysierten. Die restlichen 1,8ml de|LB-Tet-MM-Medium
Bakteriensuspension  wurden aufgehoben.  Das ., | 5 vedium 5l
Gemisch inkubierte nun 4h bei 37°C im Wasserbad. . maltose (20%) 50p
Nach dieser Inkubationszeit wurden di¢ * MgSO4(1M) 50ul
zuriickgelegten 1,8ml der Bakteriensuspension u1d’Ileéﬁém:;"smmmlbsung 7,5ul
weitere 5ml Transfektionsmedium dazugegeben urd
alles erneut 2h bei 37°C kultiviert. Die ; ; - ;

. . . ... | Natriumazid-Stamml6sung (10%ig)
Bakteriensuspension wurde nun ca. 1min sonifizieft,
um Bakterien und Phagen mit Hilfe des Ultraschalls * Natrumazid 19

. | . * ddH20 ad 10ml

zu zertrimmern. Zwischendurch wurden immer
wieder kleine Pausen eingelegt, um di Natriumazid-haltiges TBS (0,1%ig)
Bakteriensuspension nicht zu stark zu erhitzendiad

. . . « Natriumazid-Stammldsung iml
Proteine nicht zu denaturieren. In 15ml Falconsdeur| | 1gg ad 10ml

2ml Glutaraldehyd-aktiviertes Kieselgel abgemessen
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3.1 Serumprdabsorption

und mit der Bakterien-Phagen-Suspension vermisc| tris-Buffer-Saline (TBS)
Die Falcons wurden nun Uber Nacht bei 4°C in

M ox Stammldsung:

Uberkopfrotor inkubiert. Die Saulen wurden entweder « NaCl 87,59

gleich verwendet (s. Kapite3.1.2) oder mit 10ml * Tris-Base 60g

0,1% Natriumazid-haltigem TBStris-buffer-saling In wenig ddH0 I8sen und mit 32% HCI

. . . .. . . auf pH 7,5 einstellen.

Uberschichtet und bei 4°C fir maximal drei Monate

elagert 1x Gebrauchslosung:

gelagert. + 10xTBS 100ml

+ ddH,0 900ml

Mechanische Saulen

Fur die ,mechanischen” Saulen (M-Saulen) wurde d

i ) Phosphate-Buffer-Saline (PBS)
Bakterienpellet mit 5ml PBS phosphate-buffer-

: . , . . .B. 10Iml
saling resuspendiert und ebenfalls ca. 1min m Aqua dest. z m
. e . N . .  Kaliumchlorid 29
kleinen Pausen sonifiziert. Wie fur die L-Saule « Kaliumdihydrogenphoshat 2
wurden in 15ml-Falcons 2ml Kieselgel abgemessq - Natriumchlorid 80g
und mit der sonifizierten Bakteriensuspension {ib( * Dinatriumhydrogenphosphat 14,3g

Nacht bei 4°C im Uberkopfrotor inkubiert. Nach de ;E;esltgril-filtrieren. pH auf 7,2 bis 7,4
Rotation wurden schlie3lich beide S&ulenarten wie

gleich behandelt. Die Saulen wurden bei 500g 3rhizeatrifugiert und anschlielend gewaschen.
Dazu wurden sie dreimal 30min im Uberkopfrotor n@i{1% Natriumazid-haltigem TBS
gewaschen, jeweils danach abzentrifugiert, vom &thad befreit und mit neuem Puffer aufgefillt.
Nach dem dritten Waschschritt wurde das TBS abgemam

Absorptionsfolien

Far die ,lytischen” (L)-Absorptionsfolien galt dageiche Prinzip wie fir die Saulen: Bakterien-
und Phagenbestandteile sollten an die Folien bindenbei einer spateren Inkubation mit dem
Serum die reaktiven Ak heraus zu filtern.

Mit nicht-rekombinantem\-Phagen infizierte Bakterien des Stammes XL-1 BWRF" wurden
ausplattiert und tGber Nacht im Brutschrank heraiigetet (s. KapiteB.2.1 bis3.2.3). Volumen
und Verdinnung der Phagensuspension wurden so fewlass die Platten fast durchlysiert
waren. Nach Ubertragung der Bakterien- und Phagésipe auf die Folien (s. Kapitd.2.4)
wurden diese gewaschen, mit Magermilch 1h inkukied zum Trocknen ausgelegt.

3.1.2. Serumabsorption

Die Reinigung der Seren verlief in mehreren SamittDas Serum lief in der angegebenen
Reihenfolge Uber eine M-Saule, eine L-Séaule undr Utbmf bis sechs L-Folien bis es
gebrauchsfertig war.
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3. Methoden

2ml des zu reinigenden Serums wurden aufgetaut U Tris-Hcl (0,1M; pH 3)
in ein beschriftetes 50ml Falcon gegeben. Das Ralco

 Tris-Base 129
wurde mit 20ml 1xTBS, 28 10%igem Natriumazid « ddH,0 ad 1l

und 2%l 10%igem  Thimerosal aufgefillt. | Mit HCI auf pH 3 einstellen.
Natriumazid und Thimerosal verhinderten Bakterien

und Pilzwachstum. Die Losung wurde auf di§thimerosal-Stammiosung (10%ig)
abzentrifugierte M-Saule gegeben, mit dem Kieselgel
vermischt und tiber Nacht bei 4°C im Uberkopfrot
inkubiert. Am nachsten Morgen wurde die M-Saule B8Dg 3min abzentrifugiert, und der
Serumiberstand auf die ebenfalls abzentrifugiert&aule gegeben, die wiederum im
Uberkopfroter iiber Nacht bei 4°C inkubierte. Amtteén Morgen wurde das Serum von der L-
Saule abgenommen und Uber L-Folien weiter gereibigzu wurden die L-Folien in Petrischalen
gelegt und mit doppelt destilliertem Wasser (gddHangefeuchtet. Der Serumiiberstand aus der L-
Saule wurde auf die erste L-Folie gegeben und iekteéb fur ca. 3h bei Raumtemperatur unter
sanftem Schitteln. Dieser Vorgang wurde insgesénft bis sechsmal wiederholt. Das gereinigte
Serum wurde 1:100 mit 1XTBS verdinnt, zur Stalgitisng mit 2501 10%igem Natriumazid,
250ul 10%igem Thimerosal und 0,2% Magermilch pro 20etsetzt und bei 4°C gelagert.

Die M- und L-Séaulen konnten pro Patient je dreifiialje 20ml 1:10 verdtinntes Serum verwendet
werden. Zu diesem Zweck wurde jede Saule nach detere und zweiten Seruminkubation
regeneriert. Die Regeneration erfolgte durch Wasclmer dreimal 30min mit je 35ml 0,1M Tris-
HCI (pH 3) und dann dreimal 30min mit je 35ml 0, Natriumazid-haltigem 1xTBS.

1g Thimerosal ad 10ml ddH,0O

-

3.2. SEREX

Ziel der SEREX-Untersuchungen war die Identifikatimeuer Tumorantigene. Mit Hilfe
rekombinanteA-Phagen, die cDNA aus dem WT trugen, und gepooBermim von vier Patienten
mit WT wurde nach immunogenen Proteinen gesuclet.gairen wurden gepoolt, um die Effizienz
der Antigensuche zu steigern. Sie lagen jeweilsimer Verdiinnung von 1:300, bzw. das Serum
der Patientin, deren Tumor untersucht wurde, aufinGrvon Materialknappheit in einer
Verdinnung von 1:800 vor.

Die Anzahl der unterschiedlichen mRNAs in eined&glird auf ca. 20-30.000 geschatzt. Um eine
reprasentative Aussage uber das Vorkommen von Tamtigenen in einem bestimmten Zelltyp
machen zu kénnen, sollten aufgrund der moglichamkl&hierung der cDNA in jeweils drei
unterschiedliche offene Leserahmen (ORF) und miii8esichtigung niedrig exprimierter Gene
ca. eine Million verschiedener rekombinanter Phagescreent werden. Bei einer optimalen
Plaguezahl von ca. 3000 pro Platte entsprachen 88@aPlatten einer Million rekombinanter
Phagen. Fir eine Screening-Runde, die sich UbérTdige erstreckte, war eine Anzahl von 20
Platten angemessen. Pro Woche wurden etwa dreieRuddrchgefiihrt, so dass das Screening
nach ca. funf Wochen abgeschlossen war.

Zusammenfassend wurdén coliBakterien mit den rekombinanten Phagen infiziartgd durch
Zugabe von IPTG zum Transfektionsansatz die Exjmester rekombinanten Proteine induziert.
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3.2 SEREX

Der Transfektionsansatz wurde auf Agarplatten atispit, so dass ein homogener Bakterienrasen
entstand, der nach einigen Stunden von erkennlbgrechen Plaques durchsetzt war. Jeder dieser
Plagues entsprach einem rekombinanten Phagen umid €imem rekombinanten Tumorprotein.
Von den Agarplatten wurden Nitrozellulose-Abzugstelit, auf denen die rekombinanten Proteine
gebunden waren. Die Nitrozellulose-Abzige wurdenazhst mit dem gepoolten Tumorserum,
dann mit dem ALP-gekoppelten Sekundar-Ak und sBhté mit einer Entwicklerlésung
inkubiert, die alle Plaques mit Sekundar-Ak-Bindurigu anfarbte. Die einzelnen Arbeitsschritte
sind im Folgenden genauer beschrieben.

3.2.1. Bakterienanzucht

Plattenkultur

Aus dem XL-1 Blue MRF" Glyzerolstock (-80°C)|| g Tet-Piatten (15 pg Tet/ml)

wurde, ohne dass dieser dabei auftaute, ph.dér « LB-Medium 400m|
Bakterien gekratzt, diese auf einer frischen LB-Tel . select Agar 8g
Agarplatte ausgestrichen, Gber Nacht bei 37°C aytokiavieren, auf 52 abkihlen lassen.
kultiviert und anschlieBend bei 4°C fir eine Woche

aufgehoben. Diese XL-1 Blue MRF -Stammplatt
wurde jede Woche neu angesetzt, indem von der altenPlatten (O 14cm) gieRen, bei 4T und
LB-Tet-Platte eine Kolonie gepickt und ney chtgeschitztiagern.
ausgestrichen wurde. Nach 1 Monat wurde eine neuleukKmit frischen Bakterien aus dem
Glyzerolstock angelegt.

 Tetrazyklin-Stammldsung 600ul
(10mg/ml)

(U

Flussigkultur

Von der XL-1 Blue MRF’-Stammplatte wurden zehn Kuiém mit sterilen Holzstabchen gepickt
und zu 50ml Transfektionsmedium (LB-Tet-MM-Mediumé¢geben. Die Suspension wurde mit
500ul Maltose und 500l 1M MgSQ, versetzt, was spater die Bindungsfahigkeit degPhan die
Bakterien unterstiitzen sollte. AuBerdem wurdepl 7etrazyklinlésung dazu gegeben, um das
Wachstum anderer Bakterien zu unterdriicken. Detukahsatz wurde bei 37°C auf dem Schdttler
bei ca. 200 Umdrehungen pro Minute (rpm) kultivieid die ORy, ungefahr bei 0,5 lag und die
Kultur geerntet werden konnte. Bei einer Pvon ca. 0,5 befinden sich die Bakterien in ihrer
exponentiellen Wachstumsphase, in der die Tranefekam effizientesten gelang. Die
Flussigkultur wurde bei 500g 10min zentrifugiergr dJberstand verworfen, und das Pellet in
soviel sterilem 0,01M MgSP resuspendiert, dass die P 0,5 ergab. 604 des
Transfektionsmediums ergaben einen dichten Baktersen auf einer Agarplatte mit einem
Durchmesser von ca. 14cm.
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3. Methoden

3.2.2. Transfektion mit-Phagen

Das Volumen der Phagensuspension wurde so gevaiss, auf einer Agarplattél(14cm) ca.
3000 Plaque bildende Einheiteplgque forming unitspfu) entstanden. Die Anzahl der Plaques
sollte so dicht sein, dass das Screening so effizige moglich wurde, es aber nicht zu einer
Uberlappung der Plaques kam, was die Identifikatimm Tumorantigenen erschwert hétte.

Das berechnete Phagenvolumen (s. KapBe2.11) fur 3000 pfu wurde zu 600 des
Transfektionsmediums gegeben und 5min bei Raumtextyyesowie anschlielfend 15min im 37°C
Wasserbad inkubiert. Danach war es bereit, auf \dggewarmten Agarplatten ausplattiert zu
werden.

3.2.3. Kultur der transfizierten Bakterien auf Aglatten

Vor dem Ausplattieren wurden die bendtigte
Agarplatten im 37°C Brutschrank warmgestellt. De

Topagar (Plattendurchmesser 14cm)

=

200ml
1,49

e LB-Medium
Topagar wurde hergestellt, autoklaviert und bis zur . agarose

Verwendung im 52°C Wasserbad warmgehalten. Autoklavieren, bis zum Ausplattieren im
Zum Ausplattieren wurden zu jedem Transfektions- 52T Wasserbad warmstellen.

ansatz 30l 1M IPTG-Stammlésung und 6ml
vorgewarmter Topagar gegeben, und dieser Ansyptc

gleichméaRig auf den vorgewdrmten LB-Tet-Platten
verteilt. Der Topagar war nach ca. 10min fest, died
Platten wurden zur Inkubation Gber Nacht in dernC379
Brutschrank gestellt. Sie wurden kopflber in de
Schrank gelegt, um den Wasserverlust durch
Verdunstung zu reduzieren. Als Kontrolle wurde eklatte mit nicht-infizierten Bakterien und
eine Platte mit IgG-DNA tragenden Phagen auspiatti®urch die Kontrollen sollten
Kontaminationen ausgeschlossen bzw. der erfolgedipB -Ak-Nachweis belegt werden.

* IPTG 29
e ddH.O 8ml
Aliquotieren a 750 pl, bei -20T lagern,

kurz vor Gebrauch auftauen (1 Aliquot
reicht fiir ca. 24 Platten).

=]

3.2.4. Ubertragung der Proteine auf Nitrozellul&sdien

Die Nitrozellulose-Membranen wurden der Reih

[TBS-T
nach durchnummeriert (1-300) und auf die ebenfalls .
. . 10x Stammlésung:
nummerierten Agarplatten gelegt. Zur spateren | ;5. 1gs 1
Orientierung wurde die Lage der Folien auf dertPlat] « Tween 20 5ml
mit drei asymmetrischen Nadeleinstichen markieftix Gebrauchslésung:
Die Platten inkubierten weitere 2h bei 37°C im * 10xTBS-T 100m!
Brutschrank, um eine optimale Haftung der Proteine ° ddH;0 900m|
zu gewahrleisten. Um die Folien besser vom Topa 0’\; — : e
. .. . . . agermilch-Stamml6sun i

abziehen zu kdnnen, war es hilfreich, die Platten = SR
Entfernung fur 30min bei 4°C abkiihlen zu lassen. Magermilchpulver 19

H.0 10ml
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3.2 SEREX

Danach wurden die Membranen vorsichtig von dg magermilch-haltiges TBS
Platten geldst, in einer Schale mit TBS-T (20mli&)ol
gesammelt und 30min bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler gewaschen. AnschlieRend wurden die Fol@nrauen Handschuhen von Agarresten
befreit und erneut in frischem TBS-T 15min gewascHgie Membranen wurden einzeln mit je
20ml 0,5% Magermilch-haltigem TBS in Petrischaldei$chichtet, um unspezifische Bindungen
zu blocken, und inkubierten 1h bei sanftem Schiiti@ann wurden die Membranen erneut in TBS
(20ml/Folie) gesammelt und dreimal 10min in jewéilschem TBS gewaschen. Die Folien waren
jetzt sauber genug, um mit Patientenserum zu irkahi

TBS mit 0,5% Magermilchpulver mischen.

3.2.5. Inkubation der Folien mit Patientenserum

Jede gereinigte Folie wurde mit 20ml des gepodiatientenserums tberschichtet und inkubierte
Uber Nacht bei sanftem Schuitteln bei Raumtemper&jpezifische Ak aus dem Serum konnten
nun mit rekombinanten Antigenen Bindungen eingetfen.nachsten Morgen wurde das Serum
mit mdglichst geringem Verlust wieder abgenommeie Bolien wurden in TBS gesammelt und

dreimal 10min mit jeweils frischem TBS gewaschen.

3.2.6. Inkubation der Folien mit ALP-markiertem dtaatikorper

Die Folien wurden einzeln in Petrischalen mit defl aalische Phosphatase gekoppelter anti-

Sekundar-Ak fiir 1h inkubiert. Pro Folie benétigt¢ human-lgG-Fc-Ak aus der Ziege
(Stammldsung)

man &1l ALP-gekoppelten anti-human-IgG-Fc-Ak aug . i .

der Ziege (in Wasser/Glyzerol) in 20ml 0,59 éi;ngrlgﬁr,é?n%gﬁgﬁzo losen und mit 1ml
Magermilch-haltigem TBS. Nach der Inkubatior
wurde die Ak-Lésung verworfen und die Membrane| verdiinnte Ak-Lésung

in TBS zweimal 15min gewaschen. Stammlssung (0,03%) 1:2500 in 0,5%

Magermilchpulver-haltigem TBS
verdunnen.

3.2.7. Alkalische Phosphatase-Farbung

Die Entwicklerlosung bestand aus 1xCDS (20ml/Fofie)s BCIP- und NBT-Stammldsung (je
20ul/Folie). Durch eine enzymatische Reaktion der AhiPden beiden Substraten BCIP und NBT
wurden Antigen-Ak-Komplexe auf der Nitrozelluloskéo durch eine blaue Farbe sichtbar
gemacht. Die Entwicklerldsung war lichtempfindlideshalb wurden die Uberschichteten Folien
wéhrend der Farbung ins Dunkle gestellt. Nach bawaren die Folien gut gefarbt, so dass man
positive Farbreaktionen identifizieren und markiekennte.
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3. Methoden

3.2.8. Isolation positiver Klone

Mit Hilfe der gefarbten Folien konnten die reaktive

CDS-Puffer

Plaques auf der Agarplatte identifiziert werdene Di
Einstichstellen auf der entsprechenden Platte wurd
mit schwarzem Edding-Stift auf dem Boden der Plat

markiert und die Locher der Folie passend Uber den

Markierungen positioniert. Mit einer 20G-Nade

wurden die positiven Plaques auf der Membrgn

durchstochen, und die Einstichkerbe auf de
Plattenboden mit einem roten Edding markiert.

5x Stammlésung:

€ « NaCl (2M)

te * Tris (1M)

A * MgC|2 X 6H.0O
. ddeO

-

Auf pH 9,5 einstellen.

1 xCDS-Gebrauchslésung
* 5XxCDS-Stammlésung
. ddeO

=

250ml
500ml
5,083¢g
ad 1000ml

100ml
400ml

Pro Klon wurde nun ein 1,5ml Eppendorf-Gefal3 m
Namen der Phagenbibliothek (Ph059), Nummer d

I'd

5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat (BCIP)

gescreenten Platte, eventuell Nummer des Klons
der Platte und Datum des Ausstichs beschriftet. D

ul
eSrtammlc'jsung:

. _ + BCIP 50mg
Plague Uber der roten Markierung wurde polyklonal, | DMF (100%) 1ml
also mit nicht reaktiven Plagues, ausgestochedag Gebrauchslésung:
beschriftete Eppendorf-Gefaf3 tberflhrt und mit 800 Stammldsung 1:2000 in 1xCDS
SM-Puffer tberschichtet. verdiinnen.
Die Eluate inkubierten tber Nacht im Kiihlschrank be
4°C oder 1h bei Raumtemperatur unter heftige|Nitroblau-Tetrazolium (NBT)
Schiitteln, damit die Phagen aus dem Agar in den SMtammlésung:
Puffer diffundieren konnten. Danach wurden sie kurz * NBT 1oolmgl
, . o . + DMF (70% m
bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert und (70%)
der Phagen-haltige Uberstand in ein frisches‘?ebraucmlosung'
beschriftetes Eppendorf-GefaR (iberfiihrt, mitul20 séfgsjr::f’:nung 1:2000in 1xCDS
Chloroform versetzt, kurz gevortext und bei 4°C
aufbewahrt. Vor der spateren Entnahme d{gy.puffer
Phagenlésung musste das Chloroform  kufz NaCl 5.8
abzentrifugiert werden, da es flr Bakterien gitay. « MgS047H0 2,09
Das Eluat war bei 4°C bis zu sechs Monaten haltbar, ¢ Tris-HCI (1M, pH 7,5) 50ml
der Titer konnte allerdings auch vorher schop ° Gelatine (2% W/Vin H.0) Sml
. . + ddH,0 ad 1000ml
abfallen. Deshalb war es sinnvoll, méglichst badm o
Bestimmung des Phagentiters mit dem Ausschluss Alles sterilfltrieren.
von IgG und Artefakten fortzufahren (s. Kapite ey Ess
3.2.9).
*+ 1XCDS 200ml
« BCIP-Stamml&sung 20pl
* NBT-Stammldsung 20pl
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3.2.9. Ausschluss von IgG-Klonen und Farbeartefakte

In jedem durchbluteten Gewebe kommen B-
Lymphozyten vor, die die genetische Information 1ir
IgG tragen. Bei der Gewinnung von mRNA aus
Tumorgewebe war daher eine Mischung mit mRNA
aus B-Lymphozyten wahrscheinlich. Da dgr
eingesetzte Sekundar-Ak 1gG band, wurden nicht pur
Serum-Ak, die an Antigene des Tumors gebunden
hatten, sondern auch rekombinantes IgG in d¢en
Plaques angefarbt, was fir diesen Plaque im Sinne
des Antigen-Screenings ein falsch positives Ergelpni 5
bedeutete. Positive Ergebnisse konnten dariber
hinaus durch artefizielle lokale Anfarbung auf Gitup
von Luftblasen, Randeffekten und Falten auf ge
Folie sowie durch Farbkrumel verursacht werden.
Der Ausschluss von IgG-Klonen und Féarbeartefakten
diente der Identifikation der Antigen-cDNA
tragenden Klone und erfolgte durch eine Serum (+) TBS (+)
Kontrollinkubation mit serumfreiem Puffer. Die
ersten Schritte entsprachen denen des Screenings—s

Kapitel 3.2.2 bis3.2.7), nur dass anstelle der cDNA- C.
Bibliothek  der  polyklonale  Testklon in

Serum (+) TBS ()

Transfektionsansatz enthalten war. Es wurdepl 10
der 1:16 und 1:18 mit 0,01M MgSQ verdiinnten
Phagenlbésung mit IPTG ausplattiert, vorbereitgnd
Nitrozellulosefolien halbiert, und jede Halfte naier
Plattennummer und einem Vermerk uber Serym-
bzw. TBS-Inkubation beschriftet. Am néchsten Thag
wurden die Platten mit den halben Folien belegtl un
diese nach Reinigung von Uberschussigem Agar mibb. 3-1 Ergebnisse des IgG-
TBS bzw. Serum iiberschichtet. Die nachfolgendei!sschlussverfahrens
Schritte erfolgten wie fur SEREX beschrieben. Bei) Folie mit rekombinantem Antigen. Die
der Farbung wurden die beiden Folienhalftegntigene farben sich — nur  nach
o . . ) Seruminkubation. B) Folie mit

(Serum/TBS) fir einen Klon in einer gemeinsamepkombinantem IgG. Das IgG  wird
Schale gefarbt, um UnregelmaRigkeiten z&erum-unabhangig erkannt, beide Folien

id . sqlich bni farben sich. C) Farbeartefakt, keine Folie
vermeiden. Drei mogliche Ergebnisse waren zu i sich.
erwarten (s.Abb. 3-1) und folgendermalRen zu
bewerten: A) Ein rekombinanter Klon mit Antigen-cBN&rbte sich nur bei Bindung eines Serum-
Ak an das rekombinante Protein, nicht aber nachdakon in TBS, B) ein IgG-kodierender-Klon
farbte sich unabhéangig von einer Seruminkubatiarhauit TBS und C) ein Farbeartefakt zeigte

keine Plaque-assoziierte Anfarbung.

Serum (-) TBS (-)
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3.2.10. Vereinzelung positiver Klone

Um einzelne seroreaktive Klone aus einem polyklenaPhagengemisch zu isolieren, oder um
einen bereits vereinzelten Klon auf Monoklonalgétiberprifen, musste die Phagenlésung erneut
ausplattiert werden. Die Plaquedichte wurde so géwéerden, dass die einzelne Klone deutlich
voneinander getrennt lagen, z.B. 200 pfu/Platt&&pitel 3.2.11). Das Phagengemisch wurde mit
den Verdiinnungen 1:i@nd 1:16 ausplattiert. In der Regel lieBen sich dabei netetes drei
monoklonale Plaques isolieren. Die Ausstiche wurdezeln in Eppendorf-GefalRen mit 00
SM-Puffer Uberschichtet, um die Phagen in den Pufffundieren zu lassen. Die Agarreste
wurden am nachsten Tag abzentrifugiert, der Phhgéiige SM-Puffer abgenommen und jeweils
mit 20ul Chloroform haltbar gemacht.

3.2.11. Bestimmung des Phagentiters

Es wurde eine Bakterienkultur mit einer @Pvon 0,5 hergestellt (s. Kapité.2.1). In der
Zwischenzeit wurde mit der Phagenlésung eine Verdiigsreihe in 0,01M MgSCaufgestellt
(z.B. 1:10 bis 1:18). Zu jeweils 1@l der Phagenlésung einer bestimmten Verdiinnung evurd
600ul der Flussigkultur gegeben und wie beschriebeplatigert. Am nachsten Morgen wurde die
Anzahl der Phagenplagues pro ausplattiertem Phagenen bestimmt und der Phagentiter
(pfu/ml) nach folgender Formel berechnet:

Anzahl der Plaques (pfu) x VerdUnnungsfakt)(z
Ausplattiertes Volumeni)

"1000

pfu/ml =

3.2.12. Vermehrung der positiven Phagen

Fur das SEREX-Screening ist ein mdoglichst hoher stabiler Phagentiter der Bibliothek
winschenswert. Trotzdem sollen die Phagen nichtr naéh etwa tausendfach, d.h. Gber eine
Vermehrungsrunde, amplifiziert werden, da ansonstegsam wachsende Klone unterrepréasentiert
sein konnten.
Am Morgen wurde eine XL-1-Blue MRF’-Flussigkulturimeiner OQyo von 0,5 (s. KapiteB.2.1)
und die bendtigte Zahl von LB-Tet-Platten frischrgestellt. Pro Platte wurden 6@Oder
Flassigkultur mit der Phagenverdinnung gemischt3B&C 15min inkubiert und mit Topagar auf
die frischen LB-Tet-Platten ausplattiert. Das Pmxgéumen wurde so berechnet, dass sich pro
Platte moglichst ca. 5xi(@fu ergaben, das Volumen aber 2@0pro 60Qu Bakterien nicht
Uberschritt. Am nachsten Morgen wurden die Platé8-10ml SM-Puffer Gberschichtet, so dass
sie mit Flussigkeit bedeckt waren, und die Phagenléichtem Schwenken bei 4°C bis zum
nachsten Morgen in den Puffer diffundierten. Der-Bifer wurde abgenommen, in sterilen
Polypropylenbehdltern gesammelt, und die Platte 2nti SM-Puffer nachgespult. Um die
Phagenlésung haltbar zu machen, wurde sie von Baktend Verunreinigungen befreit. Dazu
wurde sie mit 5% Chloroform versetzt, gut durchrmisd 5min bei Raumtemperatur inkubiert und
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3.3 DNA-Préparation

10min bei 500g zentrifugiert. Der Uberstand wurdéglichst rein abgenommen. Abh&angig vom
Grad der Verunreinigung wurde der Vorgang so ofederholt bis die Lésung klar war.
AnschlieRend wurde die Ldésung mit 0,3% Chloroforersetzt und bei 4°C im Kuihlschrank
aufbewahrt oder, um sie fur langere Zeit zu lagenit, 7% DMSO versetzt und bei —80°C
weggefroren. DMSO verhindert die Ausdehnung von &adeim Gefrieren und dadurch die
Beschadigung der Phagen.

3.2.13. Blue-White-Test

Der Blue-WhiteTest wurde verwendet, um das 5.Bromo-4-chloro-3-indolyl- B-D-
Verhéaltnis von nicht-rekombinanten zu| galactopyranoside (X-GAL)-Lésung
rekombinanten Phagen zu ermitteln. Dieses Verlsltni X-GAL 25mg
war ein MaR fur die Effizienz der Ligation, es ol | 99H20 ad 100!
unter 1:10 liegen. IPTG ist als Galaktoseanalogom starker Induktor def-Galaktosidase-
Transkription (IPTG blockiert den Transkriptionsregsor), wird aber selbst nicht abgebaut. 5-

Bromo-4-Chloro-3-IndolyB-D-Galactopyranosid  (X-GAL) hingegen wird von dep-
Galaktosidase abgebaut, wobei ein blauer Farbetufiteht. Diese Reaktion kann nur ablaufen,
solange dag-Galaktosidasésen intakt ist, also nur bei nicht-rekombinanteak®rien, da durch
Insertion der Tumor-cDNA in die MCS das Gen untedben wird.

Ein kleines Volumen des Verpackungsansatzes (s.ité{a@.1.1) wurde in verschiedenen
Verdinnungsstufen zu I60,5M IPTG (in Wasser) und f0 X-Gal (250mg/ml in DMF) pro 6ml
Topagar und 604l Bakterien zugegeben. Am nachsten Morgen konnseMdathaltnis von blauen
zu weilRen Phagenklonen bestimmt werden.

3.3. DNA-Praparation

3.3.1. Subklonierung durchn,vivo‘’ Exzision

Um das Tumorantigeninsert weiter analysieren urglieiezieren zu kdnnen, benétigte man die
DNA des rekombinanten Vektors in reiner Form. Bishefand sich die Tumor-cDNA im-
Vektor (Uni-ZAPPXR), der durch seine GroRe fiir die KonstruktioneeitDNA-Bibliothek
besonders gut geeignet war. Von Nachteil war algs] dass sich der groeVektor fur die
Aufreinigung der DNA schlecht eignete, da die Aufigung so grol3er extrachromosomaler DNA-
Molekile sehr aufwandig ist, die Ausbeute aber dgiloptimierten Protokollen gering bleibt.

Um diese Nachteile zu umgehen, wurde das cDNA-Ingem A-Vektor in einen kleineren
Plasmid-Vektor transferiert, der sich mit hoher Bewste und ohne groRen Aufwand von der
bakteriellen DNA trennen lie3. Von der Firma Stgatae wird ein solches Kloniersystem als Kit
angeboten. Dieses Kit arbeitet mit dem f1-Hp Ex#$%j der in der Lage ist, das Fremdgen (in
diesem Falle die Tumor-cDNA) zusammen mit den fiardnden pB-DNA-Sequenzen im
lebenden Bakterium i) vivd‘) zu kopieren bzwguasiauszuschneiden (,Exzision“) und letztere
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3. Methoden

zu pB-Phagen zu verpacken. AuRerdem arbeitet es mit

i i : A-Phage f1-Hp
einem zweiterk. coli-Stamm (SOLR), der f1-Hp und @ 5;1?
pB-Phagen aufnehmen kann, aber resistent gagen \V

Phagen ist, und in dem sich zwar pB-Phagen, night
aber f1-Hp vermehren kénnen.
F1-Hp replizieren im XL-1 Blue MRF"~ Gastbakteriun
mit Hilfe von f1-Replikationsproteinen (&\bb. 3-2).
Diese Proteine binden an spezielle Startsignalelauf
f1-Hp-DNA und lesen eine einzelstrdngige DNA-

Kopie bis hin zum Stopsignal ab. Die DNA-KopieAbb. 3-2 XL-1 Blue MRF’ Bakterium.
wird dann mit f1-Hullproteinen verpackt, die vom f1

_ o _ Infektion des XL-1 Blue MRF’ Bakteriums
Hp-Genom kodiert und mit Hilfe der bakteriellengurch den A-Phagen (griin) und den fi-

Ribosomen synthetisiert werden. gp (gtell?t)- Das cDNA-Insert ist rot
. . argestellt.

Im Uni-ZAP®XR Vektor flankieren f1-Start- bzw. g

Stopsignale den Bereich, in dem die pB-Sequenzen

mit der MCS bzw. mit der einklonierten Fremd-DNA
liegen. Bei Koinfektion von XL-1-Bakterien mit @ A-Phage
RSP pB-Phage
rekombinantenA\-Phagen mit f1-Hp kdnnen die f1-
Proteine nicht nur eine Kopie der fl1-Hp-DNA Insert
. . . I (_Aﬂ \‘
sondern auch eine Kopie der rekombinanten pB- ! pfl_protein.
Sequenzen vermitteln und somit das rekombinante pB\\ﬁ
mit der Fremd-DNA quasi aus dem-Vektor .. PB /'/f %S%
' ; 1-H
ausschneiden (s. Vektorkart&bb. 8-1 bisAbb. 8-3). | TTo--oT P

Das rekombinante pB wird von den fl-Hillproteinen
Abb. 3-3 Lysiertes XL-1 Blue MRF

) . . .. Bakterium.
Phagen in den Uberstand freigesetzt. Im Uberstand

befinden sich dann dex-Phage, der f1-Hp und der Dié f1-Hp (gelb) replizieren im Bakterium
mit Hilfe der fl-Proteine (gelb), die an

pB-Phage (sAbb. 3-3). Replikationssignale (¢) auf der A-DNA
Um die DNA der rekombinanten pB saubebinden (hellblau). Der entstehende pB-
Phage (blau) enthalt das vollstéandige pB
(blau) mit dem Tumor-cDNA-Insert (rot).
Vektors und des f1-Hp getrennt werden. Dies eriaubt

eine Passage im SOLR-Stamm @bb. 3-4). Dazu wurden die SOLR-Bakterien mit dem
Uberstand der koinfizierten XL1-Blue MRF" Bakteri@tfiziert. Die A-Phagen konnten nicht in
den SOLR-Stamm eindringen, da der Bakterienstansiatemt war. Die f1-Hp konnten zwar in das
Bakterium eindringen, konnten sich darin aber nigtitmehren, da die Synthese essentieller f1-
Proteine aufgrund der sogenannaemberMutation in den SOLR-Bakterien nicht moglich wAfs
einziges infektiés und replikationsfahig im SOLRkBaium blieben nur die rekombinanten pB-
Phagen. Die sichere Selektionierung infizierter 8eHlone wurde durch dasmpizillin-Resistenz-
Gen im pB gewahrleistet. Die rekombinanten pB-Phagennten als einzige Kolonien auf
Ampizillin-behandeltem LB-Agar auswachsen und sweln fir die Plasmidpraparation gepickt
werden (sAbb. 3-5).

verpackt und nach Lyse des Bakteriums durchAdie

aufreinigen zu kénnen, muss sie von der DNA Xles
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3.3 DNA-Préparation

Im Einzelnen wurde sowohl vom XL1-Blue MRF" als
auch vom SOLR-Stamm eine Fliissigkultur angesefzt 1-HP.

- Tsslg gese @8}3:/ f1-HP N\
(s. Kapitel3.2.1). Dazu wurden in einen 5ml Ansatz |

5ml LB-Medium, 5Qil 20%ige Maltose, 50 MgSQ,, | PB-Phage @
—— pB —»

je eine Kolonie XL-1 Blue MRF" bzw. SOLR und @2
7,5ul Tetrazyklin bzw. 2fl Kanamyzin gegeben. Die \\\ @ @
Bakterien wurden Uber Nacht bei nur 30°C kultiviert
damit sie nicht Uberwuchsen. Am néchsten Morgen
wurden die Schuttelkulturen bei 5009 10Mihph 3.4 Selektion der rekombinanten
abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen ungB-Phagen durch eine Passage im
das Pellet mit 0,01M MgS@esuspendiert, so dass die>OLR:
ODego bei 1 lag. Zu 20@ XL1-Blue MRF* wurden Eﬁ;gse?grﬁf)‘mg‘e'?lfﬁ;'s(tgegltb?ek%i?] eAr;
25Qul des positiven Phagenklons (31ffu) und J  das Bakterium zwar infizieren, durch die
des f1-Hp (>1Bpfu) gefiigt. Das Gemisch inkubierte2mpPer-Mutation kommt es jedoch nicht
o ] . zur Replikation. Einzig infektiés und
fur ca. 15min im Wasserbad bei 37°C, damit digspjikationsfahig bleibt pB-Phage (blau).
Phagen sich an die Bakterienwand anheften konnten.
Anschlie@end wurden 3ml LB-Tet-MM-Medium
hinzugefugt, und der Ansatz fiur weitere 3h in Ampizillin-resistente Kolonien
Wasserbad bei 37°C inkubiert. Danach wurden d
Bakterien im 70°C-Wasserbad wahrend 20mi
abgetotet. Der Uberstand, in dem sich die Phagg
befanden, wurde 15min bei 1000g abzentrifugiert un

D

A-Phage

in einem sterilen Falcon-Rdéhrchen aufgefangen. Bei

unbekanntem Phagentiter wurden zufd@er SOLR-  ppp 3.5 LB-Ampizillin-Platten.

Suspension einmal 10D und einmal 10l des Auf der Platte wachsen nur Ampizillin-
Uberstandes gegeben. resistente Kolonien, in denen das pB
. . . . . . -repliziert wird.

Das Bakteriengemisch inkubierte fir weitere 15mii

bei 37°C, damit die Phagen an die Bakterien anhefte

konnten und wurde anschlieBend auf LB-Amp-Platte| ampiziliin-Lésung

ausgestrichen und dber Nacht im Brutschrarlgtammlbsung,

herangezichtet. Auf den LB-Amp-Platten waren am . ampizillin 100mg
nachsten Morgen Ampizillin-resistente Kolonien zy < Ethanol (70%) 10mi
erkennen, die das Fremd-DNA-Insert trugen. Bis zuGebrauchslésung:

Mini-Praparation der Plasmid-DNA wurden dig °Ampizilin-Stammidsung Sl

i i i .|+ Ethanol (70% ad 1ml
Platten mit Parafilm luftdicht verschlossen und im anol (70%)

( i Bei —20C und dunkel | .
Kuhlschrank bei 4°C gelagert. el und dunkel lagern

Kanamyzin- Stammlésung

» Kanamyzin 375mg
* Ethanol (70%) ad 50m|

Bei —20<C und dunkel lagern.
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LB-Amp-Platten (0,1mg Amp/ml) SOLR Bakterienkultur
* LB-Medium 400m| ¢ SOLR 1 Kolonie
 Select Agar 89 ¢ LB-Medium 5ml
Autoklavieren, im Wasserbad auf 55C * MgS0, (1IM) S0u
abkihlen. * Maltose (20%) 50ul
e Ampizillin Stammldsung aml * Kanamycin 251
(20mg/ml)
In Petrischalen (O 14cm) ausbringen.
3.3.2. Mini-Praparation von Plasmid-DNA
Dieses Verfahren diente der Schnellaufreinigung VOE" ;
. ipe . osun
Plasmid-DNA (modifizierte ,Alkalische Lyse") g
(Birnboim and Doly, 1979). Die DNA war sauber ° Sucrose S0mM
. o . | ¢ TRIS (pH 8) 25mM
genug fur Restriktionsanalysen, nicht aber far | EDTA 10mM
Klonierung und Sequenzierung. « RNAse A (10mg/ml) 1yl
Chromosomale Bakterien-DNA haftet an Bakterien-
Proteinen. Deshalb kann sie, solange sie intakt if Losung II
gemeinsam mit diesen abzentrifugiert werden. Zu sps 19% wiv in 0,2M NaOH.
grobe Behandlung fuhrt zu einer Beschadigung der
chromosomalen DNA. Dabei freigesetzte klein Losung 11
DNA-Fragmente lassen sich dann nicht melr
vollstandig von der Plasmid-DNA (pDNA) trennen| K,OAC (5 M. 5.3) 600ml
. . . .| -+ Eisessig 115ml
Deshalb muss mit dem DNA-Gemisch vorsichtig . yqn,0 ad 1000m!

umgegangen werden, z.B. durfte es nicht gevortext
werden, solange es noch nicht getrennt war.

Nach der jn vivg' Exzision wurden von je drei Ampizillin-resistent&olonien Flissigkulturen
hergestellt, aus denen die pDNA gewonnen werdelesd,5ml von jeder Kultur wurden in
EppendorfgefalRe uberfuhrt und bei Raumtemperaturcée18000rpm 5min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde inpdQ@sung | resuspendiert und vorsichtig
gemischt. Dieser Puffer enthielt Ribonukleasen,womhandene RNAs abzubauen. Anschliel3end
wurden zur Zelllyse 1Q9 Losung Il dazugegeben, gemischt und fur Smin loix. Schlief3lich
wurden 10@Ql der Ldsung lll, die Zelltrimmer von der pDNA treen sollte, hinzu gegeben,
untergemischt und die Eppendorfgefale bei 13000ipri0-20 min zentrifugiert. Der Uberstand
(ca. 30Qul) wurde in ein frisches Eppendorfrohrchen Uberfiinit 75Qu 100%igem Ethanol
aufgefillt, um die pDNA auszufallen, und kurz gdeat. Die Losung wurde erneut bei 4°C bei
15000rpm fur 20-30 min zentrifugiert, so dass sithpDNA als kleines, milchig-wei3es Pellet am
Boden absetzte. Der Uberstand wurde vorsichtig radogenen und verworfen. Das Pellet wurde
kurz an der Luft getrocknet und dann in iDAdH,O resuspendiert. Die verdinnte pDNA wurde
im nachsten Schritt in der Restriktionsanalys&épitel 3.3.5) weiterverarbeitet. Bis dahin war sie
ohne weiteres im Kihlschrank bei 4°C haltbar.
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3.3.3. Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Dieses Verfahren diente der Gewinnung von pDN| puffer |
aus Bakterien in ausreichender Menge und Reinheit

' e Tris-HCI (pH 8) 50mM
um sie zu Kklonieren und/oder zu sequenzieren. . EpTA 10mM
Ausgangsmaterial waren diejenigen ,,UbernachF- * RNAse A 100pg/mi

kulturen* aus der Mini-Praparation, die in der
Restriktionsanalyse (s. Kapit8l3.5) ein eindeutiges | Puffer Il
Insert zeigten. 1% SDS in 200mM NaOH.
In autoklavierten Kolben wurden 400ml LB-Medium
mit 4ml Ampizillin und 1ml der ,Ubernachtkultur* [pyffer i
aus der Mini-Praparation versetzt. Die Kolben warde
Uber Nacht bei 37°C auf den Schuttler gestellt. Am
nachsten Morgen wurden die Schuttelkulturen bes
Puffer QBT

5000rpm 10min abzentrifugiert, so dass sich dfe
Bakterien am Boden absetzten. Der Uberstand wurde
verworfen, und das Pellet in 10ml Puffer

. o . Je 15% Isopropanol und Triton X-100
resuspendiert. Bei diesem und bei den folgenden zugeben.
Schritten war vorsichtig mit der Suspension
umzugehen, um die Vektor-DNA nicht  zu[p ¢er ac
beschadigen.

3M Kaliumacetat mit pH 5,5.

* NaCl 750mM
« MOPS (pH 7) 50mM

* NaCl M
800ul dieser Bakteriensuspension wurden mit 1ml . \iops (pH 7) 50mM

LB-Medium und 100l DMSO versetzt, und in Nunc- | 1504 1sopropanol zugeben.
Gefrierréhrchen bei —80°C weggefroren, um bei
Bedarf mehr Plasmid aufreinigen zu kénnen. I pyffer oF

nachsten Schritt wurde die Bakteriensuspension |in NaCl 1.25M
S0ml Falcons Gberfihrt. 10ml Puffer 1l wurder) . 1ys.ci (pH 8,5) 50mM
zugegeben, vorsichtig mit der Bakteriensuspension ;5y, isopropanol zugeben.

gemischt und die Falcons 5min bei Raumtemperatut

inkubiert. TAE-Puffer
Schlie3lich wurden 10ml des Puffers Ill zugefugie D )

) ) 50 x Stammldsung
Falcons wurden anschlieBend bei 7000rpm fir 10mjin . tispase 2429
abzentrifugiert. Im Uberstand befand sich die pDNA. - Eisessig 57,1g
Die weitere Lysatreinigung erfolgte mit Hilfe der ° Na2EDTAX2H:0 37,29

: , : .+ H0 ad 1000ml
Anionenaustauschchromatographie. Die stark negativ -

geladene DNA band an das Saulenmaterial, wenigémn Gebrauchslosung

negativ geladene Proteine liefen durch die S&yle 10ml Stammlosung mit 490ml H,O
verdlnnen.

hindurch. Die S&ulen wurden zuvor mit dem Puffer
QBT equilibriert. Der Uberstand aus den Falcons deumach der Zentrifugation (iber
Verbandsmull auf die Saulen gegeben und dadurchgvolpen Verunreinigungen gesaubert. Die
Saulen mit gebundener DNA wurden dann dreimal @ml2Puffer QC gewaschen. Dann wurde
die DNA mit 15ml Puffer QF aus den Saulen eluiert un frischen Falcons aufgefangen. Das
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Eluat wurde zur alkoholischen Fallung der DNA mitmdl Isopropanol versetzt und vermischt.
Durch die Zentrifugation bei 7000rpm tber 15min #¥C setzte sich die DNA am Falconboden
ab. Der Uberstand wurde verworfen und das Pelfegdtrocknet. Das trockene Pellet wurde in
1ml ddHO geldst.

3.3.4. Konzentrationsbestimmung von DNA

10ul der pDNA wurden in einer Kivette mit 90ddH,O verdinnt (1:20). Die Extinktion wurde
in einem Kontron-Photometer bei260 und\ 280 gemessen. Der Wert 2eR60 war das Mal3 fur
die DNA-Menge, der Wert beh 280 fur die Menge an Proteinen, also fur den Gdad
Verunreinigung. Der Quotient ais260A 280 gab die Reinheit der DNA an, er sollte nichteu
1,3 liegen. Die DNA-Konzentration lie3 sich aussdie Angaben mit unten genannter Formel
berechnen. Wenn sowohl DNA-Reinheit als auch diez¢otration (> 0,5g/ul) ausreichend
waren, wurde die DNA in einer Restriktionsanalysegesetzt, um die GroRRe des Inserts zu
bestimmen.

Eingesetztes Volumeml) x Extinktion (A 260)
Verdinnungsfaktor (20)

pg/ul DNA =

3.3.5. DNA-Analyse

Um die Grél3e des Inserts zu beurteilen, wurde dA mit Endonukleasen geschnitten. Mit dem
Enzym BamHI wurde der rekombinante Phagenvektaraliisiert, und es entstand, soweit das
Insert keine BamHI-Schnittstelle trug, ein Fragmeitt der Gré3e von Vektor (2,9kb) plus Insert.
Um das Insert auszuschneiden, wurden die EnzymRIEaam Xhol eingesetzt, die stromaufwarts
bzw. stromabwarts des Inserts in der MCS schnittéber diese Enzyme war das Insert
urspriinglich in den Uni-ZABXR Vektor hineinkloniert worden.

Restriktionsanalyse

Bei allen Restriktionsanalysen sollte das Volumagegebener Enzyme nicht gréRer als 1/10 des
Restriktionsansatzes sein, da mit den Enzymen ratéee Glyzerol Ubertragen wurde. FUr jedes
Enzym wurde der vom Hersteller empfohlene bzw. ehigderte, zehnfach konzentrierte Puffer
eingesetzt. Grundsatzlich war davon auszugehen,ldasit Enzym fijg DNA in 1h schnitt.

In der Restriktionsanalyse wurdenpf@NA aus der Mini-Praparation mit RR autoklaviertem
ddH,O, 3ul eines Enzyms und b des entsprechenden 10xPuffer oder jeull,Bon zwei
verschieden Enzymen, die im selben Puffer schnitasammengegeben. Der Restriktionsansatz
der Maxi-DNA enthielt ug DNA in 17l autoklaviertem Wasser pP 10xRestriktionspuffer und
1pl Restriktionsenzym. Die Spaltung mit EcoRI und Xheurde im doppelten Volumen
durchgefuhrt. Jeder Ansatz inkubierte 1h bei 37fCWasserbad. Die Grol3enauftrennung der
geschnittenen DNA erfolgte in der Gelelektrophoin@sé. 40 Agarose-Gelelektrophorese).
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Herstellung des Gels

Das Gel setzte sich aus 400ml 1xXTAE-Puffer (Tri§ TaE-Agarose-Gel (1%)
Acetat-EDTA) und 4mg Agarose zusammen. Der

* Agarose 4mg
Puffer wurde in der Mikrowelle zum Kochen gebracht . tea-puffer 400ml
bis sich die Agarose vollstandig aufgeldst hattab&) In der Mikrowelle Puffer zum Kochen

qurde die Flasche regelméaRig geschwenkt, um ein gg;%?ge‘:;‘%ﬁﬁzg?u?gg%z%kﬁﬁe‘;mer
Uberkochen durch Siedeverzug zu vermeidep. lassen.

Nachdem sich die Agarose vollstandig gelost hatte, . thidiumbromid apl
wurde die Losung unter standigem Rihren bis auf ¢a. ge| mischen, gieBen und abkiihlen lassen.
50°C abgekiihlt. Bei dieser Temperatur wurdeh 4| Mit TEA-Puffer iberschichten.
Ethidiumbromid zugegeben, grindlich unter das Gel

gemischt, und das Gel in die daflir vorgesehene Kangmgossen. Beim Giel3en sollten moglichst
keine Blasen entstehen. Grof3e Blasen konnten mét &ipettenspitze zerstochen, kleine mit der
Spitze an den Rand gezogen werden. Eingeschlogdasen hindern den Lauf der DNA im Gel
und verfalschen die Ergebnisse. Die KAmme wurdelagnoch flissige Gel gesteckt, das dann ca.
30-60min abkihlte. Sobald es fest war, wurden dieeB8begrenzungen entfernt, und das Gel mit

TAE-Puffer Gberschichtet. So war das Gel auch bis folgenden Tag haltbar.

Agarose-Gelelektrophorese

Um die DNA flur die Gelelektrophorese zU pNa-Ladepuffer
beschweren und 2zu markieren, wurde jedg¢

350 x Stammldsung

Restriktionsansatz mitp8 DNA-Ladepuffer versetzt, « Tris-Hcl (pH 7,5) 50mM
bevor er auf das Agarosegel aufgetragen wurde. * EDTA 50mM

. . « Bromphenolblau 25% wiv
In jede Tasche wurden ca.|20des mit Ladepuffer « Glyzerin 40% viv

versetzten Restriktionsansatzes gegeben. In die )

1'x Gebrauchslésung
auRersten Taschen und in die mittlere wurden jé 15
der 1kb DNA-Leiter (Gene Ruler) geftllt, die al
GrolRenmarker dienten. Die Elektrophorese lief agiggvnon der Grofl3e des Gels 1-2h bei 110 bis
150 Volt. Nach dieser Zeit wurde das Gel unterdiérLampe ausgewertet. Das Ethidiumbromid,
das mit der DNA interkalierte, fluoreszierte untdem UV-Licht. Das Gel wurde zur

Dokumentation fotografiert.

Stammldsung 1:10 verdiinnen.
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3. Methoden

3.3.6. Sequenzanalyse

Durch die Maxi-Praparation wurde DNA in ausreichemdMenge und Reinheit fur die
Sequenzierung gewonnen und mit der Restriktiongaealnd Gelelektrophorese die Grolie des
Inserts gepruft. Nur die DNAs, die erkennbare Itssamthielten, wurden zum Sequenzieren
geschickt.

Die nicht-radioaktive Sequenzierung der pDNA wutdiei der Firma Sequiserve in Auftrag
gegeben. Fir die Sequenzierung wurdey Zemplate-DNA in 20l ddH,O eingeschickt. Als
Primer dienten Oligonukleotide aus der t3- (5° AARA CCC TCA CTA AAG GG 3') und t7-
Promotorregion (5° CGG GAT ATC ACT CAG CAT AAT G Bdes pB-Vektors, die die MCS
(657-759bp) und damit die inserierte DNA stromaufe/dzw. stromabwarts flankierten @&hb.

8-3 Vektorkarten). Die Leseweite einer Reaktion lagdae 500 Nukleotiden. Fur Sequenzen, die
langer als 1000 Basen waren, mussten deshalb eRyensr synthetisiert werden (100 pnud)/
18bp). Diese 18bp langen Primer wurden mit minces8) Basen Abstand vom Ende der bereits
sequenzierten cDNA in einem gut lesbaren Bereidgewahlt, wobei darauf zu achten war, dass
der Primer nicht an sich selbst binden konnte undtwa 50% aus den Basen Cytosin und Guanin
bestand, was eine ausreichende Bindung an die §&@dawahrleistete.

Alle identifizierten Klone wurden mit dem t3-Primealso vom 5’ Ende der Antigen-cDNA aus,
ansequenziert. Der langste Klon jeder Gruppe wwaléstandig durchsequenziert und in der
differentiellen Serumanalyse (DSA) getestet.

Mit Hilfe des kommerziell erhaltlicheene-ToolProgramms (BIOTOOLS) wurden die neuen
cDNA-Sequenzen auf Homologien untereinander ubérpriit dem frei zuganglichen
Suchprogramm BLAST Rasic Local Alignment Search Tdaler Genbibliothek de#lational
Center for Biotechnology Informatio(NCBI, www.ncbi.nim.nih.gov) wurden Homologien zu
bereits bekannten cDNA- und genomischen DNA-Se@rergesucht. In der frei zuganglichen
SEREX-Datenbank[http://ludwig-sun5.unil.ch/Cancerimmunome)Bwurden Homologien zu
Sequenzen gesucht, die bereits mit dem SEREX-Vienfiakdentifiziert wurden.

3.4. Differentielle Serumanalyse

Fur die klinische Relevanz neuer Tumorantigene lisden ist die Frage, ob antigenspezifische Ak
auch bei anderen Patienten mit demselben TumorPagenten mit anderen Tumoren und bei

Gesunden vorkommen. Tumorantigene sollten defimsgemarn bei Gesunden zu negativen und
bei Patienten mit Krebs zu positiven Ergebnissénefii.

Um die Klone mit den verschiedenen Serumgruppeterieau kbénnen, musste der Hintergrund

sicher negativ sein. Einen geeigneten Hintergrugigrt die Phagenbibliothek, da sie nicht allzu

viele IgG enthielt (< 3/Platte), und die weit Ub&gende Mehrheit der Klone weder vom Serum
gesunder Spender noch dem von Tumorpatienten drikamde.

Das Verhéltnis der Plaques auf der Agarplatteesalt. 1 positiven Klon zu 10 negativen Klonen

ergeben. Insgesamt sollten sich auf der Plattet mtr als 1000 pfu bilden, damit die einzelnen

Plaques gut und deutlich erkennbar wéren.
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3.4 Differentielle Serumanalyse

Um Zeit und Material zu sparen, wurde mit halbenneanen gearbeitet. Alle Membranen

wurden vollstandig mit Klon- und Serumnummer bestr So konnte ein bestimmtes Serum in

einer Petrischale mit zwei halben Membranen bzveiZvestklonen untersucht werden. Nach der
Farbung war auf einer Folienhalfte entweder jedkar d&ein Testklon (je nach Aussaat 25-50 pfu)
angefarbt.

Die differentielle Serumanalyse wurde mit Seren 20 jungen, gesunden Kontrollpersonen und
20 padiatrischen Patienten mit malignen Erkranknngdrchgefuhrt. Als Reprasentant jeder der
durch Sequenzanalyse definierten Antigenfamilierrdeuderjenige Klon verwendet, der in der

Restriktionsanalyse am langsten war. Dabei wurderdchst vier Klone parallel mit je 5 der 20

Normalseren getestet. Sobald ein Klon mit zwei adehr Normalseren positiv reagierte, wurde
die differentielle Serumanalyse fir diesen Klon etrgchen, und die Proteine der Familie als
Autoantigene gewertet. Nur die Klone, die mit kemeder einem Normalserum positiv reagierten,
wurden mit allen 20 Tumorseren getestet. Da jedante Mensch in Deutschland im Laufe seines
Lebens an einem Malignom erkrankt, bestand die Mbkeéit, dass sich auch unter den

.gesunden” Testpersonen jemand mit einer Klinisthuifalligen Krebserkrankung befand, der Ak

gegen Tumorproteine induzierte. Aus diesem Grundigveine positive Reaktion des Antigens mit
einem einzigen Normalserum nicht als Abbruchsktitargewertet.
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4. Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. SEREX-Screening

Um Tumorantigene zu identifizieren wurde eine cDE®pressionsbibliothek aus WT-Gewebe
mit gepoolten Seren von vier Patienten mit WT gamaet. Unter diesen Patienten befand sich auch
das einjahrige Madchen (Patientin #59), dessen TunitoSEREX untersucht wurde. Das Serum
der Patientin #59 lag aufgrund knappen Materialimer Konzentration von 1:800, die der
anderen drei Patienten in einer Konzentration v80@im Serumpool vor.

Von ca. 1x10 serologisch getesteten Klonen banden 70 Klonekwdiazler indirekt den
Zweitantikdrper gegen humanes IgG. Einer diesem&lexprimierte 1gG-Sequenzen (s. Kapitel
3.2.9). Die anderen 69 Klone exprimierten Antigetie, sich nach Ansequenzierung der cDNA-
Inserts am 5’ Ende 21 verschiedenen Genen zuoiitan.

In Anlehnung an die Nomenklatur anderer internaioanerkannter SEREX-Arbeitsgruppen
wurden die gefundenen Antigene mit Bezug auf depntifikationsort, die untersuchte
Tumorentitdt und die individuelle Tumorprobe mitUMNT-59’ bezeichnet. ,MU’ stand dabei fur
die Stadt Munchen, \WT’ fUr den padiatrischen Nitnenor und ,59’ furr die interne Labornummer
der Patientin. Die Zusatzbezeichnungen ,I' bis ,Xdprasentierten die 21 verschiedenen Gene,
die die Antigene kodierten. Der Ubersicht halbemrdem die verschiedenen cDNAs, die vom
selben Gen kodiert worden waren, in alphabetisB®henfolge benannt (,a’ bis ,0’). Falls nicht
genauer erlautert, beziehen sich alle Basenangabdfolgenden auf die angegebenen, in den
Datenbanken gefundenen cDNA-Homologe.

4.2. Differentielle Serumanalyse

Zur Klassifizierung der identifizierten Kandidaten Tumor- oder Autoantigene sowie zur
Untersuchung der Immunogenitdt von Tumorantigenexi Bumorpatienten wurde jede
Antigenfamilie mit préabsorbierten und 1:100 vendliém Seren von gesunden Probanden bzw. von
padiatrischen Patienten mit bdsartigen Erkrankungetestet (s. KapiteB.1.2 und3.4). Als
Reprasentant einer Antigenfamilie wurde der Phagenkmit dem langsten cDNA-Insert
ausgewahlt. Beispiele fir positive und negativeelBrgsse der differentiellen Serumanalyse sind
auf Abb. 4-1 zu sehen. Die Ergebnisse der differentiellen Sanatyse wurden tabellarisch
zusammengestellt ($ab. 4-1 undTab. 4-2).

Wegen der fehlenden Reaktion mit Serum von 20 ddimigesunden Probanden wurden die
Antigene der Familien V, IX und XlII als Tumorargige klassifiziert. Die zwei Antigene MU-
WT-59.VI und -59.VII reagierten nur mit einem dedd Rontrollseren, so dass streng genommen
Autoantigene diagnostiziert werden mussten. Thismfetwar jedoch bei sehr seltenem Ak-
Vorkommen innerhalb der Kontrollpopulation aucheeiserologische Antwort auf ein klinisch
okkultes Malignom zu diskutieren, weshalb dieseidartkandidaten wie Tumorantigene auch mit
Seren von padiatrischen Krebspatienten untersuahdem. Alle anderen Antigene reagierten mit
zwei oder mehr Kontrollseren und wurden deshalatsantigene klassifiziert.
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4.2 Differentielle Serumanalyse

Die Tumorantigene der Familien MU-WT-59.V, -59.1Xdi-59.XIll sowie die Kandidaten der
Familien MU-WT-59.VI und -59.VIl wurden zusatzlianit jeweils 20 Seren von padiatrischen
Patienten mit verschiedenen Malignomen getestetztére schlossen je zwei Patienten mit
Neuroblastom, Medulloblastom, Ewingtumor, Rhabdosaykom, Osteosarkom, Hodgkin-
Lymphom und ,gewohnlicher’ dommoi akuter lymphatischer Leukamie (CALL) sowie sechs
Patienten mit WT ein. Proben von vier der sech&®&n mit WT waren auch in den Serumpool
eingegangen. Wenn unter letzteren bei der diffedmtSerumanalyse keines reaktiv war, wurde
mindestens ein reaktives Serum angenommen, weldes positive Screening-Ergebnis
herbeigefuhrt haben musste. Sehr wahrscheinlich digg Diskrepanz der Befunde fir die
Screening-Seren in einem Titerverlust der Ak watirder Lagerungszeit vom SEREX-Screening
bis zur differentiellen Serumanalyse.

Im Sinne einegroof of principlewar das Serum der Patientin #232, deren Probe muden
Serumpool eingegangen war, bei der differenticBerumanalyse fir ein Tumorantigen (MU-WT-
59.V) positiv; weitere Seren waren mit dem unteinseic Klon nicht reaktiv. Das Tumorantigen der
Familie MU-WT-59.XIII war bemerkenswerter Weise rd#gm Serum eines zusatzlichen, nicht im
Pool getesteten Patienten mit WT reaktiv, so dass eelativ ausgepragte Immunogenitat des
Antigens bei WT-Patienten postuliert werden durf®6 bzw. 33%). Das Tumorantigen der
Familie MU-WT-59.1X wurde dagegen von keinem zubéten Serum erkannt. Die
Tumorantigenkandidaten der Familien MU-WT-59.VI wi®.VIl reagierten jeweils mit Proben
einer zusatzlichen Patientin mit WT, und das Antiger Familie MU-WT-59.VII dartber hinaus
mit dem Serum einer Patientin mit Neuroblastomziszes hatte damit bei mindestens 3/20 (15%)
Krebspatienten und 2/6 (33%) Patienten mit WT diekektierbare Ak-Antwort ausgelost.

{ Abb. 4-1 Differentielle
/ : Serumanalyse

Auf drei der vier

Abbildungen (unten rechts

\‘ 3 und oben) ist eine

;JC‘ (‘ﬁ Erkennung des Testklons

(dunkle Kreise), nicht aber

Q der untergemischten,

- unselektionierten Klone

der Phagenbibliothek

(hellere Kreise) durch das

jeweils untersuchte Serum

zu erkennen. Die vierte

- : Abbildung zeigt das

Ergebnis fir ein Serum,

\. das den Testklon nicht

- erkannte (alle Plaques sind
, gleich stark angeféarbt).
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4. Ergebnisse

Diagnose

Patienten-
Nummer

Antigenfamilie / Phagenklon

\'!

Vil

Xl

72

80

92

117.3

Neuroblastom

043-2

062-1

Medulloblastom

155-1

144-1

Ewingtumor

119-1

174-1

Wilmstumor

059-1

136-1

205-2

218-1

232-1

246

Rhabdomyosarkom

156-1

196

Osteosarkom

192-1

158-2

Hodgkin-Lymphom

011-1

044-1

CALL

063

137

Positive unter 20 getesteten Seren

1+41=2

2+1 =3

0+1 =1

1+1=2

Tab. 4-1 Differentielle Serumanalyse der putativen Tumorantigene mit Proben von padiatrischen

Patienten mit maligner Erkrankung.

.+t und ,-“ stehen fir ein positives (seroreaktiver Klon) bzw. negatives (nicht-seroreaktiver Klon)
Ergebnis. Die Zahlen unterhalb der Antigenfamilie stehen fir den untersuchten Phagenklon bzw.
das korrespondierende Plasmid. Hellgrau unterlegt wurden die vier Patienten mit WT, deren
Serum auch in den Serumpool gemischt worden war. Wenn keine der Proben von diesen vier
Patienten mit WT positiv reagierte, wurde mindestens eine positive Probe angenommen, die initial
mit der Phagenbibliothek reagiert hatte (+1). Hellgelb unterlegt sind die Antigene, die jeweils eine

positive Reaktion mit Normalserum zeigten.
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4.2 Differentielle Serumanalyse
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4. Ergebnisse

Tab. 4-2 Differentielle Serumanalyse der mit SEREX identifizierten Antigene mit Proben von
gesunden Probanden (s. S. 46).

L, und - stehen flr ein positives (seroreaktiver Klon) bzw. negatives Ergebnis (nicht-
seroreaktiver Klon). ,n.u.” ist gleichbedeutend mit ,nicht untersucht’. Die Zahlen unterhalb der
Antigenfamilie stehen fur den untersuchten Phagenklon bzw. das korrespondierende Plasmid.
Gelb unterlegt wurden die Ergebnisse, die Tumorantigene (dunkel) oder Tumorantigenkandidaten
(hell) identifizierten.

4.3. Sequenzanalyse und Homologierecherche

Die cDNA-Inserts der 69 isolierten Phagenklone waterch die Datenbankrecherchen bis August
2006 insgesamt 21 verschiedenen Genfamilien zumeordl9 von diesen kodierten Proteine mit
bekannter Funktion und eine ein vorbeschriebengppthetisches Protein. Zur cDNA des
Tumorantigens MU-WT-59.VII fand sich keine Homolegiin den verfugbaren cDNA-
Bibliotheken. Neue molekulare Charakteristika e#itbh die putativen Antigene der Familien
MU-WT-59.1, -Il, -lll, -1V, -XI, -XVI, -XVII, -XVII | -XIX und -XX. Die molekularen
Abweichungen zum bekannten Homolog kamen mutmaRtcinch Basenaustausche und
alternatives Splei3en zustande.

Im Folgenden wurden die kodierenden Plasmide saleieen beste cDNA-Homologe in der
GenBank des NCBI bzw. in der SEREX-Datenbank, dmeromosomale Lokalisation der
verantwortlichen Gene und gegebenenfalls neue mlalek Charakteristika der mit SEREX
klonierten Antigene tabellarisch aufgelistet (Bab. 4-3 bis Tab. 4-7). Eine detailliertere
Beschreibung findet sich im erganzenden Text urdkimschematischen AbbildungenAbb. 4-2

bis Abb. 4-22). Als ORF der Antigen-cDNAs wurde der erste unagkie ORF in den klonierten
Sequenzen angenommen; dieser korrespondierte r@gelmit dem des cDNA-Homologs. Von
den cDNA-Inserts, die identische 5’ Enden aufwiesearde jeweils nur ein Exemplar vollstandig,
alle anderen ausschlief3lich mit t3-Promoter-speaien Oligonukleotiden sequenziert.
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4.3. Sequenzanalyse und Homologierecherche
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Tab. 4-3 Molekulare Charakteristika von MU-WT-59.|

Neue Differenzen auf cDNA- oder Proteinebene sind rot hervorgehoben.
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Tab. 4-4 Molekulare Charakteristika von MU-WT-59.1I-VI

Neue Differenzen auf cDNA- oder Proteinebene sind rot hervorgehoben.
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4.3. Sequenzanalyse und Homologierecherche
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Tab. 4-5 Molekulare Charakteristika von MU-WT-59.VII-XV.

Neue Differenzen auf cDNA- oder Proteinebene sind rot hervorgehoben.
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Tab. 4-6 Molekulare Charakteristika von MU-WT-59.XVI-XVIII

Neue Differenzen auf cDNA- oder Proteinebene sind rot hervorgehoben.
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Tab. 4-7 Molekulare Charakteristika von MU-WT-59.XIX-XXI

Neue Differenzen auf cDNA- oder Proteinebene sind rot hervorgehoben.
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4. Ergebnisse

Die putativen, N-terminal inkompletten Antigene &amilie Mu-WT-59. waren mit bekannten
MYH3-Varianten identisch oder zeigten diesen gegeniber neue Aéninesustausche.

Die MU-WT-59.1-cDNAs zeigten eine hohe Homologier &l langeren cDNA demyosin heavy
chain 3(MYH3) aus embryonalem Skelettmuskel (NM_002470erkEet al., 1989; sAbb. 4-2)
und zur cDNA deghabdomyosarcoma antigetdU-RMS-40.3 (AY517555.1), welches in der
eigenen Arbeitsgruppe mittels SEREX aus embryonakhabdomyosarkomgewebe kloniert
worden war (Behrends, 2007; Go6tz, 2006). In der BERatenbank fand sich kein cDNA-
Homolog.

Die cDNAs waren entweder vollstandig homolog zur WBfCDNA (NM_002470) oder
unterschiedenen sich durch einzelne Basenaustausihputativen Antigene MU-WT-59.1b, -Id,
-Ig, Ik und Im zeigten gegenuber MYH3 (X13100.19gesamt 9 AS-Austausche, von denen einer
auf einem bekanntesingle nucleotide polymorphis(®NP) beruhte und acht neu warenABb.
4.2).

Das MYH3-Gen war auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert wordBfie¢ et al., 1989; UniGene
hs.440895). Die MYH3-cDNA-Expression ist normaleisee auf die embryonale Phase der
Skelettentwicklung begrenzt, kann aber im Rahmeangenetisch bedingten Muskelerkrankungen
wie der Myskeldystrophie Duchenne und Malignoment muskularer Differenzierung wie
Rhabdomyosarkomen und WT reaktiviert werden (Bamjrmi885; Eller et al., 1989; Fitzsimons
and Hoh, 1981; Garvin et al.,, 1985; Karsch-Mizraetial., 1989; Miyagawa et al., 1998;
Schiaffino et al., 1982; Tonin et al., 1991; Websteal., 1988; Whalen et al., 1981).

Myosin ist ein ubiquitdr vorkommendes Protein, di@s Zusammenspiel mit Aktin und ATP
chemische Energie in mechanische umwandelt. Esnisterschiedenen Bewegungsprozessen von
Zellen beteiligt, wie z.B. Kontraktion, Zytokinesd;ransport von Vesikeln und zellularer
Fortbewegung. Das Protein besteht aus zwei schvikeetan und zwei Paaren leichter Ketten. Die
Familie dermyosin heavy chai{MyHC)-Proteine besteht aus mindestens zehn Iswor die
wahrend der Entwicklung in raumlich und zeitlichraehiedenen Mustern exprimiert werden.

Abb. 4-2 cDNA-Homologie von MU-WT-59.1 zu MYH3 (NM_002470) (s. S. 54).

MU-WT-59.1 wurde von insgesamt 21 Plasmiden kodiert; die cDNA-Inserts von 14 Plasmiden sind
stellvertretend gezeigt (p163.1, p106, p140, p185, p55.1, p254.2, p61.2, p43.2, p235, p43.1, p136,
pl76.2, p57.2, p232). Der ORF der MYH3-cDNA (NM_002470) war fur bp 85-5907 angegeben. Die
korrespondierenden ORFs der MU-WT-59.1 cDNAs wurden vom stromaufwarts in frame gelegenen
Vektor-ATG aus abgelesen. Es lagen an verschiedenen Positionen der MU-WT-59. cDNAs
einzelne Basenaustausche gegenuber der MYH3 cDNA vor (NM_002470). 13 davon entsprachen
bekannten SNPs [bp 2616 (g-a; Ala), bp 2694 (g- a; Lys), bp 2739 (a-g; Lys), bp 3000 (g - a;
Thr), bp 3036 (c—t; Ser), bp 3222 (c-a; Arg), bp 3432 (t-c; lle), bp 3594 (t-g; Ala), bp 3658
(a-g; Thr-Ala), bp 4815 (t-c; lle), bp 5073 (a—-g; Arg), bp 5778 (g-a; Arg), bp 5781 (a-g;
Lys)], 9 waren neu [bp 3287 (t-c; Leu—- Ser), bp 3678 (g-a; Ala), bp 5137 (g -c; Glu-GIn), bp
5149 (c-g; Leu-Val), bp 5230 (c-g; Leu-Val), bp 5517 (g—a; Ala-Thr), bp 5642 (a-c;
Thr - Pro), bp 5852 (c-t; Ala-Val), bp 5891 (a- c; His - Pro)]. Der Ubersichtlichkeit halber sind
nur diejenigen Basenaustausche eingezeichnet, die eine Anderung der AS-Sequenz bewirkten
(neu: rote Pfeile, bekannt: blaue Pfeile). Mindestens ein Ak-Epitop lag stromabwarts von bp 4350,
da auch die kurze Sequenz von MU-WT-59.lo von Serum-Ak gebunden worden war.
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85
MYH3

(NM_002470)

MU-WT-59.la

MU-WT-59.1b
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Das putative, N-terminal eventuell inkomplette @@t Mu-WT-59.11 war eine in Tumor- und
Mausgewebe vorbeschriebene SpleilvariantéHBE.

Die MU-WT-59.1I-cDNA war homolog zu der 5’ langereaus T-Lymphozyten klonierten cDNA
desheat shock transcription factor @1SF2; NM_004506.2; $A\bb. 4-3). Sie unterschied sich von
dieser durch eine Deletion von Exon 11, die im figa Antigen in eine Deletion von 18 AS
resultierte. Die im WT identifizierte Spleil3variantvar bereits in der Maus als Spleil3variante
B vorbeschrieben (Goodson et al., 1995) und kiraichHilfe von SEREX aus Plattenepithel-
karzinomgewebe (SCC) des Kopf-Hals-Bereichs klami@rden (Heubeck et al., 2006).
DasHSF2Gen ist auf Chromosom 6g22.32 lokalisiert und wiodh vielen gesunden und maligne
transformierten Geweben exprimiert (UniGene hs.958Goodson et al., 1995). Eine Expression
in WT wurde bislang nicht beschrieben. Bislang smat die beiden genannten SpleiBvarianten
bekannt.

HSF2 gehort zu einer Proteinfamilie, die bei Hitmegrkung oder anderem Stress spezifisch an
dasheat shock eleme@SE) bindt uncheat shock responsgene aktiviert. HSF2 nimmt in dieser
Familie eine Sonderrolle ein, weil es wahrend ddtddferenzierung und -entwicklung wesentlich

starker aktiviert wird als durch anderen zellulagtress (Nykanen et al., 2001).

Exon 11

HSF2 25 52 89 1264 1318 1696 2444bp
(NM_004506)
54bp
1 1240 1241 1618 2357 2433bp
MU-WT-59.1la T asa
54bp
1 1213 1214 1601 2333
MU-WT-59.1Ib asa  2408DP

Abb. 4-3 cDNA-Homologie von MU-WT-59.11 zu HSF2 (NM_004506.2).

MU-WT-59.11 wurde von insgesamt vier Plasmiden kodiert; die cDNA-Inserts von zwei Plasmiden
sind stellvertretend gezeigt (p62 und p99.2). Der ORF der HSF2-mRNA (NM_004506.2) war fur bp
89-1696 angegeben; stromaufwarts findet sich kein in frame gelegenes Stopkodon, so dass der N-
Terminus des Proteins nicht sicher definiert ist. Der korrespondierende ORF von MU-WT-59.11
wurde in allen Plasmiden vom Vektor-ATG aus abgelesen. Die beiden komplett sequenzierten
Plasmide p62 (a) und p99.2 (b) wiesen gegentuiber der HSF2-cDNA eine Deletion von 54 bp (bp
1264-1318, NM_004506.2) auf, die dem Exon 11 des HSF2-Gens entsprach und in murinem und
humanem Plattenepithelkarzinomgewebe als Spleil3variante (3 vorbeschrieben war. Stromabwarts
des eingetragenen ORF waren in p99.2 (b) 30 Austausche einzelner Basen detektiert worden
(angedeutet durch rote Kreuze). Da es sich bei den Plasmidpaaren p62 und p280 bzw. p99.2 und
pl74.1 aufgrund exakt Ubereinstimmender 5 Enden am ehesten um Amplifikate handelte, wurde
auf die Sequenzierung des 3'Terminus von je einem Amplifikat verzichtet.
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Das/die putative(n) Antigen(eMu-WT-59.111 entsprachen einer neuen SpleiRvariante des
LRRFI1P2 und/oder einer N-terminal inkompletten Form d¢P.

Die MU-WT-59.1II-cDNA war im ersten Abschnitt honay zur 5’ etwas kirzeren cDNA des
leucine rich repeat (in FLII) interacting protein @RRFIP2) aus Kolonmukosa (NM_017724.1)
und im zweiten Teil zu einem Fragment der cDNA dasyloid A4 precursor protein of
Alzheimer's diseas@APP; NM_000484) identisch (#bb. 4-4). Die Tatsache, dass der erste
Abschnitt stromabwarts von einer poly-A-SequennKilart war, sprach dafir, dass es sich bei der
heterogenen cDNA eher um ein Klonierartefakt als das Resultat einer Gentranslokation
handelte. Welches der beiden mdglichen, langen @dogte (LRRFIP2 oder APP) im WT-
Gewebe synthetisiert worden war, blieb offen; wehemnlicher war die Nutzung des
stromaufwarts gelegenen ORF bzw. dessen vorchasadten Translationsstartsignals.

Im ersten zur LRRFIP2-cDNA homologen Abschnitt déJ-WT-59.11I-cDNA fand sich eine
neue Insertion von 72bp, die mit genomischer Sexja&is dem Intron 5 korrespondierte. Somit
handelte es sich bei dem SEREX-definierten putativédRRFIP2-Homolog um eine neue
Spleilvariante (Abb. 4.4).

Das LRRFIP2Gen liegt auf Chromosom 3p22.1 und wird in versdanen gesunden Geweben,
einschliel3lich Niere, und einigen malignen Gewelaxprimiert (UniGene hs.475319). Mit
Northern-Blot-Analysen war eine Expression in vhaisdenen adulten Geweben mit einer
Pradominanz in Herz- und Skelettmuskulatur nachgesvi worden (Fong and de Couet, 1999).
Eine Expression in WT war bislang nicht beschrieldi@as Genprodukt LRRFIP2 ist durch eine
mogliche Interaktion mit defeucine rich repeat(LLR) Doméne dedlightless-I (FLI) -Gens
charakterisiert. Seine genaue Funktion ist jedamthmicht geklart (Fong and de Couet, 1999).
DasAPP-Gen war auf Chromosom 21g21.3 lokalisiert wordeohbakis et al., 1987) und wird in
verschiedenen gesunden und malignen Geweben egprimarunter auch Gewebe aus normaler
Niere und Nierentumoren (UniGene hs.434980). Dagp@elukt APP ist an der Kupfer-Reduktion
beteiligt und hat bei der Alzheimer-Erkrankung uBémenz bei alteren M. Down-Patienten
Bedeutung, bei denen sich Amyloidfibrillen im Gehablagern (Simons et al., 2002).
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4. Ergebnisse

Intron 5

Chromosom3 . I —

1285 1409 2508 3371
APP . __ 3354bp
(NM_000484)
72bp
109 1311 2155

LRRFIP2 . aaa 2175bp
(NM_0177724)

2266 2576 2701 4661
MU-WT-59.11l J 2aa aaa 4678bp

| |

489 562

Abb. 4-4 cDNA-Homologie von Mu-WT-59.1 zu LRRFIP2 (NM_017724.1) und APP
(NM_000484).

MU-WT-59.1I wurde von zwei Plasmiden kodiert; gezeigt ist das cDNA-Insert von p64.3. Der
LRRFIP2-ORF war fir bp 109-1311 angegeben (NM_017724.1), er wird stromaufwarts von einem
in frame gelegenen Stopkodon flankiert (dicker, vertikaler Balken). Der korrespondierende ORF der
MU_WT-59.11I-cDNAs unterschied sich durch die neue Insertion von 72 bp (rot) (bp 446/447,
NM_017724.1), die zu genomischer Sequenz des Intron 5 im LRRFIP2-Gen korrespondierte. Der
vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde bei bp 40 mit einem Stopkodon beendet. Es fanden sich
zwei einzelne Basendeletionen in der Sequenz von p64.3 (bp 1971 und bp 2103) stromaufwarts
des ORF im 5’ untranslatierten Bereich (UTR). Der APP-ORF ist fur bp 195-2508 (NM_000484)
angegeben. Der APP-ORF zeigt erst ab bp 1285 eine signifikante Homologie zu den MU-WT-59.111-
cDNA,; diese war bis auf das verkirzte 3'Ende der WT-cDNAs vollstéandig. Der korrespondierende
ORF in p64.3 zeigte keine Veranderungen der Sequenz. Er wurde allerdings im Bakterium von
einem stromabwarts gelegenen Startkodon aus abgelesen (z.B. ATG, bp 2701), da sich kurz vor
dem poly-A-Ende der stromaufwérts gelegene LRRFIP2-cDNA ein in frame gelegenes Stopkodon
befand (dicker, vertikaler Balken).

Das putative, N-terminal inkomplette AntigeitJ-WT-59.1V unterschied sich voBCDC46 durch
eine neue Insertion und einzelne Aminosdureaudt@usc

Die 5 inkomplette MU-WT-59.IV-cDNA unterschied &ic von der Isoform a der
Transkriptionsvariante 1 des cDNA-Homologeniled-coil domain containing 4@CCDCA46;
NM_145036.2) durch zwei bekannte Basenaustausdii)(8nd eine neue Insertion von 3 bp (s.
Abb. 4-5). Das kodierende Gen liegt auf Chromosom 17g2dd3wird in verschiedenen gesunden
und malignen Geweben exprimiert (UniGene hs.4086%6)der Literatur finden sich keine
weiteren Expressionsdaten. Uber die Funktion degp@eluktes ist bisher nichts bekannt.
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Intron 7
Chr. 17
203 770 896~ 1621 1859 3073

CCDC46 . aaa 3511bp
(NM_145036)

3bp

130 852 1090 2304
MU-WT-59.1V aaa 2757bp

Lys n Gly

Abb. 4-5 cDNA-Homologien von MU-WT-59.1V zu CCDC46 (NM_145036.2).

MU-WT-59.1V wurde von p68.2 kodiert. Der CCDC46-ORF ist von bp 203-3073 angegeben und
stromaufwarts von einem in frame gelegenen Stopkodon flankiert (dicker, vertikaler Balken). Der
korrespondierende ORF von p68.2 (bp 130-2304) lag nicht in frame mit dem Vektor-ATG und
wurde deshalb im Bakterium von einem stromabwaérts gelegenen Startkodon abgelesen (z.B. ATG,
bp130). Er wurde stromaufwarts nicht von einem Stopkodon flankiert, so dass der Translationsstart
in vivo moglicherweise stromaufwarts lag. Unmittelbar vor Beginn des MU-WT-59.IV-ORF befand
sich eine neue Insertion von 3bp (bp 895/896, NM_145036), die in der Insertion einer AS resultierte
und zu den letzten drei Basen aus Intron 7 des CCDC46-Gens korrespondierte. Wahrscheinlich
wurde demnach ein alternatives Splei3signal genutzt. Ausserdem zeigten sich zwei SNP (t—c;
Asn; bp 1621) (a—g; Lys—Glu; bp 1859). Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde bei bp 38
terminiert. Es gab drei, maximal 131bp lange, alternative ORF.

Das putative AntigeMU-WT-59.V war identisch miMSH2.

Die MU-WT-59.V-cDNAs waren 100% homolog und 5’ kérzals die cDNA demutS homolog 2
(MSH2; NM_000251.1; sAbb. 4-6). In der SEREX-Datenbank fanden sich keine Homielng
jedoch wurde MSH2 beim Screening einer cDNA-Bilblek aus Pankreaskarzinomgewebe mit
entsprechenden Seren identifiziert (Okada et @05

Das MSH2Gen liegt auf Chromosom 2p22-p21 (Fishel and Wilsk#97) und wird in diversen
gesunden und malignen Geweben exprimiert (UniGen#46519). Eine MSH2-Genexpression
wurde auch in WT gefunden (ldikio, 2001). Hohe Ueme MSH2 wurden in stark proliferierenden
Geweben wie z.B. Kolon nachgewiesen (Fishel angaiil 1997). Durch RT-PCR konnte seine
Expression in Gehirn, Lunge, Magen, Niere, Hoddazéhta, Pankreas und Pankreaskarzinomen
nachgewiesen werden (Okada et al., 2005).

MSH2 gehdrt zur Familie demismatch repaiProteine, die an der Reparatur von Mutationen
beteiligt sind. MSH2 bildet mit MSH3 oder MSH6 Hegdimere, die die Stabilitat von nukleérer
DNA erhalten. Diese Heterodimere nehmen an dermskréionsgebundenen Reparatur teil und
induzieren als Antwort auf bestimmte DNA-Schadempipse (Seifert and Reichrath, 2006).
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69 144 512 699 825 2806
MSH2 3145bp
(NM_000251)

66 2803 3142
MU-WT-59.Va 3185bp

73 2735 3074
MU-WT-59.Vb 3149bp
1 2295
MU-WT-59.Vc 2658bp
86 210 2193 2532

MU-WT-59.vd ctet 2554bp

Abb. 4-6 cDNA-Homologie von MU-WT-59.V zu MSH2 (NM_000251.1).

MU-WT-59.V wurde von insgesamt 6 Plasmiden kodiert; stellvertretend gezeigt sind die cDNA-
Inserts von p72 (a), p75.2 (b), p279 (c) und p117.2 (d). Der MSH2-ORF war fir bp 69-2806
angegeben (NM_000251.1) und mit dem von MU-WT-59.Va identisch. Er wird stromaufwarts von
einem in frame gelegenen Stopkodon (dicker, vertikaler Balken) flankiert. Alle WT-cDNA-Inserts
waren 5’ inkomplett. In p279 (c) wurde das Antigen wahrscheinlich vom stromaufwarts in frame
gelegenen Vektor-ATG aus abgelesen. Die poly-ct-Sequenz in pl117.2 (bp 1-85 des Inserts)
entsprach vermutlich einem Kilonierartefakt. Die vom stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG
abgelesenen ORF von p72 und p265 wurden an bp 51, von p75.2 und p231 an bp 284 und von
pll17.2 bei bp 143 terminiert. Zehn alternative ORF wurden detektiert: bp 412-586 (58 AS), bp 610-
704 (27 AS), bp 662-758 (32 AS), bp 1315-1378 (21 AS), bp 1747-1834 (29 AS), bp 1876-1969 (31
AS), bp 1924-2059 (45 AS), bp 2357-2423 (33 AS), bp 2323-2401 (18 AS), bp 2656-2740 (26 AS).

Das putative, N-terminal inkomplette AntigetJ-WT-59.VI war 100% homolog zGNPAT.

Die MU-WT-59.VI-cDNAs zeigten eine 100%ige Homologie zu der cDNAs dénzyms
Glyceronephosphat-O-Acyltransferase (GNPAT; NM_(@BBI2) aus Gehirn (sAbb. 4-7).
Allerdings war der GNPAT-ORF in den WT-cDNAs inkolag. In der SEREX-Datenbank fanden
sich keine Homologien.

Das GNPATGen liegt auf Chromosom 1g42.11-3 (Thai et al.,12Qfnd wird in verschiedenen
gesunden und malignen Geweben einschlieBlich Nietlarzinom nachgewiesen (UniGene
hs.498028). Eine Expression in Wilmstumoren isten Literatur bisher nicht beschrieben.

Das Enzym ist auch als Dihydroxyacetonphosphattfansferase (DAP-AT) bekannt. Es ist
ausschlieRlich in Peroxisomen lokalisiert und arr @tosynthese von Atherlipiden und

Plasmalogenen (Phospholipide mit einenf8-ungesattigten Ather am C-1) beteiligt. Eine der
Funktionen der Plasmalogene ist wahrscheinlich $ighutz der Zellen vor oxidativem Stress
(Nagan and O'Kane, 2001).
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158 342 485 2198 2446
GNPAT aaa 2470b
(NM_014236)
144 1857 2105
MU-WT-59.VI aaa 2125b

Abb. 4-7 cDNA-Homologie von MU-WT-59.VI zu GNPAT (NM_014236.1).

MU-WT-59.VI wurde von vier Plasmiden mit identischen 5 Ende kodiert (p80, p257, p283 und
p286); gezeigt ist stellvertretend das Insert von p80. Der GNPAT-ORF war fur die bp 158-2198
angegeben (NM_014236.1). Er wurde stromaufwérts von einem in frame gelegenen Stopkodon
(dicker, vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF aller Plasmide konnte im
Bakterium von einem stromabwaérts gelegenen ATG (z.B. ATG bei bp 144) aus abgelesen worden
sein. Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde stromabwaérts von einem in frame gelegenen
Stopkodon bei bp 16 beendet. Es wurden sechs alternative ORF detektiert: bp 64-126 (21 AS),
235-372 (46 AS), 514-576 (21 AS), 904-966 (21 AS), 1046-1096 (27 AS), 1342-1416 (25 AS).

Das AntigerMU-WT-59.VII wurde von einem unbekannten Gen kodiert.

Die cDNA des Tumorantigens MU-WT-59.VIl zeigte zwaine 100%ige Homologie zu
genomischer DNA auf Chromosom 17p13.3 (AF258548.2bb. 4-8), war aber zu keiner der
eingetragenen cDNA-Sequenzen der GenBank oder SHREehbank homolog. Daten zur
Expression dieses Gens finden sich bisher in derdtur nicht.

Es wurden zwei ORF detektiert, von denen der katzenste 26 AS und der langere, zweite 56 AS,
also auf3erordentlich kurze putative Antigene kadier

Chr. 17 84124 84321 84494 84625 116004bp
(AF258545)

197 371 501
MU-WT-59.VII aaa 553bp

Abb. 4-8 Homologie von MU-WT-59.VII zu genomischer DNA (AF258545.2).

MU-WT-59.VII wurde von p92 kodiert. Die vorhergesagten ORF lagen bei bp 180-264 (26 AS) und
bp 197-371 (56 AS) (roter Kasten); letzterer wurde von einem stromaufwarts gelegenen Stopkodon
(dicker, vertikaler Balken) flankiert. Der am stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG initiierte ORF
wurde bei bp 2 terminiert. Von den beiden putativen ORF zeigte der kurzere eine bessere Kozak-
Sequenz im Bereich des Startkodons (GTTCATATGG versus AATTATATGG).
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Das putative AntigeMu-WT-59.VIII war identisch miNM23B.

Die MU-WT-59.VIIl -cDNAs waren 100% homolog zur NM23B-cDNA (NM_002512.1Abb.
4-9). In der SEREX-Datenbank fanden sich cDNA-Homadogiu den Antigenen Hom-Gliom-GT
3 aus Gliomgewebe (ID 212) und NW-F 102a aus déomd@rzinomzelllinie MZ-Co 1 (ID 2047).
Das NM23B-kodierende GEMME2 liegt auf Chromosom 17¢21-22 (Kelsell et al., 19093d wird

in verschiedenen adulten und malignen Geweben reigti darunter auch normale Niere und
Nierentumoren einschlielich WT (UniGene hs.463438)rch Northern—Blot-Untersuchungen
konnte die Expression von NM23B-mRNA in fast allemrmalen Geweben und in verschiedenen
Tumoren nachgewiesen werden (Schmits et al., 2002).

NM23B (Synonyme: nm23-H2, NME2) ist eine Untereimrger heterodimeren NDP-Kinasen
nm23, die an der Synthese von Nukleosidtriphosphdteteiligt sind. Zudem wurde es als
Transkriptionsfaktor PuF identifiziert, der untardarem die Aktivitdt des Protoonkogenisnyc
positiv reguliert (Postel et al., 1993). C-MYC dpieine Rolle bei der Zellproliferation und -
differenzierung sowie bei der Tumorentstehung.

164 173 194 225 683
NM23B : 822bp
(NM_002512)
629
MU-WT-59.Villa asa 650bp
650
MU-WT-59.VIilb aaa 664bp
MU-WT-59.Vilic 682bp

Abb. 4-9 cDNA-Homologie von MU-WT-59.VIIl zu NM23B (NM_002512.1).

MU-WT-59.VIIl wurde von p98 (a), p117.4 (b) und p216 (c) kodiert. Der NM23B-ORF war fir bp
225-683 angegeben und stromaufwarts nicht von einem in frame gelegenen Stopkodon flankiert,
so dass der N-Terminus des Proteins in vivo noch nicht sicher definiert ist. Der korrespondierende
ORF konnte im Bakterium vom stromaufwarts in frame gelegenen Vektor-ATG aller Plasmide
abgelesen worden sein.

61



4.3. Sequenzanalyse und Homologierecherche

Das putative AntigeMu-WT-59.1X war identisch miNARG2.

Die cDNA des Tumorantigens MU-WT-59.1xeigte eine 100%ige Homologie zu der cDNA der
langeren Transkriptionsvariante 1 ddMDA receptor regulated 2ZNARG2; NM_024611.4; s.
Abb. 4-10). In der SEREX-Datenbank fand sich kein Homolog.

DasNARG2Gen liegt auf Chromosom 15022.2 und wird in veiesdbdnen gesunden und malignen
Geweben einschlie3lich WT nachgewiesen (UniGer2008843). Mittels Northern-Blot-Analysen
war eine signifikante Expression von NARG2-mRNAfé@ialem Lungen-, Nieren-, Leber- und
Gehirn- sowie in adultem Hodengewebe nachgewieserdem. In adultem Leber-, Nieren-,

Gehirn- und anderen Geweben konnte keine oderinargeringe Expression festgestellt werden
(Sugiura et al., 2004).

Die genaue Funktion von NARG2 ist bislang nicht drai. Die exzitatorische Aminosaure
Glutamat ist das Substrat des N-Methyl-D-Aspartardptors (NMDAR), der bei der neuronalen
Entwicklung und Reizweiterleitung eine Rolle spiéurch Aktivierung des NMDAR1 wird die
Expression der NARG1-3 mRNA unterdruckt. Im Tiesterh mit NMDAR1knock-outMausen
kam es zu einer letalen Uberexpression der TraptskNARG1-3 (Sugiura et al., 2001).

NARG?2 26 2018 2186 3184 3692 7209bp
(NM_024611)

169 1167 1675
MU-WT-59.1X aaa 1694bp

Abb. 4-10 cDNA-Homologie von MU-WT-59.1X zu NARG2 (NM_024611.1).

Mu-WT-59.1X wurde von p110 kodiert. Der NARG2-ORF war fir bp 236-3184 angegeben, wurde
stromaufwarts von einem in frame gelegenen Stopkodon flankiert und war am 5 Ende nicht
komplett im klonierten Plasmid enthalten. Der vom stromaufwarts gelegenen Vektor-ATG
abgelesene ORF wurde bei bp 16 terminiert, so dass das putative Antigen im Bakterium
wahrscheinlich von einem alternativen, stromabwarts gelegenen Startkodon aus abgelesen worden
war (z.B. ATG bei bp 169). Daneben fanden sich finf alternative, kleinere ORF: bp 2656-2724 (23
AS), bp 2869-2964 (32 AS), bp 2998-3180 (61 AS), bp 3315-3383 (23 AS) und bp 3521-3589 (23
AS).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigeu-WT-59.X war 100% homolog zZDHX38.

Die 5’ inkompletten MU-WT-59.X-cDNAs waren 100% holag zur cDNA deDEAH (Asp-Glu-
Ala-His) box polypeptide 3@HX38; NM_014003.3; sAbb. 4-11), welches mit dem pre-mRNA
Splei3faktor hPrp16 identisch ist. In der SEREXdbdiank fand sich eine cDNA-Homologie zu
dem Antigen NGO-Br-2 (ID 802) aus Mammakarzinomgeeve

DasDHX38-Gen ist auf Chromosom 16g21-g22.3 lokalisiert umdiwn verschiedenen gesunden
und malignen Geweben, darunter auch Nierenzellkamzj exprimiert. Besonders hoch ist die
Expression in normalem Mamma- und LungengewebeGeme hs.570079). Weitere Daten zur

Expression des Gens fanden sich in der Literatthtni
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DHX38/Prpl6 ist zusammen mit anderen Spleil3faktaen zweiten katalytischen Schritt des
SpleiRvorgangs beteiligt ist (Zhou and Reed, 19%8).gehort zur Familie der DEAD/H-Box
Proteine, die durch das konservierte Motiv Asp-@la-Asp/His (DEAD/H) charakterisiert sind
und wahrscheinlich als RNA-Helikasen wirken. DEADB»@Proteine sind in die Verdnderung der
RNA-Sekundarstruktur, wie z.B. Initiation der Trai®n, nukledres und mitochondriales Spleil3en
und die Ansammlung von Ribosomen und SpleiBomealrert. Einige dieser Proteine sind an
Embryogenese, Spermatogenese, Zellwachstum urndngdieteiligt (Wang and Guthrie, 1998).

356 3508 4039 4445
DHX38 aaa 4470b
(NM_014003)
1 532 938
MU-WT-59.X aaa 961b

Abb. 4-11 cDNA-Homologie von MU-WT-59.X zu DHX38 (NM_014003.2).

MU-WT-59.X wurde von den zwei 5'-identischen Plasmiden (p105.1 und p105.2) kodiert; gezeigt
ist stellvertretend das cDNA-Insert von p105.2. Der ORF ist fir bp 356-4039 angegeben und
stromaufwérts von einem in frame gelegenen Stopkodon (dicker, vertikaler Balken) flankiert. Der
korrespondierende ORF in den klonierten Plasmiden war 5’ inkomplett und kénnte im Bakterium
vom stromaufwarts in frame gelegenen Vektor-ATG aus abgelesen worden sein (bp 1-532). Es gab
zwei alternative ORF: bp 4062-4103 (15 AS) und bp 4218-4307 (30 AS).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigtu-WT-59.X1 zeigte gegenuber dem klassischen
MYHS8 an acht Aminosdurepositionen bekannte Polymorgdmnsm

Die MU-WT-59.XI-cDNAs waren im sequenzierten Absithbis auf elf bekannt&NPshomolog
zur cDNA einer Isoform demyosin heavy chaifMYH8, gtMHC-F; NM_002472.1), die aus
fetalem Skelettmuskel gewonnen worden waAfh. 4.12).

Das MYH8Gen war auf Chromosom 17p13.1 lokalisiert und esumden Geweben (Niere,
Prostata, Herz) sowie Nierentumoren nachgewiesemdemo (UniGene hs.534028). Eine
Expressionsanalyse mit Hilfe von Northern-Blot-Hysierungen hatte ergeben, dass
MYHS8/gtMHC-F in fetalen Skelettmuskelzellen hoch,ddulten Skelettmuskelzellen niedrig und
in Herzmuskel sowie Lebergewebe nicht exprimiertdw{Bober et al., 1990; Feghali and
Leinwand, 1989).

Vom Myosin existieren mindestens zehn Isoformem, d@dn unterschiedlichen Genen kodiert
werden und in Abhangigkeit vom Entwicklungsstadiund Muskeltyp exprimiert werden (s. S. 53
MU-WT-59.1). MYH8 qilt als perinatale Form des Myns, die vor allem wahrend der
Entwicklung des Skelettmuskels exprimiert wird,biestimmten Muskeln persistiert und bei der
Regeneration von Muskelverletzungen reexprimiertlf#Veiss et al., 1999).
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84 6010
MYH8 6010bp
NM_002472 3 g g
- 2981 %8]3 3855 4584 5614
MU-WT-59.Xla 2218 5236hbp
aaa
His Asn (N, GluiLys [} His Asn n AspiGlu
MU-WT-59.Xlb a0 3193bp
GIn Glu His Asn : u
i Gl
MU-WT-59.Xlc 48 2306bp
g ’c\ c ’{ t c
Glu Lysn His Asn ’\ AS&I”
Glu GIn Ala Glu Trp Arg

Abb. 4-12 cDNA-Homologien von MU-WT-59.XI zu MYH8 (NM_002472).

MU-WT-59.XI wurde von den Plasmiden p59.1 (a), p114 (b) und p203 (c) kodiert. Der MYH8-ORF
war fur bp 74-5887 angegeben (NM_002472) und stromaufwaérts durch ein in frame gelegenes
Stopkodon (dicker, vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF war in allen Plasmide
5 inkomplett und koénnte im Bakterium vom stromaufwarts in frame gelegenen Vektor-ATG
abgelesen worden sein. Innerhalb dieses ORF fanden sich drei konservative und acht nicht-
konservative, bekannte SNPs: bp 2981 (c - g; GIn- Glu), bp 3344 (t-c; lle), bp 3811 (a—c; Gly),
bp 3813 (c—a; His— Asn), bp 3855 (g-a; Glu-Gly), bp 3962 (c-a; GIn-Lys), bp 4584 (c-a;
Ala - Glu), bp 4586 (¢ - a; His - Asn), bp 5147 (t-c; Trp - Arg), bp 5281 (c - t; Asp), bp 5613 (¢ - g;
Asp - Glu). Die nicht-konservativen SNPs wurden eingezeichnet (blaue Pfeile).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigdm-WT-59.X11 war 100% homolog zDACH1.

Die MU-WT-59.XII-cDNA war im sequenzierten Abschnit00% homolog zur cDNA der Isoform
a (Transkriptionsvariante 1) defachshund homologDrosophila) (DACH1; NM_080759.3; s.
Abb. 4-13). In der SEREX-Datenbank lagen keine Homologien vo

Das DACH-Gen war auf Chromosom 13g21-22 lokalisiert (Hamdhen al., 1999; Kozmik and
Cvekl, 1999) und in verschiedenen gesunden Gewedieschliel3lich Niere, sowie malignen
Geweben, darunter auch WT, nachgewiesen worderSgima hs.129452). Northern Blot Analysen
zeigten eine verstarkte Expression in Niere, Hexd Blazenta sowie eine geringere Expression in
Gehirn, Skelettmuskel, Lunge und Pankreas (Koznilale 1999). Es sind vier verschiedene
SpleiRvarianten des DACH beschrieben, die fiir goteedliche Isoformen kodieren. Die Variante
1 ist das vorherrschende Transkript und kodierdférisoform A, sie ist die langste Form (NCBI,
Nucleotide, NM_080759.3).

DACH ist ein fur das Zellschicksal in Auge, Bein dumNervensystem der Fliege wichtiger
Kernfaktor. Es ist ein Mitglied der Familie de&kiProtoonkogene und vermutlich in die
Entwicklung des Auges involviert (Ayres et al., 200
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424 1922 1958 2544 2692
DACH1 ___ 5240bp
(NM_080759)
71
MU-WT-59.XII 789bp

" aaa

Abb. 4-13 cDNA-Homologie von MU-WT-59.XII zu DACH1 (NM_080759.1).

MU-WT-59.XIl wurde von pl117.1 kodiert. Der DACH1-ORF lauft von bp 424 bis 2544
(NM_080759.1) und ist stromaufwarts von einem in frame gelegenen Stopkodon flankiert. Der
korrespondierende ORF des klonierten Plasmids wurde méglicherweise ab dem ATG an Position
36 (bp 36) abgelesen, er wurde stromaufwaérts nicht von einem in frame gelegenen Stopkodon
flankiert. Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde bei bp 34 durch ein Stopkodon beendet.
Es gibt zwei alternative ORF: bp 1953-2051 (33 AS) und 2058-2135 (26 AS).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigéu-WT-59.X111 war 100% homolog z8SRP1.

Die cDNA des Tumorantigens MU-WT-59.XIIl war bis faein inkomplettes 5’ Ende mit der
cDNAs desstructure specific recognition protein (BSRP1; NM_003146.2) identisch @&bb.
4-14). In der SEREX-Datenbank fanden sich Homologien NGO-St-119 (ID 1330) aus
Magenkarzinom- und zu NY-Co-19 (ID 28) aus Koloromgewebe. Es fanden sich zehn
alternative ORF mit einer Lange von 21-72 AS.

Das SSRPiGen liegt auf Chromosom 11g12 und wird ubiquit&pramiert. Es wurde auch in
normaler Niere, WT und Nierenzell-Karzinom nachgesen (UniGene hs.523680). Northern Blot
Analysen konnte die Expression von SSRP1 in veesigimen Normalgeweben vom Pavian sowie
in humanen Blasen- und Hodenkrebszelllinien nacksve{Bruhn et al., 1992).

SSRP1 bildet eine Untereinheit des Heterodimers FAfacilitates chromatin transcription
(Orphanides et al., 1999), einem Chromatin-spetiia Elongationsfaktor, ohne den die RNA-
Polymerase |l proximal des Promoters und somit aliehTranskription blockiert ware. FACT
interagiert spezifisch mit den Histonen H2A/H2B, diams Auseinanderdriften der Nukleosomen
(nucleosome disassamblynd die Elongation der Transkription zu erreichen.

Das putative AntigeMu-WT-59.X1V war 100% homolog zRPL 30.

Die MU-WT-59.XIV -cDNA zeigte eine 100%ige Homologie zu der am 5d&mtwas kirzeren
cDNA des ribosomal protein L30(RPL30; NM_000989.2; sAbb. 4-15. In der SEREX-
Datenbank fand sich eine Homologie zu NW-F 130 22!8) aus der Kolonkarzinom-Zelllinie
MzZ-Co 1.

Das Gen RPL30 liegt auf Chromosom 8922 (Feo efl@82) und wird ubiquitér exprimiert, auch
in normaler Niere und Nierentumorgewebe (UniGend(d8295). Eine Expression in WT ist in der
Literatur jedoch nicht beschrieben.

RPL30 gehort als Bestandteil der 60S Untereinhait LBOE-Familie der ribosomalen Proteine
(NM_000989; Stand 24.09.2007). Die ribosomalen énet katalysieren die Proteinsynthese und
bestehen aus einer kleinen 40S und einer grofRen WG@€reinheit. Gemeinsam sind diese
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Untereinheiten aus ca. 80 strukturell verschiedeResteinen zusammengesetzt, die von vier
Genen kodiert werden.

268 483 2394 2813
SSRP1 aaa 2825bp
(NM_003146)

1 1915 2331
MU-WT-59.XIlI aaa  2377pp

Abb. 4-14 c-DNA-Homologie von MU-WT-59.XIll zu SSRP1 (NM_003146.2)

MU-WT-59.XI1l wurde von pl117.3 kodiert. Der SSRP1-ORF ist flr bp 268-2394 (NM_003146.2)
angegeben, stromaufwarts ist er von einem in frame gelegenen Stopkodon (kurzer schwarzer,
vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF in p117.3 (bp 1-1915) wurde im Bakterium
maglicherweise vom stromaufwarts in frame gelegenen Vektor-ATG aus abgelesen. Es fanden sich
neun kleine, alternative ORF: bp 492-560 (23 AS), bp 729-842 (38 AS), bp 909-597 (43 AS), bp
1383-1559 (59 AS), bp 1665-1883 (73 AS), bp 1902-2102 (67 AS), bp 2274-2348 (25 AS), bp
2391-2697 (69 AS) und bp 2584-2676 (31 AS).

1 71 418 504

RPL30 aaa 524bp

(NM_000989)

45 125 462 548

1
MU-WT-59.XI g 248bD

Abb. 4-15 cDNA-Homologie von MU-WT-59.XIV zu RPL 30 (NM_000989.2).

MU-WT-59.XIV wurde von pl18 kodiert. Der RPL30-ORF ist fur bp 71-418 (NM_000989.2)
angegeben und wird wie der korrespondierende ORF in p118 stromaufwarts von einem in frame
gelegenen Stopkodon (kurzer schwarzer, vertikaler Balken) flankiert. Der vom Vektor-ATG
ausgehende ORF wird bei bp 181 beendet. Es gibt einen alternativen ORF: bp 258-455 (66 AS).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigeu-WT-59.XV war 100% homolog zRPL 13.

Die 5 inkompletteMU-WT-59.XV -cDNA zeigte eine 100%ige Homologie zu der cDNA des
ribosomal protein LIFRPL13; NM_000977.2; Abb. 4-16). In der SEREX-Datenbank fand sich
kein cDNA-Homolog.

DasRPL13Gen ist auf Chromosom 16qg24.3 lokalisiert (Kenniatlal., 1998) und wird ubiquitér
exprimiert, auch in normaler Niere, WT und andexegrentumoren (UniGene hs.410817).

RPL13 gehort wie RPL30 zur 60S Untereinheit riboslemProteine (s. S. 65 RPL30).
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52 475 514 687 710

RPL13
(NM_000977)

1 40 213 236 297bp

MU-WT-59.XV

aaa

Abb. 4-16 cDNA-Homologien von MU-WT-59.XV zu RPL13 (NM_000977.2)

MU-WT-59.XV wurde von p131.1 kodiert. Der RPL13-ORF ist fur bp 52-687 (NM_000977.2)
angegeben und stromaufwarts von einem in frame gelegenen Stopkodon (kurzer schwarzer,
vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF in p131.1 lag nicht mit dem stromaufwarts
gelegenen Vektor-ATG in frame und wurde deshalb im Bakterium wahrscheinlich vom
stromabwarts nachstgelegenen Startkodon aus abgelesen (z.B. ATG, bp 40). Der vom Vektor-ATG
ausgehende ORF wurde bei bp 10 durch ein Stopkodon beendet. Es gab keine alternativen ORF.

Die N-terminal inkompletten, putativen Antigene dé&amilie  Mu-WT-59.XVI waren
wahrscheinlich Spleivarianten votebulin.

Die 5’ inkomplette Familie der MU-WT-59.XVI-cDNAsnterschied sich von der Nebulin (NEB)-
cDNA aus Skelettmuskel (NM_004543; Abb. 4-17) durch zahlreiche Basenaustausche und
Deletionen, die wahrscheinlich durch alternativggdeBen generiert wurden. Laut SEREX-
Datenbank wurde Nebulin bisher noch nicht mit SER&tifiziert.

DasNEB-Gen liegt auf Chromosom 2922 in der NEM2 Regiod wird in diversen gesunden und
malignen Geweben nachgewiesen (UniGene hs.555888)Expression ist anscheinend nicht
muskelspezifisch, da Joo und Kollegen Nebulin duRFR-PCR Analysen in Gehirn-, Herz-,
Magen- und Lebergewebe eines Huhnerembryos naotnvdisnnten (Joo et al.,, 2004). Eine
Expression in WT ist in der Literatur nicht beseben.

Nebulin ist ein sehr groRRes Strukturprotein des RdlssE 800 kDa), das mit dem C-Terminus in
der Z-Scheibe des Sarkomers verankert ist und diertLange und Architektur der dinnen
Filamente reguliert (Wang et al., 1996). Seine @ré&iiert abhéngig von Gewebeart, Spezies und
Entwicklungstadium (Stedman et al., 1988).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigdiu-WT-59.XVI1 war homolog zdQWD1.

Die MU-WT-59.XVII -cDNAs zeigten im sequenzierten Abschnitt eine li@g@%omologie zu
den cDNAs der Transkriptionsvarianten 1 (NM_0184429 2 (NM_001017977) dé® motif and
WD repeats A(IQWD1). Der Transkriptionsvariante 2 fehlt im \gégich zur Variante 1 eiin-
frame gelegenes Exon (Exon 12, 60bpA®Db. 4-18. Synonym verwendete Namen sindman
nuclear receptor interaction proteifNRIP), MSTP055, PC326 und andere. Unter den durch
SEREX identifizierten Antigenen fand sich eine Héogee zu HOM-TSMa4-9 (ID 742) und zu
dem als Tumorantigen klassifizierten HOM-TES-95 {8E&434.1) aus Hodengewebe.

Das IQWD1-Gen liegt auf Chromosom 1024.23 und wird ubiquigxprimiert (UniGene
hs.435741). Eine Expression in WT ist in der Literanicht beschrieben. Tsai et al. fanden in ihren
Untersuchungen Hinweise, dass das NRIP als LigaatdbBéngiger Koaktivator von
Steroidrezeptore (Androgen- und Glukokortikoidrdpegn) agiert (Tsai et al., 2005).
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Exon 138 139 140 142 143

Comosom?

399
15477
15966

| 17812
17887
17917

19132
19226
19335
19411
155065
19508
20408

20839bp

Nebuln _FAEiEswemmemmmenees =
(NM_004543)

3580 3606 36‘557 4467

_279% -1 86bp/-7 4911bp

Tt tgt

MU-WT-59.XVia

106 3446 3447 4257

- \1 86bp,_7 4694bp
t gt
n

MU-WT-59.XVIb

Ala Gly
46 1321 1322 | 1507 1508 2412

93b
AP — S 5

ga N V tgt
n

Leu Met Thr Ser

4 1525 1526 2430
2680bp
ga tgt

Ser Phe

MU-WT-59.XVId

Val Gly

Abb. 4-17 cDNA-Homologie von MU-WT-59.XVI zu Nebulin (NM_004543).

MU-WT-59.XVI wurde von p49, p52.1, p64.1, p64.2, p94.1, p113, p115.2, p121, p141.1 und p158.1
kodiert. Der ORF des Nebulin (NM_004543) ist fir bp 399-20408 angegeben. Der
korrespondierende ORF aller Plasmide wurde in keinem Plasmid stromabwarts durch ein
Stopkodon flankiert. Die vom Vektor-ATG ausgehenden ORF wurden in allen Plasmiden nach
maximal 88 Basen durch ein Stopkodon beendet. Es lagen vier verschiedene Splei3varianten vor,
die entsprechenden fehlenden Exons sind in der Grafik eingetragen. Es fanden sich auRerdem 14
alternative ORF, von denen der langste 89 AS entsprach. Im translatierten Bereich fanden sich funf
neue nicht-konservative Basenaustausche (SNP): bp 18590 (t—g; Val—Gly), bp 19042 (t—a;
Leu—Met), bp 20225(c—t; Ser—Phe), bp 20228 (c—g; Thr—Ser) und bp 20231 (c—t; Ala—Gly).
Vier weitere neue SNP lagen im 3’ untranslatierten Bereich vor.
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Exon 12

Chromosom 1

243 683 1620 1681 2883 3236 3285 3291

IOWD1.1 aaa 3303bp
(NM_018442)

305 317 1621 2823
IOWD1.2 ‘ - 3176 3225 322;.aa 3243bp
(NM_001017977) Ve

368 1249 1305 2507

MU-WT-59.XVila 280 2980bp
MU-WT-59.XVIIb 2937 28 3036bp

Abb. 4-18 cDNA-Homologien von MU-WT-59.XVIlI zu IQWD1, Transkriptionsvariante 1 und 2
(NM_018442, NM_001017977).

MU-WT-59.XVII wurde von p163.2 (a) und p173.2 (b) kodiert. Der IQWD1-ORF ist fur bp 243-2883
angegeben und wird stromaufwérts von einem in frame gelegenen Stopkodon (kurzer schwarzer,
vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF von MU-WT-59.XVIlI wurde im Bakterium
wahrscheinlich vom ATG bei bp 368 in p163.2 bzw. bp 380 in pl73.2 aus abgelesen, die
stromaufwarts nicht von einem Stopkodon flankiert waren. Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF
wurde bei bp 62 (p173.2) und bp 40 (p163.2) beendet. Es gab sieben alternative ORF: bp 81-164
(28 AS), bp 393-500 (36 AS), bp 594-707 (38 AS), bp 729-869 (47 AS), bp 1752-1988 (79 AS), bp
2678-2788 (37 AS) und bp 2853-2960 (36 AS). Ein Basenaustausch in der p163.2-cDNA an
Position 1249 (c—t; Asp) fiihrt zu keiner Anderung der AS-Sequenz. Es lagen zwei SpleiRvarianten
vor, das entsprechende Exon 12 ist in der Grafik eingetragen (grin).

Das N-terminal inkomplette, putative Antigdmu-WT-59.XVIII war eine SpleiRvariante des
GCC2.

Die MU-WT-59.XVIII -cDNA war homolog zur cDNA der Transkriptionsvatar? desGRIP
coiled-coil protein(GCC2; NM_014635.3) aus Gehirn fhb. 4.19. Die ersten 217 bp der MU-
WT-59.XVIlII cDNA waren 100% homolog zur genomische&equenz auf Chromosom 2
(AC012487.12), die bei GCC2 heraus gesplei3t wondan Ebenso verhielt es sich mit den
Sequenzabschnitten bp 2685-3396 und bp 3467-3889.aldernative 3'Ende enthielt nach 14bp
ein Stopkodon, so dass das MU-WT-59.XVIII-Antigemrch einen kurzen alternativen C-
Terminus charakterisiert war. Zuséatzlich fanderh dtomologien zu den cDNAs der SEREX-
AntigeneCTCL sel-1cDNA (AF273042.1; ID2017) aus Hodengewebe, NGG&(ID 261) aus
Magengewebe, NGO-Pr-1 (ID 594) aus Prostatakarzijemmbe sowie de£lLL-associated
antigen KW-11(AF432211.1). Die SpleiRvariante aus WT-Gewebe vear.
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Das GCC2Gen liegt auf Chromosom 2g12.3 und wird in adul@sweben ubiquitér exprimiert
(Eichmuller et al., 2001). Es gibt in der Literakeine Daten Uber die Expression von GCC2 in
WT.

GCC2 ist ein Membranprotein des trans-Golgiapparalessen Funktion noch nicht geklart ist.
Das Protein enthélt eine GRIP-Domane, die wahratibbials Zielstruktur fir Vesikel dient (Luke
et al., 2003).

Intron 4-5 Intron 5-6 Intron 6-7
Chromosom 2
314 30 2798 2799 2870 2871 5065

GCC2 INNE 6833bp
(NM_014635)

318bp 710bp 413bp

1217 2699 3396 3467

MU-WT-59.XVIII aaa 3898bp

Abb. 4-19 Homologien der MU-WT-59.XVIII-cDNA zur cDNA des GCC2 (NM_014635.3).

MU-WT-59.XVIIl wurde p174.2 und p278 kodiert. Der GCC2-ORF ist fur bp 314-5065 angegeben
(NM_014635.3) und stromaufwérts von einem in frame gelegenen Stopkodon flankiert. Der
korrespondierende ORF in den MU-WT-59.XVIlIl cDNAs war aufgrund alternativen Splei3ens
different. An drei Positionen lagen Insertionen von Introns vor (Intron 4-5, bp 1-217; Intron 5-6, bp
2685-3396 und Intron 6-7, bp 3467-3880). Durch die Insertion des Introns 5-6 kam es zu einem
frameshift des MU-WT-59.XVIII-ORF und zu einer vorzeitigen Termination (griiner Kasten). Die zu
den differenten cDNA-Abschnitten korrespondierenden Introns wurden in der genomischen DNA
markiert. Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde bei bp 191 beendet. Es gab neun
alternative ORF: bp 433-513 (27 AS), 526-630 (35 AS), 1447-1509 (21 AS), 2137-2277 (47 AS),
2916-2990 (25 AS), 2977-3102 (42 AS), 3302-3394 (31 AS), 3474-3545 (26 AS), 3798-3866 (23
AS). Die Inserts von pl74.2 und p278 sind bei identischen 5 Ende hdchstwahrscheinlich
Amplifikate derselben Primar-cDNA, so dass lediglich eine der beiden cDNAs komplett sequenziert
wurde.

Das putative AntigeMu-WT-59.X1X war identisch miEL J32476/ROCK1.

Die MU-WT-59.XIX-cDNA war im sequenzierten Abschnitis auf die Insertion einer Base 100%
homolog zu der cDNA deRho associated, coiled-coil containing protein lsaap166G°°“
(ROCK1; NM_005406.1), die sich von der cDNA des dtyyetischen Proteins FLJ32476 fis
(AK057038.1) durch ein langeres 3'- und kirzeresEBde sowie einzelne Basenaustausche
unterschied. Aufgrund der oben genannten Insestims MU-WT-59.XIX einen kurzeren ORF
auf (s.Abb. 4-19. In der SEREX-Datenbank fand sich eine HomolagieNY-REN-35 (ID 444)
aus Nierenkarzinom.

Das ROCKtGen liegt auf Chromosom 18q11.1 und wird in veiesdbnen gesunden Geweben,
einschlie3lich Niere, und malignen Geweben, einelith Nierenkarzinom, exprimiert (UniGene
hs.306307). ROCK1 wurde durchmmunoblotting und Immunhistochemie in 18 von 21

70



4. Ergebnisse

Pankreaskarzinom-Geweben nachgewiesen (85,7%)t jmidbch in normalem Pankreasgewebe
(Kaneko et al., 2002). Eine Expression in WT wurdder Literatur bisher nicht beschrieben.
ROCK1 (ROK3) ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die duatdung an die GTP-gebundene
Form der kleinen GTPase Rho aktiviert wird und o Rho-vermittelte Zytokinese, Kontraktion
der glatten Muskelzellen, Bildung von Aktinfilament fokale Zelladh&sion und Aktivierung des
c-fos serum response elemeasguliert. ROCK1 greift auRerdem durch Phospherylig und
Inhibition dermyosin light chaifMLC) phosphatasén die Muskelkontraktion ein. Therapeutisch
wird dieser zweite Signalweg zur Behandlung zelebMasospasmen durch Inhibition der kleinen
GTPase Rho unterbrochen (Maekawa et al., 1999).

362 476 783 1936 2169
ROCK1 4065bp
(NM_005406)

FLJ32476 2878bp
(AK057038)
442
60 422 495 536 843 1995 2208
MU-WT-59.XIX 2235bp

Abb. 4-20 cDNA-Homologie von MU-WT-59.XIX zu ROCK1 (NM_005406.1) und FLJ32476
(AK057038.1).

MU-WT-59.XIX wurde von pl176.1 kodiert. Der 5 ROCK1-ORF ist von bp 1-4065 (ATG bei bpl,
TAA bei bp 4065) angegeben (NM_005406.1). Der korrespondierende ORF der FLJ32476-cDNA
(ATG bei bp 943) wurde durch den Austausch von Guanin durch Alanin an Position bp 1725
vorzeitig beendet. Der korrespondierende ORF (ATG bei bp 60) von MU-WT-59.XIX zeigte durch
die Insertion einer Base bei bp 422 einen frameshift (griin markiert), der zu einem vorzeitigen Stop
bei bp 495 fuhrte. Beide ORF wurden stromaufwérts von einem Stopkodon flankiert (kurzer
schwarzer, vertikaler Balken). Ein stromabwarts der Insertion in der pl76.1-cDNA in frame
gelegenes Startkodon bei bp 442 setzt den korrespondieren ORF fort (blau). Er wird nicht von
einem Stopkodon beendet. Der vom Vektor-ATG ausgehende ORF wurde bei bp 3 durch TGA
beendet. Es gibt drei alternative ORF: bp 579-665 (29 AS), bp 1166-1246 (27 AS) und bp 1295-
1396 (34 AS). Ein Basenaustausch bei bp 1418 (g—t; Gly—Val) fiihrt zu einer Anderung der
Proteinsequenz von FLJ32476.

Das putative AntigeMu-WT-59.XX war identisch miROCK2.

Die 5’ inkomplette MU-WT-59.XX-cDNA zeigte im segueerten Abschnitt eine fast 100%ige
Homologie zu der cDNAder Rho associated, coiled-coil containing protkinase 2(ROCK2;
NM_004850.2; sAbb. 4-21). In der SEREX-Datenbank fand sich eine HomolagiédNW-Twe 37
(ID 2069) aus Testis und NY-TLU-54-T3 (ID 2726).

DasROCK2Gen war auf Chromosom 2p24 lokalisiert worden @Feshi et al., 1999) und wird in
verschiedenen gesunden und malignen Geweben, daranich Nierenzellkarzinomgewebe,
exprimiert (UniGene hs.58617). Durch RT-PCR-Untemsungen wurde die Expression von
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ROCK-mRNA in verschiedenen normalen Geweben gefun@shikawa et al., 1998). Eine
Expression in WT wurde in der Literatur bisher nibaschrieben.

ROCK2 (ROKu) ist ein Isoenzym von ROCK1 und hat ahnliche Fiamgn inne. Die beiden
Isoformen ROCK1 (p16t%“X) und ROCK2 sind zu 60% identisch (Trauger et24102).
Zusammenfassend war das putative Antigen MU-WT-BO.Xit der Proteinkinase ROCK2
identisch.

ROCK2 6401bp
(NM_004850)

1 2205 3996
MU-WT-59.XX asa  4019bp

Abb. 4-21 cDNA-Homologie von MU-WT-59.XX zu ROCK2 (NM_004850.1).

MU-WT-59.XX wurde von pl176.3 kodiert. Der ROCK2-ORF ist fir bp 450-4616 (NM_004850)
angegeben und wird stromaufwérts von einem in frame gelegenen Stopkodon (kurzer schwarzer,
vertikaler Balken) flankiert. Der korrespondierende ORF in p176.3 wurde 5’ inkomplett kloniert und
maoglicherweise vom Vektor-ATG aus abgelesen.

Im 3'UTR stromabwaérts lagen ein Basenaustausch (a—g) bei bp 2494 und eine Deletion von zwei
Basen in einer poly-TA-Sequenz vor. Die ROCK2-cDNA zeigte zum 3’ Ende hin in einer poly-T-
Sequenz den Verlust von einer Guanin- und mehreren Thyminbasen. Nur die TA-Deletion in
pl176.3 fuhrte zu der Verlangerung eines alternativen ORF (bp 2593-2802; 70 AS). Es lagen zehn
weitere alternative ORF vor: bp 1202-1268 (22 AS), bp 1660-1873 (71 AS), bp 2217-2367 (50 AS),
bp 2783-2942 (53 AS), bp 2919-3099 (60 AS), bp 3144-3219 (25 AS), bp 3368-3439 (24 AS), bp
3550-4019 (156 AS), bp 3648-3783 (45 AS).

Das putative AntigeMu-WT-59.XXI war identisch miCEP290.

Die 5 inkomplette MU-WT-59.XXI-cDNA zeigte im seguzierten Bereich eine 100%ige
Homologie zu der cDNA desentrosomal protein 290kDE@CEP290; NM_025114; #\bb. 4-22).
Dieses Protein ist identisch mit dem Tumor-assdeiie Antigen 3H11, das durch den

monoklonalen Ak 3H11 spezifisch auf verschiedenemdrgeweben identifiziert worden war
(Guo et al., 2004). In der SEREX-Datenbank fant sine Homologie zurBEREX-Antigen se2-
aus Hodengewebe (AF273044.1; ID 2019).

Das CEP290Gen liegt auf Chromosom 12¢21.33 (UniGene Hs.18p4Burch RT-PCR wurde
seine ubiquitdr Expression nachgewiesen (Eichmwteal., 2001) Chen und Shou konnten in
Northern Blot- und RT-PCR-Untersuchungen das Vomkam von mRNA des 3H11-Antigens in
verschiedenen malignen Geweben, darunter Kolon-ari@v und Lungenkarzinom. Keine
Expression fanden sie in den untersuchten gesuri@eweben (Kolon-, Rektum-, Herz-,
Osophagus und endotheliale Zellen) (Chen and Sfi,).

Anderson et al. identifizierten das oben genanmtgelh als einen Bestandteil des Zentromers
(Andersen et al., 2003). Guo et al. bestatigteneseytoplasmatische und nukleare Lokalisation
(Guo et al., 2004) und konnten auferdem Bereiche warschiedenen Funktionen (N-
Glycosilierung, Tyrosin-Sulfatierung, Phosphoriieg und andere) nachweisen. CEP290
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interagiert mit und moduliert den Transkriptionstak ATF4, der mit der cAMP-abhangigen
Bildung renaler Zysten in Verbindung steht (Sayeale 2006).

Mutationen imCEP290Gen sind mit dem Joubert-Syndrom assoziiert (Sayat., 2006; Valente

et al., 2006), einer Erkrankung, die mit Nephroish Retinadegeneration und einer Aplasie des
Kleinhirnwurms einher geht. Auch kdnnen Mutationen CEP290Gen zur kongenitalen
Aumaurosis LeberLeber congenital amaurogiseinem haufigen Grund fur die Erblindung im
Kindesalter, fuhren (den Hollander et al., 2006).

Zusammenfassend war das putative Antigen MU-WT-B9.Kit dem Antigen CEP290/se2-2
identisch.

CEP290 345 5257 7784

9 7951bp
(NM_025114)

MU-WT-59.XXI 2682bp

Abb. 4-22 cDNA-Homologie von Mu-WT-59.XX| zu CEP290 (NM_025114).

MU-WT-59.XXI wurde von p206 kodiert. Der CEP290-ORF wurde fur bp 345-7784 (2480 AS)
angegeben und war stromaufwarts von einem Stopkodon (kurzer, schwarzer vertikaler Balken)
flankiert. Der korrespondierende MU-WT-59.XXI-ORF ging mdglicherweise vom Vektor-ATG aus.
Es gab drei kurze alternative ORF bei bp 559-637 (26 AS), 1663-1762 (33 AS) und 2029-2125 (32
AS).
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Name MU-WT-59. | Normalgewebe Tumorgewebe Referenz
MYH3 I Fetales Gewebe (Eller et al., 1989)
Diverse Diverse UniGene
Diverse HPRD
HSF2 Il Diverse Diverse UniGene
Plattenepithelzell- (Heubeck et al., 2006)
karzinom
Gehirn (Walsh et al., 1997)
Hoden, Niere, Diverse (Heubeck et al., 2006)
Leber, Thymus, Plattenepithel-
Haut karzinome aus dem
Kopf-Hals-Bereich
LRRFIP2 11 Diverse Diverse UniGene
APP Diverse Diverse UniGene
Lymphozyten, (Bullido et al., 1996)
Monozyten
Gehirn (Beyreuther et al., 1993)
CCDC46 v Diverse Diverse UniGene
MSH2 \% Diverse Diverse UniGene
Blut, Kolon (Genuardi et al., 1998)
Lymphozyten, Darm (Wei et al., 1995)
Pankreas > Hoden  Pankreaskarzinom (Okada et al., 2005)
> Magen > Lunge,
Plazenta > Gehirn >
Niere
Adulte Leber, fetale (Rasmussen et al., 2000)
Leber; diverse
Leberzelllinien
GNPAT VI Diverse Diverse UniGene
Plazenta, Leber, (Ofman and Wanders, 1994)
Haut
Niere (Schutgens et al., 1984)
Gehirn (Thai et al., 1997)
- Vi - - -
NM23B VIII Gehirn (Kim et al., 2002)
Neutrophile (Guignard and Markert, 1996)
Granulozyten
B-Lymphozyten (Jietal., 1995)
NAGR2 IX Diverse Diverse UniGene

Fetales Gewebe,
Testis > Lunge >>>
Niere

(Sugiura et al., 2004)

Tab. 4-8 Publizierte Genexpressionsdaten zu MU-WT-59.1-IX.
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Name MU-WT-59. | Normalgewebe Tumorgewebe Referenz
DHX38 X Diverse Diverse UniGene
MYHS8 XI Skelettmuskulatur (Feghali and Leinwand, 1989)
Fetales Gewebe (Jullian et al., 1995)
Diverse Nierentumor UniGene
Diverse HPRD
DACH1 Xl Diverse Diverse UniGene
Niere, Herz, Leber, (Ayres et al., 2001)
Skelettmuskulatur,
Plazenta >>>
Gehirn, Milz, Lunge,
Leukozyten
SSRP1 Xl Diverse Diverse UniGene
Diverse (Bruhn et al., 1992)
RPL30 XV Diverse Diverse UniGene
Diverse Diverse Cancerlmmunome Database
(ID 2048)
Medulloblastom (De Bortoli et al., 2006)
RPL13 XV Diverse Diverse UniGene
Benigne Mammakarzinom (Adams et al., 1992)
Mammalésionen (gering)
(hoch)
Nebulin XVI Diverse Diverse UniGene
Muskulatur (Zeviani et al., 1988)
IQWD XVII Diverse Diverse UniGene
Diverse Diverse (Tureci et al., 2002)
GCC2 XVIII Diverse Diverse UniGene
Fetale Gewebe, Leukamie- und (Eichmdller et al., 2001)
Knochenmark, Herz, Melanomzelllinien
Niere, Leber, Lunge,
Pankreas, Testis,
Plazenta u.a.
ROCK1 XIX Diverse Diverse UniGene
Lymphozyten (Vicente-Manzanares et al.,
2002; Bardi et al., 2003)
Myometrium (Moran et al., 2002)
Pankreaskarzinom  (Kaneko et al., 2002)
ROCK2 XX Diverse Diverse UniGene
Herz, Gehirn, (Ishikawa et al., 1998)

Lunge, Leber,
Skelettmuskulatur,
Niere, Pankreas,
Milz, Testis, Ovar

Tab. 4-9 Publizierte Genexpressionsdaten zu MU-WT-59.X-XX.
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Magenkarzinom
Kolonkarzinom,
Rektumkarzinom,
Ovarialkarzinom,
Zervixkarzinom,
Harnblasenkarzinom,
Herztumor,
Leukamie- und
Tumorzelllinien (K562,
Hela, MG803, B10)

Name MU-WT-59. | Normalgewebe  Tumorgewebe Referenz
CEP290 XXI Diverse Diverse (Eichmuller et al., 2001)
Diverse Diverse UniGene
Diverse (Wong et al., 1990)
Gehirn (Valente et al., 2006)
Keine Osophaguskarzinom, (Chen and Shou, 2001)

Tab. 4-10 Publizierte Genexpressionsdaten zu MU-WT-59.XXI.
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5. Diskussion

Die vorliegende Studie zeigte, dass der untersubiife ein weites Spektrum an Antigenen
exprimierte und lie3 vermuten, dass weitere SEREXetsuchungen an anderen WT dieses
Spektrum noch erweitern wirden. Die identifiziert&mtigene gehorten verschiedenartigen
Proteinklassen an, darunter einige, die an der xpeassion und Zellproliferation beteiligt sind wie
Transkriptionsfaktoren  (HSF2, NM23B, SSRP1), DNApRetur-Enzyme (MSH2),
SpleiRfaktoren (DHX38), Protoonkogene (DACH), adech einige, die fur die Zytokinese wichtig
sind (MYH3 und 8, ROCK1 und 2) oder ribosomale Pira¢ darstellen (L13 und L30).

In der aktuellen SEREX-Untersuchung wurden insge&2nKlone identifiziert, die sich 21 Genen
zuordnen lieRRen. Aufgrund der vorliegenden Erged@gurden die drei Antigene MU-WT-59.V, -
59.1X und -59.XIlI, als Tumorantigene eingestuft6 Antigene wurden den Autoantigenen
zugeordnet, da sie mit zwei oder meht@%) der getesteten Normalseren reagierten. Zwgerge
Antigene, MU-WT-59.VI und -59.VII, reagierten miineinem Normalserum; ihre Zugehorigkeit
zur einen oder anderen Gruppe konnte anhand damezigergebnisse nicht sicher beurteilt werden.
In der nachfolgenden Diskussion werden die eigelA-Ergebnisse mit differentiellen
serologischen Befunden anderer Autoren verglicheim eine moglichst zuverlassige
Klassifizierung der Antigene zu erreichen.

Das Serum des Madchens, dessen Tumormaterial zatelfieng der cONA-Bibliothek diente, lag
in einer Konzentration von 1:800 vor. Die anderene® waren fur das Screening 1:300 verdunnt
worden. Erfolgreiche SEREX-Screens sind auch laekeh Verdinnungen von bis zu 1:1000 in
der Literatur beschrieben (Chen et al., 2005; Hha et al., 2005; Kim et al., 2004; Okada et al.,
2006). Bei sehr hoher Serumverdiinnung wird allg@sligine geringere Sensitivitat der Analyse in
Kauf genommen, weshalb in der eigenen Arbeitsgruppeausreichendem Ausgangsmaterial
vorzugsweise Serumverdinnungen von 1:100 bis 1f80Glie Screeningexperimente gewahlt
werden.

Eine Voraussetzung fur den Erfolg von tumorspedifes), immuntherapeutischen Strategien ist die
Existenz und die Identifikation von Genen, die eder ausschlielRlich oder zumindest
vorzugsweise in malignen Zellen exprimiert werdenMergleich zu Normalgeweben (Schmits et
al., 2002). Eigene mRNA-Expressionsanalysen wanedieser Arbeit nicht vorgesehen, aber es
sollten alle verfigbaren Informationen zur Expressider identifizierten Gene aus Daten- und
Literaturbanken zusammengetragen und diskutierti@ver

Da die identifizierten Antigene zwar hochstwahrsclieh zu den jeweils klassischen
Genprodukten der kodierenden Gene homolog wares, jéidoch nicht durch eine aufwéndige
serologische Testung von rekombinantem Antigen piiéirwurde, wird auch in der Diskussion
weiterhin vorsichtig von putativen Homologen desskischen Genprodukts gesprochen.

5.1. Potentielle Tumorantigene

Tumorantigene sind definitionsgemal Antigene, gegdia Ak nur in Tumorpatienten

nachgewiesen werden kénnen. Es gibt verschiedetgljaine Ursachen dafiir, dass diese Proteine

nur im Kontext von Tumoren immunogen wirken: zumesi kbnnen Mutationen, alternative
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MRNA-Prozessierung und alternative Proteinprozessgezu einer Strukturéanderung fuhren, die
ein Neoepitop zur Folge hat, zum anderen kann dmigénitdt auch durch ein verandertes
Expressionsmuster verursacht sein, z.B. durch Wpesssion oder durch Expression in Gewebe,
das immunologisch besser zuganglich ist als dieléeg Antigenquelle.

Das putative MSH2-Homolog MU-WT-59.V wirkte wahesohch aufgrund
einer Tumor-assoziierten Uberexpression immunogen.

MU-WT-59.V war wahrscheinlich identisch mit demismatch repaiProtein MSH2. Es stellte
sich in dieser Arbeit als ein Tumorantigen mit sabtv immunogener Potenz dar, da zwar bei
keinem gesunden Probanden, aber auch nur bei Jgtbrpatienten (5%) eine Seroreaktivitat
nachzuweisen war. In der DSA einer anderen Arbeipgme, die MSH2 mit SEREX in
Pankreaskarzinomgewebe identifiziert hatte, koretienfalls keine Immunreaktion mit Serum
gesunder Probanden (0/34) nachgewiesen werden?, B4t (8/108) reaktiven Individuen lag das
Vorkommen spezifischer Ak bei Tumorpatienten ineeidhnlichen GroéRenordnung wie in der
eigenen Untersuchung. Die Ak waren wie in der gieicUntersuchung nur im Kontext bestimmter
Entitdten zu detektierten (5/37 bei Pankreaskamzjn@/8 bei Nierenzellkarzinom, 1/10 bei
Prostatakarzinom, 1/6 bei EndometriumskarzinomjieRen mit anderen Tumoren wiesen keine
Ak auf (0/10 mit (")sophaguskarzinom, 0/10 mit Melem®/10 mit Harnblasenkarzinom, 0/17 mit
Kolonkarzinom). Anti-MSH2-Ak wurden in dieser Stadauch bei 4,9% (5/102) Patienten mit
Dermatomyositis (DM) oder Polymyositis (PM) detektj so dass MSH2 letztendlich wohl eher
als Autoantigen zu klassifizieren ist (Okada et2005).

Um den Mechanismus der Immunogenitat aufzuklaratieh Okada und Kollegen vergleichende
immunhistochemische Untersuchungen von normalenkrBasgewebe und Gewebe duktaler
Pankreaskarzinome durchgefiihrt und dabei eine M8biexpression in letzteren festgestellt
(Okada et al. 2005). Eine Uberexpression von MSH2 wmuvor bereits in anderen malignen
Tumoren, z.B. dem Glioblastoma multiforme (Srivaataet al.,, 2004), bei malignen
Speicheldrisentumoren (Castrilli et al., 2002) wmdthelialen Neoplasien (Leach et al., 2000)
beschrieben worden. Dariber hinaus hatte Idikio Ek@ression von MSH2 in verschiedenen
padiatrischen Tumoren untersucht und eine Uberesgjme des Proteins in WT (4/4), Neuro- und
Hepatoblastomen, Lymphomen und Sarkomen gefundéigl 2001). Auch die Tatsache, dass in
der vorliegenden SEREX-Untersuchung vier verscimedeDNAs kloniert wurden, die MSH2
kodierten, sprach dafir, dass die korrespondierem@EA in dem untersuchten WT relativ stark
exprimiert worden war. Die tumorassoziierte Uberegpion des Antigens lieferte eine gute
Erklarung fur die tumorassoziierte Induktion demimmantwort. Ob dieser Mechanismus auch im
Kontext von Autoimmunerkrankungen zutrifft, ist lisg unklar. Zur Expression in entziindetem
Gewebe von Patienten mit DM oder PM liegen keinéeBavor. Die biologische Bedeutung der
MSH2-Uberexpression in Tumoren ist noch unklar.

Da sich im Sequenzvergleich eine 100%ige Homolagisschen den WT-Antigenen der Gruppe
MU-WT-59.V und MSH2 (NM_000251.1) herausstellte,rvelee Immunogenitat eher nicht auf
mdgliche Abweichungen der Proteinstruktur in niklonierten Abschnitten der Antigene oder auf

eine Expression von alternativen ORFs zurlckzufiiddlerdings sind Mutationen ilSH2Gen
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und in vielen anderemmismatch repa#Genen durchaus beschrieben und fir eine erhdhte
Krebsneigung der betroffenen Personen verantwbrg@nacht worden (Etzler et al., 2007).
Interessant ist die Beobachtung, dass die Expressiigermismatch repaiGene einschliellich
des MSH2 in differenzierten Tumoren eher héherralgndifferenzierten ist (Chen et al., 2003).
Erste Evidenzen fir eine prognostische Bedeutung M8H2-Expression liegen fir andere
Tumorentitaten als WT bereits vor (Lanza et alQ&0Leach et al., 2000; Nijhuis et al., 2007,
Taubert et al.,, 2003; Uehara et al., 2005). In esgjven Tumoren wird unter anderem ein
epigentischesilencingfir die verminderte Expression vamsmatch repaiGenen verantwortlich
gemacht (Soreide, 2007). Dies konnte bedeuten, dassder Uberexpression und von der
assoziierten Ak-Bildung eher die prognostisch ggesen WT betroffen sind. Diese Hypothese an
einer gréReren Zahl von Patienten mit WT zu Ubdeprlierscheint auRerordentlich interessant,
weil sich daraus mogliche neue prognostische Mark&ewebe und Blut ergeben konnten.

Ob MSH2 eine gute Zielstruktur fur die Immuntheeapiarstellt, ist augenblicklich schwer zu
beantworten. Die Assoziation von antigenspezifischenmunreaktionen mit Autoimmun-
erkrankungen stimmt eher kritisch, obwohl unklagillif, ob die antigenspezifische Immunreaktion
urséchlich am Gewebeschaden beteiligt ist oder eimenicht-pathogenes, durch Uberexpression
der Antigene bedingtes Epiphanomen der Erkrankwargtellt. Auf der anderen Seite konnte das
immunologische Targeting von Krebszellen, die miismatch repaiGen evtl. kompensatorisch
Uberexprimieren, moglicherweise die Empfindlichkédr Tumorerkrankung auf Chemotherapie
oder Bestrahlung erhdhen. Zu dieser Spekulatigetieislang keine Daten vor.
Zusammenfassend zeigt die Identifikation des MSH# ®EREX, dass das Verfahren
auRRerordentlich hilfreich dabei sein kann, Protenédentifizieren, die im Kontext von malignen
Tumoren eine biologisch und klinisch bedeutsamédeRsgielen.

Das putative NARG2-Homolog MU-WT-59.IX ist moglielese ein neues
Cancer/Testis-Antigen

Das Antigen MU-WT-59.1X war wahrscheinlich identisanit dem funktionell noch wenig
charakterisierten NARG2. Es konnte den Tumoranggerugeordnet werden, da es mit keinem
der 20 getestenten Seren gesunder Probanden, @bemem Serum aus dem WT-Serumpool
reagierte. Da in der SEREX-Datenbank keine Homolgénden waren, und Uber das homologe
Genprodukt NARG2 bisher wenig Informationen vorlagkonnte in dieser Arbeit erstmals die
Immunogenitat des NARG2 postuliert werden.

Sugiura und Kollegen hatten mit Northern-Blot-Arsdy eine starke NARG2-Expression in
verschiedenen fetalen Geweben und in adultem Tesitie schwache Expression in adultem
Lungengewebe und keine Expression in verschiedearateren adulten Geweben gefunden
(Sugiura et al., 2004). Dieses Expressionsmustehrakteristisch fir sogenanr@ancer/Testis
Antigene, die nicht in normalen, adulten GewebeRgea in Testis, aber aberrant in einer Reihe von
Malignomen exprimiert werden (Simpson et al., 200Bje bekannterCancer/TestigAntigene
werden in der Mehrzahl, aber nicht ausschlief3lismvw-Chromosom kodiert (Nicholaou et al.,
2006). Sie besitzen durch ihr restringiertes Exgioesmuster gute Voraussetzungen, um als
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Zielstrukturen fur Immuntherapien zu dienen und deer bereits in klinischen Studien erprobt
(NY-ESO-1, MAGE) (Nicholaou et al., 2006).

In der UniGene-Datei (hs.200943) wurde das Vorkommen NARG2-ESTs nicht nur in
malignen Geweben, sondern auch in multiplen noom&@eweben dokumentiert. Dieses EST-
Expressionsmuster findet sich allerdings auch éinreiche bekannte CTA (MAGE-A4, hs.37107;
Necdin, hs.50130; MAGE-F1, hs.306123). Aufgrund Hehen Sensitivitdt der Methode finden
sich ESTs der meisten Gene in zahlreichen Normalgew. Die Aussagekraft bzgl. einer
biologisch relevanten Genexpression ist damit ddutberinger als diejenige vergleichender
Northern-Blot-Analysen. Da es sich bei den ESTsumarkurze Sequenzabschnitte handelt, kann
zudem nicht zwischen verschiedenen Splei3variagitegs Gens unterschieden werden. Die EST-
Recherche kann bei fehlenden zusatzlichen Daterczpression dennoch einen ersten Eindruck
zum Vorkommen der Transkripte liefern und besondees stark restringierter Expression
wegweisend sein.

Passend zur Annahme eirn@ancer/TestigAntigens konnten Sugiura und Kollegen duictvitro
und in vivo Versuche zeigen, dass die NARG2-Expression mitkzmmendem Differenzierungs-
bzw. Reifegrad der transfizierten, murinen, embafen Karzinomzellen (P16) sowie von
murinem, embryonalen Hirngewebe abnahm (Sugiural.et2004; Sugiura et al., 2001). Es
handelte sich demnach um ein Tumorantigen, dassdifferenzierten Tumoren hoch und in gut
differenziertem, gesunden Parenchym niedrig odehtnsignifikant exprimiert wurde. Diese
Eigenschaften lieRen das Antigen MU-WT-59.1X ala auf3erordentlich interessantes und viel
versprechendes potentielles Target fir zukinfigmuntherapeutische Ansétze erscheinen.

Da NARG2 wahrscheinlich nuklear lokalisiert ist {Bura et al. 2004), ist diese mdgliche
immuntherapeutische Zielstruktur allerdings nur fiiZell-basierte und nicht fir Ak-basierte
Anséatze relevant. Falls sich eine pathogene RaleNIARG2 im Kontext der Dedifferenzierung
herauskristallisieren sollte, ware das Antigen ioppklter Hinsicht als Zielstruktur fur die
therapeutische Intervention qualifiziert.

Ob das mRNA-Expressionsmuster in Tumoren und das/ékommen bei Tumorpatienten
eventuell auch diagnostisches Potential aufweisistl sich augenblicklich nur spekulieren. Eine
Untersuchung an einer gréReren Kohorte von PatienteWT erscheint zur Klarung dieser Frage
sehr erstrebenswert.

Die hohe therapeutische Relevanz des Antigens fegtbt den Aufwand einer rekombinanten
Expression fur zukinftige Untersuchungen mit T-&@elseropositiver Patienten. In der eigenen
Arbeitsgruppe sind Analysen zur Erkennung des NARIG&Zh CD4+ T-Zellen geplant, die von
den Patienten stammen, deren Serum in den Screaoinginging.

Das putative SSRP1-Homolog MU-WT-59.XIlIl geh6rt lwdbch in die
Gruppe der Autoantigene.

MU-WT-59.XIIl war wahrscheinlich identisch mit der&longationsfaktor SSRP1, der eine
entscheidende Rolle bei der Transkription spiegit.der DSA reagierten die Seren von zwei
Patienten mit WT (2/6), aber keines der Kontrobtgelin der SEREX-Datenbank fanden sich zwei

homologe cDNAs, und die entsprechenden Antigene;Q¢Y19 (ID 28) und NGO-St-119 (ID
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1330), waren ebenfalls einer DSA unterzogen worb§30-St-119 hatte wie das WT-Antigen nur
mit einem Tumorserum (1/13) und keinem der Korderkkn (0/16) reagiert
(CancerimmunomeDB, ID 1022). Dagegen fand sichNfirCo-19 neben der Reaktion mit zwei
Tumorseren (2/16) auch eine Reaktivitat mit eineonmélserum (1/16) (Scanlan et al., 1998), was
die Klassifikation als Tumorantigen fraglich ersiclem lieR und eine generell eher geringe
Immunogenitat des Antigens bestétigte.

Die Sequenzen der drei mit SEREX identifiziertertigen-cDNAs, MU-WT-59.XIIl, NY-Co-19
und NGO-St-119, war zu 100% identisch, so dasggashe Antigen angenommen werden durfte.
Die Sequenz von MU-WT-59.XIII war allerdings zumBhde hin um 489bp kirzer. Deshalb war
nicht auszuschlieRen, dass sich in diesem Berarckzusatzliches Ak-Epitop befand, das in der
eigenen DSA nicht erfasst wurde, und das die hoBenesitivitat der DSA von NGO-St-119
erklarte. Eine zweite Ak-Bindungsstelle mussteadgm Falle weiter 3' lokalisiert sein, um die
Isolierung der kirzeren MU-WT-59.XI11I-cDNA zu erk&n.

Dafir, dass es sich bei MU-WT-59.XIII tatsachlialn ein Autoantigen handelte, sprach vor allem
die Tatsache, dass Ak gegen SSRP1 bereits in zwedieB bei mehreren Patienten mit
systemischem Lupus erythematodes (19/66 bzw. 4B/(FAfeschi et al., 2004; Santoro et al.,
2002) gefunden worden waren, und dass sie daribeaudh auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Arthr{i8/95) und der systemischen Sklerose
(9/51) (Fineschi et al., 2004) vorkamen.

SSRP1 tragt im Bereich des hier klonierten Amin@sngine HMG-BoxHigh mobility group bax
Ueda und Kollegen hatten durch Western-Blot- ungaEAnalysen herausgefunden, dass die
HMG-Box von SOX6, einem anderen Protein aus der HB&R-tragenden Proteinfamilie,
moglicherweise das dominante Ak-Epitop darstellieda et al., 2004). In der Literatur wird tber
eine ganze Reihe von HMG-Box-Proteinen, z.B. SOX#i8a et al., 2002) und HMG1 und 2
(Sobajima et al., 1999) berichtet, gegen die Akildebwerden. Passend dazu hatten Kim und
Kollegen das HMG-Box Protein SRY bemerkenswerteseiebei SEREX-Untersuchungen
verschiedener Gewebe identifiziert (Kim et al., 200

Zur Therapie hochmaligner WT ab dem Stadium Il wirter anderem Carboplatin eingesetzt.
Carboplatin gehort wie Cisplatin zu den alkylierendSubstanzen. Das Protein SSRP1 erkennt
Cisplatin-geschadigte DNA und schirmt diese mogligleise vor Reparaturmechanismen ab
(Yarnell et al., 2001), so dass die ZelltoxizitasdCisplatins gesteigert wird. Es ware interesaant
untersuchen, inwieweit dieser Mechanismus auchChinboplatin-geschadigte DNA zutrifft, und
ob sich aus dem Expressionsniveau des SSRP1 Riitsselauf das Therapieansprechen ziehen
lassen. Zur Expression des SSRP1 in Tumorgewebgeninoch kaum Daten vor, und es erscheint
interessant die Expression dieses Proteins in &aarmlung von WT zu studieren. Ob die anti-
SSRP1-Ak im Kontext von Tumoren diagnostische Badwy haben kénnen, muss zuklnftig
untersucht werden.

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dass das pu&RrRe1-Homolog MU-WT-59.XIIl wohl eher
in die Gruppe der Autoantigene gehdrt und aufgrgedher breiten Expression in gesunden
Geweben keine geeignete Zellstruktur fur die angezifische Immuntherapie darstellt.
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5.2. Fragliche Tumorantigene

Antigene, die nur von einem der 20 getesteten Kbsdren detektiert
wurden.

Ak gegen die Antigene MU-WT-59.VI und VIl fanderckijeweils nur bei einem der getesteten 20
Normalseren (5%). Diese Antigene waren somit nigindeutig der Gruppe der Tumor- oder
Autoantigene zuzuordnen. Angesichts der niedrigkrFequenz in der Kontrollgruppe und der
Mdglichkeit einer latenten, malignen Erkrankung @etsprechenden Kontrollperson wurden die
Antigene MU-WT-59.VI und VII wie potentielle Tumangene behandelt.

Ein Beispiel fiur tumorspezifische Ak, die bei kBoh tumorfreien Personen auf eine maligne
Erkrankung hinweisen, sind die anti-Hu-Ak. Diesedsgegen neuronale Antigene gerichtet, die
aberrant in verschiedenen neuroektodermalen Matgmoexprimierte werden, und sind mit der
paraneoplastischen sensorischen Neuropathie umd/Bdeephalomyelitis (anti-Hu-Syndrom)
assoziiert (Senties-Madrid and Vega-Boada, 200&). Batienten mit unklaren neurologischen
Symptomen kann das Vorliegen von anti-Hu-Ak aufazigrundeliegendes Malignom hindeuten.

Fur das GNPAT-Genprodukt MU-WT-59.VI wurde erstmaleine
Immunogenitat gezeigt.

Das putative Antigen MU-WT-59.VI war zum peroxisdara Enzym GNPAT homolog und
sowohl mit dem Serum eines gesunden Probanden, (320 als auch mit Proben von zwei
Tumorpatienten reaktiv (2/20; 10%). Die seropositii umorpatienten hatten beide einen WT, so
dass das Antigen mdoglicherweise in diesem Kontesobders immunogen wirkt. Da GNPAT
bislang nicht mit SEREX kloniert und dartber hinaugh nicht als Auto- oder Tumorantigen
charakterisiert worden war, lieferte die eigeneéhridie ersten Evidenzen fur eine Immunogenitat
von GNPATGenprodukten. Ob es sich um ein Tumor- oder Autgan handelte, blieb offen.
Allerdings belegen die verfugbaren Expressionsaesly ein Vorkommen in multiplen
Normalgeweben und sprachen somit eher flr das agmti eines Autoantigens (Ofman and
Wanders, 1994; Schutgens et al., 1984; Thai e129.7; UniGene hs.498028).

Das Antigen MU-WT-59.VII war von einem bisher uringiten Gen kodiert
worden.

Die DSA von MU-WT-59.VII lieferte, ebenso wie diéirf MU-WT-59.VI, keine eindeutigen
Ergebnisse beziglich der Klassifizierung als Tunuer Autoantigen. Auch hier konnten bei
einer einzigen Kontrollperson (1/20; 5%) und insges drei Tumorpatienten (3/20; 15%)
spezifische Ak detektiert werden. Da das Antigem wnem bisher unbekannten Gen kodiert
wurde, gibt es noch keine Daten zu Gewebeexpressimh Funktion des entsprechenden
Genproduktes. Einen ersten Hinweis auf seine Gevegtsélung kdnnten PCR-Analysen bringen.
Dieser Befund ist ein Beispiel dafiir, dass mit SKR#cht selten neue Gene identifiziert werden
(Lee et al., 2007; Shu et al., 2006; Zhou et 8I0&3.
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5.3. Autoantigene

Autoantigene sind gegenuber Tumorantigenen daddegimiert, dass spezifische Ak auch bei
Individuen ohne maligne Erkrankung vorkommen. Difaghste Test zur Identifikation von
Autoantigenen ist die Analyse der Testantigene Begrum von gesunden Probanden. Ein
erweiterter Test ist die Analyse mit Serum von &d#gn mit Autoimmunerkrankungen. Diese
Untersuchungen sind wichtig, um antigenspezifischgtoimmunreaktionen mit mdglicher
pathogener Bedeutung zu identifizieren. Immunrealen, die im Kontext von
Autoimmunkrankheiten hochreguliert sind, stelleninke sicheren Ansatzpunkte fir die
Immuntherapie dar. Autoantigene mit restriktiver pggssion und fehlender Assoziation mit
Autoimmunerkrankungen konnen dagegen durchaus alsdiaten fir die Immuntherapie
diskutiert werden. Daruber hinaus gibt es vielesBiele dafir, dass Autoantigene und/oder die
spezifischen Auto-Ak aufgrund ihres Vorkommens irumbren bzw. bei bestimmten
Tumorpatienten als diagnostische, prognostischéoded Verlaufsmarker in der Behandlung von
Malignomen hilfreich sein kénnen (Behrends et200Q2; Behrends et al., 2003).

Auch fur alle in der DSA als Autoantigene klassdirten WT-Proteine wurde deshalb eine
sorgfaltige Datenbank- bzw. Literaturrecherche nZabkatzinformationen durchgefiihrt, und die
eigenen Ergebnisse im Folgenden vor diesem Hintecgdiskutiert.

5.3.1. Autoantigene mit cDNA-Homologen in der SEREX
Datenbank

Zehn der hier identifizierten Antigene wurden berebei anderen SEREX-Untersuchungen
entdeckt. Die Homologe fanden sich tUberwiegendemSEREX-Datenbank.

Das nm23B-Genprodukt Mu-WT-59.VIll wurde auch vomdesen
Arbeitsgruppen als Autoantigen beschrieben.

Das putative Antigen MU-WT-59.VIIl war zur NDP-Kisa nm23B homolog und wegen der
Reaktivitdt mit mehr als einem Kontrollserum (2/2@%) als Autoantigen eingruppiert worden.
Passend dazu war in der eigenen Arbeitsgruppe a&ucchputatives nm23B-Homolog aus
Osteosarkomgewebe kloniert und als Autoantigen skiaert worden (6/29 Kontrollseren)
(Bornkamm, 2008; eingereicht). In der SEREX-Datekbdanden sich die cDNA-Homologe
HOM-Gliom-GT 3 (ID 212) und NW-F 102a (ID 2047), ediaus einer Gliom- bzw.
Kolonkarzinom-cDNA-Bibliothek kloniert worden warerZzu HOM-Gliom-GT3 lagen DSA-
Ergebnisse mit Tumorseren vor (4/40; 10%). Die mH2BNM23B-cDNA war auch beim
Screening einer Astrozytom-cDNA-Bibliothek iderttiBrt und aufgrund der DSA-Befunde (2/20
Kontrollseren; 1/20 Gliomseren) als Autoantigensklfiziert worden (Schmits et al., 2002). Ein
weiterer Hinweis auf seine Autoantigenitat war eailbiquitdre Expression, die von verschiedenen
Arbeitsgruppen belegt werden konnte (Guignard aradkigtt, 1996; Ji et al., 1995; Kim et al.,
2002; Schmits et al.,, 2002). Passend zu einer ckhrtiohen Frequenz von Auto-Ak bei
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Kontrollpersonen und Tumorpatienten war im untengelc Astrozytomgewebe keine
tumorassoziierte Uberexpression dex23-H2/NM23BGens nachgewiesen worden (Schmits et al.,
2002). In anderen Entitaten wie Weichteilsarkon®@is¢uza et al., 2003), Riesenzelltumoren des
Knochens(Wuelling et al., 2004) und hepatozellularen Kaonren (lizuka et al., 2003) war
dagegen eine Uberexpression dd23Bbeschrieben. DSA lagen im Kontext dieser Tumorarten
nicht vor.

Ob ein und welcher Zusammenhang zwischen Expredsitie des nm23-H2 und der Prognose
besteht wird diskutiert (Kanayama et al., 1994;reet al., 1993; Myeroff and Markowitz, 1993;
Nakagawa et al., 1998; Okabe-Kado et al., 1998jsiriger et al., 1998; Tokunaga et al., 1993;
Wakimoto et al., 1998; Yamaguchi et al., 1994). Bibeitsgruppe um Wakimoto und Okabe-
Kado zeigte, dass eine Uberexpression von nm23 enkdmiezellen mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist (Okabe-Kado et al., 1998kiWvoto et al., 1998). Wenig spater konnte
gezeigt werden, dass auf Leukamiezellen der erngthetischen Linie eine Oberflachenexpression
des nm23-H2 beobachtet werden kann (Okabe-Kadb, &082), nicht jedoch auf differenzierten
hamatopoietischen Zellen (Willems et al., 1998)dass nm23-H2 als attraktives Ak-Target bei der
Behandlung von Leukdmien in Frage kommen kodnnte.iteAe Untersuchungen zur
Oberflachenexpression von nm23 in anderen maligmeiioder benignen Geweben liegen bisher
nicht vor.

Nm23-H2 wurde Anfang der 90er Jahre als Transkmsfiaktor PuF identifiziert, der durch
Bindung an der-mycPromotor P1 zur Transkription des Protoonkogensycfuhrt (Postel et al.,
1993). Eine gesteigerte Expression wamycund/oderc-mycMutationen werden in einer Vielzahl
von malignen Erkrankungen beschrieben (reviewedBaxer and Dang, 2001). Im Burkitt-
Lymphom scheint die Deregulation desnyecGens durch den Transkriptionsfaktor nm23-H2 eine
entscheidende Rolle an der Pathogenese zu spidleet (al., 1995). Untersuchungen dieses

Zusammenhangs in WT liegen bisher keine vor, obveatdh hier ein interessanter Ansatz zum
Verstandnis der Tumorbiologie liegt.

Zum RPL30-Genprodukt MU-WT-59.XIV liegen widershlidhe Daten zur
Klassifizierung und Evidenzen flr eine prognostsBedeutung vor.

Das putative MU-WT-59.XIV-Antigen war zu dem ribosalen Protein RPL30 homolog, in der
DSA mit 20% (2/10) der Kontrollseren reaktiv undskalb ebenfalls als Autoantigen klassifiziert
worden. In der SEREX-Datenbank fand sich das cDNAsblog NW-F 130 (ID 2048), das aus
Kolonkarzinomgewebe kloniert worden war, zu denakesr keine weiteren, serologischen Daten
gab. Widersprichliche Daten bezuglich der Serologéerten Uemura und Kollegen. Sie
identifizierten das homologe Antigen RPL30 ebesfatiit Hilfe von SEREX in einer cDNA-
Bibliothek eines hepatozellularen Karzinoms undg&iizierten es wegen fehlender Reaktivitéat mit
den Kontrollseren als Tumorantigen (0/20 Kontrobse 4/20 Seren von Patienten mit
hepatozellularem Karzinom) (Uemura et al., 2008)dér darauffolgenden RT-PCR Untersuchung
konnte RPL30-mRNA sowohl in Gewebe von hepatozidén Karzinomen als auch in gesundem
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Lebergewebe nachgewiesen werden. Dafiir, dassweimaassoziierte Uberexpression RRL30
Gens fiur die hohere Frequenz von spezifischen AR bmorpatienten verantwortlich sein kénnte,
sprechen die Befunde, die an Prostatakarzinomzeltli (Vaarala et al.,, 1998) und an
Medulloblastomgewebe (De Bortoli et al., 2006) msitiet worden waren. Die Tatsache, dass die
verfigbaren Expressionsdaten einschlielich demgdtian in UniGene (hs.400295) und der
SEREX-Datenbank (Cancerimmunome Database, ID 28d4Bgin Vorkommen des Genprodukts
RPL30 in zahlreichen normalen Geweben weisen, gasger Annahme einer Autoimmunitat.
Interessanterweise berichteten De Bortoli und Kafe dariber, dass die Expressionslevel von
RPL30 in Medulloblastomen negativ mit der Prognksgelieren (De Bortoli et al., 2006). Es
ware somit sehr interessant zu untersuchen, olRBIE30-Expression auch in WT-Gewebe von
prognostischer Bedeutung ist.

Das Autoantigen MU-WT-59.X geho6rt wahrscheinlich dan DEAD-Box
Proteinen, die in verschiedenen Tumoren Uberexprimerden.

Das putative Antigen MU-WT-59.X war zu DHX38/Prpthémolog, welches an Spleil3vorgangen
mitwirkt. Bei 10% der Kontrollpersonen (2/20) famdgich anti-MU-WT-59.X-Ak, weshalb es den
Autoantigenen zugeordnet wurde. Dieses Ergebnidevaturch die serologischen Daten zum
cDNA-Homolog NGO-Br-2 (ID 802) aus der SEREX-Datank untermauert (7/16 positive
Kontrollseren, 6/13 positive Seren von PatientenMigigenkarzinom).

Der Splei3faktor DHX38 gehort in die Gruppe der MEBox Proteine, die an verschiedenen
zellularen Prozessen beteiligt sind. Einige der DEBox-Proteine, z.B. rck/p54, sind
moglicherweise auch in die Karzinogenese involvidtakagawa et al., 1999). In verschiedenen
Tumoren wurde bereits eine Uberexpression von DBAR-Proteinen beobachtet, darunter auch
das oben genannte rck/p54 im Hepatitis C-Virus-anelten hepatozellularen Karzinom (Miyaji et
al., 2003). Martelange und Kollegen hatten das G&GE identifiziert, dessen Genprodukt
ebenfalls ein Mitglied der DEAD-Box-Familie ist, slaumorspezifisch exprimiert wird und
moglicherweise als tumorspezifisches Antigen in ldemuntherapie Verwendung finden konnte
(Martelange et al., 2000). Causevic und Kollegetienaeine Uberexpression der DEAD-Box-
RNA-Helikase p68 in kolorektalen Tumoren gefundemdephomatbése Polypen und
Adenokarzinom) (Causevic et al., 2001), und Godlbmat Kollegen (iber eine Uberexpression des
DEAD-Box-Gens DDX1 in Retinoblastom- und Neurobtmsrelllinien berichtet (Godbout et al.,
1998). Die Co-Expression von DDX1 mit dem Protoag@ MYCN, das zu den
Transkriptionsfaktoren gehért, und seine Uberexgioes im Neuroblastom scheint mit einer
schlechteren Prognose verbunden zu sein als @imigk Uberexpression von MYCN (George et
al., 1996). In diesem Kontext scheint es intergssha Expression auch dieses SEREX-Antigens
auch in WT genauer zu studieren und auf eine magligssoziation mit dem Krankheitsverlauf zu
prifen.
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Das Autoantigen MU-WT-59.XVIIl ist wahrscheinlichinee GCC2-
Spleil3variante.

Das putative Antigen MU-WT-59.XVIIl war eine moldiwe Variante von GCC2, eines
Membranproteins im Golgiapparat. In der DSA wurbdlen30% der untersuchten Kontrollpersonen
(3/10) anti-MU-WT-59.XVIII-Ak detektiert, weshalbseals Autoantigen klassifiziert wurde. Die
DSA von cDNA-Homologen in der SEREX-Datenbank hattederspriichliche Ergebnisse
geliefert. Passend zu den eigenen Daten war fir {SG88 eine Reaktivitat mit 8/50 Kontrollseren
und 25/44 Seren von Patienten mit Magenkarzinomuhektiert, wahrend das Antigen sel-1
keine Reaktivitdt mit den wenigen untersuchten Kallgteren (0/5) und eine 50%ige Reaktivitét
bei Patienten mit kutanem T-Zelllymphom (5/10) ggtbatte. Fur die cDNA-Homologe NGO-Pr-
1 und KW-11 lagen keine DSA-Daten vor. Zusammemfagdssprachen diese Ergebnisse fur das
Vorliegen eines Autoantigens.

Passend dazu waren Auto-Ak gegen verschiedene -Badtgine auch im Kontext von
verschiedenen Autoimmunkrankheiten gefunden worden,bei Sjogren-Syndrom, systemischem
Lupus erythematodes und rheumatischer ArthritiagBthek et al., 1988; Fritzler et al., 1984; Hong
et al.,, 1992; Mayet et al., 1991; Rodriguez et H382; Rossie et al., 1992; Seelig et al., 1994).
Unter diesen Auto-Ak waren z.B. Ak gegen Golgint8il Golgin-245/p230, die beide, wie GCC2
auch, eineGRIP coiled-coilboméne besitzen und im trans-Golgi-Kompartimentliskert sind.
Das Ak-Epitop war allerdings wahrscheinlich nicint Bereich degoiled-coilMotivs lokalisiert,

da sich keine Kreuzreaktivitat der Ak gegen Golgimund Golgin-245/p230 fand. Eine Hypothese
fur die Entstehung der Autoimmunreaktion ist digidentation der Oberflachenstrukturen der
Organellen bei krankheitsbedingter Nekrose oderpfgse (Stinton et al., 2004). Da es sich um
intrazelluldare Antigene handelte ist eine direlkd¢ghpgene Wirkung der Ak unwahrscheinlich.

Die neue Spleil3variante MU-WT-59.XVIII war durchhait der Sequenzen von Intron 5 und
Fragmenten von Intron 4 und 6 entstanden. Ob @essiRvariante wie das mMRNA-Homolog sel-
1 (Eichmuller et al., 2001) in verschiedenen noemalind malignen Geweben vorkommt oder
maoglicherweise nur in Tumoren exprimiert wird, bkezu untersuchen.

Die beiden Autoantigene MU-WT-59.XIX und MU-WT-%9.ehtsprachen
wahrscheinlich den tumortherapeutisch interessari®o-Kinasen ROCK1

und ROCK2.

Das Antigen MU-WT-59.XIX wurde in der vorliegendéimtersuchung von 40% der getesteten
Kontrollseren (2/5) und das Antigen MU-WT-59.XX v@®6,7% der getesteten Kontrollseren
(4/15) detektiert und somit der Gruppe der Autagerie zugeordnet. Zu beiden Autoantigenen
lagen in der SEREX-Datenbank cDNA-Homologe vor. REN-35 (ID 444), das aus
Nierenzellkarzinomgewebe kloniert worden war, wamblog zu MU-WT-59.XIX und reagierte
in der DSA passend zur Annahme eines Autoantigahd/db Kontrollseren und 4/24 Seren von
Patienten mit Nierentumoren. Die beiden SEREX-Aerigg NW-TWe 37 (ID 2069) und NY-TLU-
54 (ID 2726), beide aus Testis kloniert, zeigtemeehohe Homologie zu MU-WT-59.XX, waren

aber bislang nicht durch DSA weiter charakterisiestden.
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Die cDNAs der beiden Antigene entsprachen deneRtlerKinasen ROCK1 bzw. ROCK2. Beide
Kinasen sind an Zelladhasion und —moatilitat begeijAmano et al., 1997; Amano et al., 1996;
Kureishi et al., 1997). Rho-Kinase-Inhibitoren wiasudil werden bereits erfolgreich therapeutisch
bei zerebralen Vasospasmen (Tachibana et al., 1999 versuchsweise bei kardiovaskuléaren
(Lai and Frishman, 2005) und renalen Erkrankundéayéshi et al., 2006) eingesetzt. In einer
Untersuchung an Krebszelllinien tber die Rolle \ROCK1 bei Invasion und Metastasierung
wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine erhdhtévitdit der ROCK1 die Migration der
Krebszellen erleichtert (Kaneko et al., 2002). Yimgd Kollegen berichteten von einer ersten
Untersuchung, bei der der Rho-Kinase Inhibitor Bdsm Zellkultur- und Tierversuch erfolgreich
die Zellmigration bzw. die Tumorlast verringern koa (Ying et al., 2006). Die Rho-Kinasen
liefern somit Beispiele fur Autoantigene, die malklte Ansatzpunkte fir die Tumortherapie
liefern.

Zu den 1QWD1-Genprodukten der MU-WT-59.XVII-Grupdegen
widerspruchliche serologische Daten vor.

Die Antigene der Gruppe MU-WT-59.XVII wurden vonQWDI1-Gen kodiert und als
Autoantigene klassifiziert, da anti-MU-WT-59.XVIHAIn 2/15 (13,3%) Kontrollseren detektiert
werden konnten. Passend zum Postulat eines Autesstihatten die Begrinder der SEREX-
Technologie um Ozlem Tireci und Ugur Sahin gezeiass das mit SEREX identifizierte cDNA-
Homolog HOM-TSMa4-9 mit 5/28 Kontrollseren und 5/38eren von Patienten mit
Mammakarzinom reagierte sowie ubiquitar in versthigeen Normalgeweben exprimiert wurde
(Cancer Immunome Database, ID 742). Fir ein wedfensit SEREX identifiziertes cDNA-
Homolog, das Antigen HOM-TES-95, fand dieselbe ®rugedoch keine Reaktivitdt mit
Normalseren (0/12 NS) und eine niederfrequente tReidit mit Seren von Patienten mit Seminom
(1/11). Uber die ubiquitare Expression des Genglevauch in dieser Arbeit berichtet (Tureci et
al., 2002). Eine andere Arbeitsgruppe hatte mitibrgvon Patienten mit einer atiologisch unklaren
GehirngefaRerkrankung (Moyamoya-Krankheit) in eigepoolten cDNA-Bibliothek aus Nieren-,
Lungen- und Magenkarzinomzellen ein cDNA-Homologntifiziert (MM-11), das mit 5/32 der
Moyamoya-Liquorproben und 0/32 der Kontrollprobeagierte (Kim et al., 2004). Diese nicht
ganz kongruenten Daten lassen insgesamt bei Reaktinit 7/87 (8%) getesteten Serum- bzw.
Liquorproben von gesunden Kontrollen und ubiquitaEexpression desilQWD1-Gens die
Hypothese zu, dass es sich bei dem Antigen MU-W.K¥B um ein Autoantigen handelt, das fur
immuntherapeutische Ansétze nicht geeignet ist.idweit das mit nukledren Rezeptoren

interagierende Protein im Kontext von malignen Bnkungen von funktioneller Bedeutung ist, ist
bislang nicht untersucht worden.
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5.3 Autoantigene

Autoimmunantworten gegen das putative CEP290-Geluto MU-WT-
59.XXI sind bei gesunden Personen seltener als Tioenorpatienten zu
beobachten.

In der vorliegenden Untersuchung wurde das putafiiz®290-Homolog MU-WT-59.XXI von
40% (2/5) der Kontrollseren detektiert und damitlie Gruppe der Autoantigene einsortiert. Auch
die DSA-Ergebnisse zum cDNA-Homolog 3H11Ag warent minem, wenn auch weniger
immunogenen Autoantigen vereinbar (1/40 bzw. 2,56sitive Kontrollseren). In gewissem
Widerspruch standen die DSA-Ergebnisse zum cDNA-blogn se2-2, das mit keinem
Kontrollserum reagierte (0/8); allerdings warerdiaser Studie nur sehr wenige Proben untersucht
worden, und die Aussagekraft der Untersuchungemurdadliimitiert (Eichmuller et al., 2001).
Deutlich haufiger waren Ak gegen die beiden Antgydei Tumorpatienten zu beobachten. Eine
Seroreaktivitdit gegen Se2-2 war bei 3/10 (30%) eRggh mit kutanem T-Zell Lymphom
(Eichmuller et al., 2001) und gegen 3H11Ag bei 7(28,3%) Patienten mit hepatozellularem
Karzinom zu beobachten (Wong et al., 1990).

Dass Frequenz und Titer von Auto-Ak bei Patientent mutoimmun- und/oder
Tumorerkrankungen haufiger bzw. hoéher sind als desunden Individuen wurde wiederholt
berichtet (Behrends et al., 2002; Behrends e2803). Bei wenig sensitiver DSA mit sehr hoch
verdiinnten Serumproben oder bei DSA mit nur wenkgemrollseren kdnnen Autoantigene somit
durchaus zunachst als Tumorantigene erscheindredzsf immer einer kritischen Durchsicht aller
verfigbaren Daten zu einem neuen Antigen, um diagrdppierung in die zutreffende
Antigenklasse vorzunehmen. Im Falle des/r CEP29%p@miukts/e kann bei insgesamt 3/53
positiven Kontrollseren zusammenfassend ein Auigantpostulieren, dass bei gesunden Personen
nur selten zu einer messbaren, humoralen ImmunantiNot.

Die Expressionsdaten von UniGene (Hs.150444) uedRii-PCR-Anlyse von Eichmuller und
Kollegen (Eichmuller et al., 2001) sprachen fur &mitgehend ubiquitdres Vorkommen der
CEP290-mRNA, was die Hypothese eines Autoantigéitzte. Eine mogliche Erklarung fur die
deutlich héhere Immunogenitat bei Tumorpatientefetten Wong und Kollegen, die in RT-PCR
und Northern-Blot-Untersuchungen eine Expressian3#¢l1-mRNA lediglich in verschiedenen
malignen Geweben, nicht jedoch in den korrespoadin, gesunden Gewebeproben nachweisen
konnten (Wong et al., 1990). Dies sprach fiir eigaifikante Uberexpression des CEP90-Gens im
Kontext bestimmter maligner Tumoren. Uber eine male Expression des 3H11Ag in gesundem
Gewebe wurde bereits in den ersten Abstracts aediédk berichtet (Wei, 1989).

Klinische Anwendung fand der'®¥gebundene, monoklonale anti-3H11-Ak bereits in izwe
chinesischen Studien, in denen seine Fahigkeit,dhkmotenmetastasen und die Infiltration der
Magenwand bei Magenkarzinomen anzuzeigen, untersmalde. Sowohl Sensitivitat als auch
Spezifitat lagen bei beide Kriterien bei 84-99,2Mafg et al., 2000; Xu et al., 1994). International
hat sich das 3H11Ag allerdings noch nicht als Turasker durchgesetzt.
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5. Diskussion

5.3.2. Autoantigene ohne cDNA-Homolog in der SEREX-
Datenbank

Das putative Autoantigen MU-WT-59.1 war eine baken Iin
Normalgeweben exprimierte Spleil3variante des HSERsG

MU-WT-59.11 konnte als Autoantigen klassifiziert vden, da bei 4/20 getesteten Kontrollpersonen
anti-MU-WT-59.11-Ak nachgewiesen werden konnten.défispriichliche Daten lieferten Heubeck
und Kollegen, die in keinem der 10 getesteten Semn gesunden Probanden anti-HSF2-Ak
nachweisen konnten; sie fanden anti-HSF2-Ak bed Fatienten mit Plattenepithelzellkarzinom
(Heubeck et al., 2006). Diese Arbeitsgruppe hatie SEREX ebenfalls die SpleiRvarianfe
identifiziert, der das Exon 11 fehlte, und konntittets RT-PCR undn-situ-Hybridisierung eine
MRNA-Expression in allen getesteten Plattenepidié&rzinomen und verschiedenen
Normalgeweben nachweisen (Heubeck et al. 2006).itDaar ausgeschlossen, dass HEMhe
tumorspezifische SpleiRvariante darstellte, und tsigesamt 4/30 reaktiven Kontrollseren
wabhrscheinlicher, dass es sich um eine Autoantigelelte.

Prinzipiell ist zu bedenken, dass Auto-Ak durcham#f tumorspezifischen Varianten von
Autoantigenen reagieren konnen, wenn das Ak-Ephliefen Molekilen gemeinsam ist. Die
tumorspezifischen Varianten kénnen als Tumormarken Bedeutung sein, auch wenn die
Antigenfamilie aus Sicherheitsgriinden nicht fureeimmuntherapie in Frage kommen sollte. Aus
diesem Grunde ist es unabhangig vom DSA-Ergebsisebenswert, das Expressionsmuster aller
neuen, mit SEREX identifizierten molekularen Vateanzu kennen.

Das autoimmunogene Nebulin-Genprodukt = MU-WT-59.X\dpielt
maoglicherweise eine Rolle bei paraneoplastischengdthien.

Das putative Nebulin-Homolog MU-WT-59.XVi reagiemeit 5/20 Kontrollseren und fiel damit
eindeutig in die Kategorie der Autoantigene. Irgeemterweise fanden sich vier neue
SpleiBvarianten der publizierten Nebulin-cDNA (NM4®43).

Mutationen und alternatives SpleilenNabulinGen kénnen neben Veranderungen anderer Gene
zur sogenannten Nemalinmyopathie fitlhren (Donneal.et2004; Pelin et al., 2002; Wallgren-
Pettersson et al., 2007). Dies ist eine hereditsiteskelerkrankung, die meist mit einer
kongenitalen Hypotonie, generalisierten Muskelsahedund einem stark gewélbten Gaumen
einher geht und in ganz unterschiedlich starkenpfagungen auftreten kann (Taratuto, 2002).
Bisher wurden drei Félle berichtet, bei denen loglische Zeichen einer Nemalinmyopathie im
Rahmen einer malignen Erkrankung und entspreche@tamo- und/oder Strahlentherapie
aufgetreten waren (Kimura et al., 1997; Portlockakt 2003; Zamecnik et al., 2004). Eine
Erklarung fur den Pathomechanismus gibt es biskaht.nDie vorliegenden Ergebnisse bieten
eventuell Anhalt fiir eine Beteiligung Nebulin-sgesiher Immunreaktionen an der Pathogenese
der kongenitalen und/oder paraneoplastischen Nemgtipathie. Es erscheint deshalb
aulRerordentlich interessant, das Vorkommen und Tgrverlauf von anti-Nebulin-Ak bei
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5.3 Autoantigene

betroffenen Patienten zu messen, und das Vorkonteemeu beschriebenen Spleil3varianten in
gesundem Gewebe und Muskel von Patienten mit Nemgbpathie zu untersuchen.

Das DACH-Genprodukt MU-WT-59.XII ist eine Autoaetiq

Das putative Antigen MU-WT-59.XII war zum Protoomgjam DACH1 homolog und reagierte in
der DSA mit 3/20 (15%) Kontrollseren positiv. Eshgee damit eindeutig der Gruppe der
Autoantigene an. In der Literatur ist die Immundginvon DACH-Genprodukten bisher nicht
beschrieben worden.

DACH1-mRNA wird in verschiedenen normalen Gewebgprieniert (Kozmik et al., 1999). Die
immunhistochemische Untersuchung von Wu und Koliegeigte, dass das DACH1-Protein in
gesundem Mammagewebe vorkam, in Mammakarzinometlheaur vermindert nachweisbar war
(Wu et al., 2006). Diese Arbeitsgruppe konnte areigen, dass DACH1 durch Repression von
Cyclin-D1 die DNA-Synthese in Mammakarzinomzellemhibieren konnte, und dass durch
Induktion der DACH1-Expression in Mausen das Waatnsvon Brusttumoren um 50% reduziert
wurde. Bei der Analyse von 2000 Mammakarzinompéheen korrelierte die erhdhte Expression
von DACH1 mit einer verbesserten Uberlebensrate @val., 2006). Diese Daten geben Anlass,
die DACH-Genexpression auch systematisch in WT-Geweu untersuchen und auf eine
mdgliche prognostische Bedeutung zu priufen. Alds#iektur fir eine Immuntherapie erscheinen
DACH-Genprodukte aufgrund der genannten Charakiaisicht geeignet.

Das RPL13-Genprodukt MU-WT-59.XV ist ein Autoamtigend hat
mdglicherweise prokanzerogene Wirkung.

Das putative Antigen MU-WT-59.XV war 100% identisofit dem ribosomalen protein RPL13
und reagierte in der DSA mit 3/10 (33%) Kontrolkser Es fallt damit ebenfalls eindeutig in die
Gruppe der Autoantigene. Uber immunogene Eigensamafon RPL13-Genprodukten wurde in
der Literatur bislang nicht berichtet. Dagegen weurdder vorliegenden Untersuchung ein weiteres
ribosomales Protein, RPL30, gefunden (s. S. 66 &%) das in der SEREX-Datenbank bereits
gespeichert ist.

Das cDNA-Homologoreast basic conserved gen¢BBC1) wurde 1992 von Adams und Kollegen
aus Karzinomgewebe kloniert. Die Expression dersmethenden mRNA war in benignen
Brusttumoren signifikant hoher als in Mammakarzin@kdams et al., 1992). Zu diesem Ergebnis
im Widerspruch stehen die Resultate von KobayastliKollegen. Sie konnten nachweisen, dass
die RPL13-Expression in Malignomen des Gastroimaktaktes hochreguliert wird, und dass
RPL13-Uberexprimierende Zellen eine starkere Chleemapeutikaresistenz besafien als Zellen mit
normaler RPL13-Expression. Eine Hochregulation dePL13-mRNA-Expression fanden
Kobayashi und Kollegen in 10/36 (28%) Magen-, 19(468%) kolorektalen und 5/25 (20%)
Leberkarzinomen (Kobayashi et al., 2006). Auch kischeinen quantitative mRNA-Analysen an
WT-Geweben mit Hinblick auf mégliche, neue progisuste Marker interessant.
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Anti-Myosin-Ak kommen bei verschiedenen Herzerknamk/or und kdnnen
zur Radioimmunodetektion von Muskeltumoren verwemdelen.

Es wurden zwei Antigene (MU-WT-59.1 und XI) gefumdelie Homologien zu zwenyosin heavy
chain (MHC)-Isoformen (MYH3 und MYHS8) aufwiesen. Beideaggerten in der DSA mit einem
hohen Anteil der Normalseren, 5/5 (100%) bzw. 4840%) und wurden deshalb als eindeutige
Autoantigene klassifiziert. Passend zu diesem Higetvaren die MHC-Varianten MYH3 und
MYH7 in einer anderen SEREX-Analyse der eigenenefigsigruppe bereits als Autoantigene in
Rhabdomyosarkomgewebe identifiziert worden (MU-RMB3 und MU-RMS-40.7). Die DSA
mit diesen Antigenen hatte eine Reaktivitat mit3D4(47%) bzw. 6/30 (20%) Seren gesunder
Kontrollen ergeben (Go6tz, 2006). Auto-Ak gegen Myowaren dariiber hinaus bereits bei der
dilatativen Kardiomyopathie (DCM) und der akuten d¥srditis (AM) gefunden worden. Caforio
und Kollegen gaben in einer Ubersichtsarbeit dieflgéeit des Vorkommens von ardHVIHC-

Ak und antif-MHC-Ak bei AM mit 17% bzw. 37%, bei DCM mit 20% Wz 44% und bei
gesunden Kontrollen mit 2% bzw. 2,5% an (p<0,05egéber Kontrollpersonen) (Caforio et al.,
2002).

Diese Daten stitzten unsere Vermutung, dass eseicMU-WT-59.1 und XI um Autoantigene
handeln kdnnte. Die Haufigkeiten der Ak bei gesunihelividuen unterschieden sich allerdings in
den einzelnen Untersuchungen, was auf einem uhieddiithen Durchschnittsalter des
Kontrollkollektivs, einer unterschiedlichen Immuresgtat der getesteten Isoformen oder auf
Polymorphismen der Myosin-Genprodukte beruhen lgéinBie cDNA-Sequenzen der Antigene
MU-WT-59.1 und MU-WT-59.X| zeigten gegeniber dem NA-Homolog der GenBank an
mehreren Stellen Basenaustausche, die zum Teilnderingen der Aminosauresequenz fiihrten
(s. S. 53 und S. 63). Die Tatsache, dass beidaestaer eigenen Arbeitsgruppe ein sehr junges,
erwachsenes Kontrollkollektiv (< 30 Jahre) untehgen, und die internistisch-kardiologische
Gruppe von Caforio und Kollegen vermutlich ein diebt heterogeneres Altersspektrum
analysierte, sprach dafur, dass die anti-Myosiné\l. haufiger bei jungen als bei alteren,
gesunden Individuen vorkommen, méglicherweise algd-einer hoheren korperlichen Aktivitat
mit Mikrotraumata der Muskulatur.

Die MHC-Isoformen werden differentiell exprimieRhysiologischerweise kommen MYH3 und
MYHS8 nur in der Embryonal- bzw. Perinatalzeit vDie pathologische, postnatale Expression von
MYH3 wurde bei muskularen Erkrankungen, wie der kéldystrophie Typ Duchenne (Webster et
al., 1988) und Muskeltumoren, z.B. Rhabdomyosarkorti€arsch-Mizrachi et al., 1989), von
MYHS8 bei der Regeneration von Muskelverletzungefuiggen.

Anti-Myosin-Ak werden zur Radioimmunodetektion vBhabdomyosarkomen, Leiomyosarkomen
und Rhabdoidtumoren verwendet (Hoefnagel et aB31%oscielniak et al., 1990; Planting et al.,
1990). Durch die erhéhte Zellpermeabilitat von Turetlen oder bei Zellschaden, z.B. im Rahmen
von Tumornekrose oder Myokardinfarkt, kann der Akirrazellulares Myosin binden und in den
geschadigten Arealen anreichern, normale Muskelzeleigen dabei keine Anreicherung (Cox et
al., 1988).
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5.4 Zum Mechanismus der Immunogenitat von Tumorpnetei

Das CCDC46-Genprodukt MU-WT-59.1V wurde als Autmgant klassifiziert.

Das putative CCDC46-Homolog mit 4/10 (40%) Konselien. Damit gehdrte es eindeutig in die
Reihe der Autoantigene. Die Immunogenitat von CCe&Genprodukten war noch nicht bekannt.
Bislang liegen keine naheren Informationen zur Bé&awg dieses Gens im Kontext von malignen
Erkrankungen vor. Ob es sich bei der beschriebemeren Deletion um einen Polymorphismus
oder eine tumorspezifische Mutation handelte, eolachtraglich durch eine Analyse der
genomischen Sequenz von Lymphozyten der mit SEREXrsuchten Patientin geklart werden.
Dies gilt fur alle neuen molekularen Charakteristildie nicht eindeutig als Spleil3varianten
identifiziert werden konnten.

Das putative Autoantigen MU-WT-59.1I1 war am ehestme neue LRRFIP2-
Spleil3variante

MU-WT-59.1lI reagierte in der DSA mit 4/20 (20%) Ktollseren und wurde deswegen als
Autoantigen klassifiziert. Die erste Halfte der c®Nwar homolog zur LRRFIP2-cDNA,
unterschied sich allerdings von deren Sequenz deiroh Insertion von 72 Basen innerhalb des
ORF, so dass eine neue SpleilRvariante postuliedemgkonnte. Die zweite Halfte der cDNA war
100% homolog zur APP-cDNA. Welches der beiden Rreteun das antigene Epitop trug kann
nicht mit Sicherheit gesagt werden, da sie nichtekombinanter Form einzeln getestet wurden.
Die Hintereinanderreihung der cDNAs beruhte jedaoh ehesten auf einem Klonierartefakt und
die Synthese des komplett und stromaufwarts kl@nieLRRFIP2 war wahrscheinlicher. Zur
Immunogenitat dieses putativen Antigens und zurlicidgn Bedeutung des Proteins im Kontext
von Krebserkrankungen liegen bislang keine Dateteger Autoren vor.

5.4. Zum Mechanismus der Immunogenitit von

Tumorproteinen.

Zusammenfassend lieferte die eigene Arbeit zweididahe Beispiele fir Mechanismen, die zu
einer Immunogenitat von Wildtypproteinen im Kontexin Tumoren fiihren kénnen. Dies war im
Falle des Tumorantigens MU-WT-59.V die vermutetesf¢lxpression und im Falle des MU-WT-
59.1X die postulierte selektive Expression in Tugmound Gonaden.

Dartber hinaus finden sich in der Literatur einig&/ildtyp-Tumorantigene, deren
Expressionsmuster sich nicht erkennbar vom Wildiyterscheidet. Hier ist der Mechanismus der
Immunogenitat noch nicht eindeutig geklart. Matenbatte zu diesem Problem eine interessante
Hypothese. Sie postulierte, dass normale Zellatrektim Zusammenhang mit Krebs immunogen
werden kénnen, wenn vom Tumor zusétzliche Gefalgeake ausgeherc¢ntext of ,danger”)
(Matzinger, 1994). Mdglicherweise ist dieser Medbamus auch daflr verantwortlich, dass viele
Autoantigene im Kontext von Krebs haufiger mit einressbaren Immunreaktion einhergehen und
dass viele Auto-Ak im Rahmen von Tumorerkrankunigénere Titer aufweisen.
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Die eigenen Recherchen weisen daraufhin, dass eiindér Wildtypantigene mit ubiquitarer
Expression trotz initialer Klassifizierung als Turantigen nach Analyse von grol3eren
Kontrollkohorten schlie3lich doch als Autoantigeladsifiziert werden muissen. Hier bleibt der
Mechanismus der Immunogenitét in vielen Fallen utége

5.5. Die Rolle von Autoantigenen im Kontext von maligne

Erkrankungen

In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele, dasisSEREX-identifizierte Autoantigene und/oder
die entsprechenden Auto-Ak interessante neue &hiridviarker zur Diagnose, Prognose und/oder
Verlaufskontrolle von Tumoren darstellen kdnnenhigads et al., 2002; Behrends et al., 2003).
Einige Autoantigene konnen auch unabhangig vonr ihrenunogenitat Zielstrukturen fur die
Tumortherapie darstellen. Das ist dann der Falinrwalie Blockade ihrer Funktion das
Tumorwachstum beeintrachtigt (Powers and Workm@0y72Xu and Neckers, 2007). Fur alle mit
SEREX-identifizierten Tumor- und Autoantigene smiltdeshalb, soweit die verfiigbaren Daten
unzureichend sind, zusatzliche differentielle, kmgische, Expressions- und ggf.
Funktionsanalysen durchgefiihrt und auf diese Waiseklinisches Potential weiter abgeklart
werden.

Bei der Frage, ob Autoantigene als Zielstruktur dig Immuntherapie von Tumoren in Frage
kommen, ist ihr Expressionsmuster von entscheidem@krleutung. Autoantigene mit hoher
Expression in lebenswichtigen Organen eignen siethedich nicht als Targets fir
immuntherapeutische Ansatze. Es gibt aber Evidendafilr, dass die Induktion einer
Autoimmunantwort prinzipiell mit tumorspezifischémmunreaktionen synergistisch wirken kann,
und deshalb mdglicherweise in gewissem Rahmen aebes ist. Eindrucksvoll waren in diesem
Zusammenhang die Ergebnisse von Nishikawa und ¢@tedie im Tiermodell untersucht hatten,
welche Auswirkung eine Immunisierung mit einem elnen tumorspezifischen Antigen
(mutiertes ERK2 oder Her2/neu) gegenuber einer Koation aus tumorspezifischem Antigen
und SEREX-identifizierten Autoantigenen zeigte filiawa et al., 2001). Es stellte sich heraus,
dass die Koimmunisierung sowohl die tumorantigenifisehe CD8 T-Zellantwort steigerte als
auch einen grolReren Schutz vor LungenmetastaseBieofmplifikation der CD8+ T-Zellantwort
war von der Prasenz von CD4ellen abhangig, so dass eine wichtige Helferralten
autoantigenspezifischen CD4T-Zellen postuliert werden konnte. Einige der n8EREX
identifizierten ~ Wildtypantigene von Tumoren konntersomit mdglicherweise doch
immuntherapeutische Bedeutung erlangen.

5.6. Ausblick

Mit dieser Arbeit wurde erstmals belegt, dass sleh SEREX-Strategie zur Identifikation von

tumorassoziierten Antigenen in WT-Gewebe von Kindagnet, und dass durch Einsatz gepoolter

Seren von mehreren WT-Patienten eine hohe Antigdreaue erzielt werden kann. Weitere

SEREX-Untersuchungen mit gepoolten Seren an WT amderen péadiatrischen Malignomen
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waren daher zur Erweiterung des bekannten Antigadigpms sinnvoll und winschenswert. Viele
der in dieser Arbeit identifizierten WT-Antigene ttea potentielle tumorbiologische und/oder
klinische Bedeutung und sollten daher weiterfihegndntersuchungen zugefihrt werden.
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6. Zusammenfassung

Wilmstumoren gehoren zu den haufigsten solidengpésichen Tumoren, die im Allgemeinen eine
gute Prognose aufweisen. Therapeutische Schwidgiégke.B. bei fortgeschrittenen Stadien und
das Bestreben nach geringerer Toxizitat der Therdprch eine préazisere Risikostratifizierung
verlangen jedoch nach der Entwicklung erganzerteapeutischer und diagnostischer Optionen.
Ziel dieser Untersuchung war es, mit Hilfe des SKRFerfahrens neue Antigene des
Wilmstumors zu identifizieren und zu prifen, invaef sie als zuklnftige Zielstrukturen far die
Immuntherapie und/oder als neue diagnostische Maed®ignet erscheinen.

69 Klone, die sich 21 Genfamilien zuordnen liefdamnten serologisch detektiert werden. Die
identifizierten Antigene gehorten verschieden Rnétassen an, darunter einige, die an der
Genexpression und/oder Zellproliferation beteibgid wie zum Beispiel Transkriptionsfaktoren
(HSF2, NM23B, SSRP1), DNA-Reparatur-Enzyme (MSH2ppleil3faktoren (PRP16),
Protoonkogene (DACH), Proteine, die fur die Zytada wichtig sind (MYH3 und 8, ROCK1 und
2), ribosomale Proteine (L13 und L30) und anderd. Hillfe von differentiellen Serumanalysen
mit Proben von gesunden Probanden und anderentchian Krebspatienten konnten die
Antigene in Tumor- oder Autoantigene eingeteilt @ear. Das Ergebnis wurde vor dem
Hintergrund publizierter serologischer Daten zu dekannten cDNA-Homologen interpretiert.
Zwei Antigene, MU-WT-59.V und -59.1X, konnten aufigrd ihrer Seroreaktivitat als potentielle
Tumorantigene eingruppiert werden. MU-WT-59.V wamtolog zummismatch repaifrotein
MSH2, das eine wichtige Rolle bei der Reparatur DOA-Schaden spielt. Daten aus der Literatur
sprechen dafiir, dass seine Immunogenitit auf eimaorassoziierten Uberexpression beruhen
konnte, und dass letztere eventuell von progndstisBedeutung ist. MU-WT-59.IX war homolog
zu dem embryonalen Protein NARG2, das aufgrundesetiastringierten Expressionsmusters zur
Gruppe derCancer/TestigAntigene gezahlt werden kann und somit fir die ®ammuntherapie
aufRerordentlich interessant ist.

Alle weiteren 19 Antigene wurden aufgrund ihrer ddeaktivitat als Autoantigene klassifiziert.
Acht dieser Antigene wiesen neue molekulare Aliensin auf. So wurden beispielsweise vier
neue Spleilvarianten dddebulinGens identifiziert, welchem eine pathogenetisclaleRim
Kontext von Myopathien zugeschrieben wird. Zudemrdeentierten die Antigene MU-WT-
59.1II/LRRFIP2 und MU-WT-59.XVIII/GCC2 neue Spleisanten. Darliber hinaus wiesen die
verfigbaren publizierten Daten zu cDNA-Homologenmadé hin, dass die Antigene MU-WT-
59.VIII, -XII, -XIV, -XV und -XXI als prognostischeMarker hilfreich sein kénnten, und dass
Antikdrper gegen Mu-WT-59./MYH3, MU-WT-59.XI/MYH8 und MU-WT-XXI/3H11
diagnostische Bedeutung haben. Beispiele fir Auigemme, die molekulare Ansatzpunkte fir die
Tumortherapie liefern kdnnten, waren MU-WT-59. XIKAUMU-WT-59.XX. Sie entsprachen Rho-
Kinasen, die an Zelladhasion und —motilitat bageitind und deren experimentelle Inhibition die
Zellmigration reduziert.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit das SEREXaken erstmals auf einen Wilmstumor
angewandt und auf diese Weise zahlreiche klinistdressante Antigene identifiziert. Sie lieferten
neue und bekannte Ansatzpunkte fur Therapie, D&tdgound biologisches Verstandnis von
bdsartigen Neoplasien einschlief3lich der Wilmstwemoron Kindern.
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8.1. Verzeichnis der Abkiirzungen

O

A-Phagen

T

Abb.

AFP

Ak

ALP

AM

AMIDA

APP

AS

BBC1

BCIP

bFGF

BLAST

bp (base pair)
BRCA

BWS

CALL

CCDC64

CDK, (cyclin dependent kinase 4)
cDNA (complementary DNA)
CEA (carcino-embryonic antigen)
CEP 290

CML66

CMV

COG

CT

CTA

DACH

DAP-AT

DC (dendritic cell)
DCM

ddH,O

DHX38

dl

Durchmesser

Lambda-Phagen

Grad Celsius

Abbildung

Alpha-1-Fetoprotein

Antikorper

Alkalische Phosphatase

akute Myokarditis

autoantibody-mediated indentification of antigens
Amyloid A4 precursor protein of Alzheimer
Aminosaure

breast basic conserved gene 1
5-Brom-4-Chlor-3-Indolylphosphat

basic fibroblast growth factor

Basic Local Alignment Search Tool
Basenpaar

breast cancer antigen
Beckwith-Wiedemann-Syndrom

Common ALL

coiled coil domain containing protein 64
Cyclin abhéngige Kinase 4
komplementare DNA
karzino-embryonales Antigen

centrosomal protein 290

chronisch myeloische Leukamie (Antigen) 66
Zytomegalie-Virus

Children’s Oncology Group
Computertomographie
Cancer-testis-Antigene

Dachshund Homolog

dihydroxyacetone phosphate acyltransferase
dendritische Zelle

Dilatative Kardiomyopathie
doppeltdestilliertes Wasser

DEAH-Box Polypeptid 38

Deziliter
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DM
DMF
DMSO

DNA (desoxribonucleic acid)

DSA
E. coli
EBV

EGF (epidermal growth factor)

EGF-R (EGF-receptor)
EGR-1

Ep-CAM

F1-Hp

FACT-Protein

FAS (fatty acid synthase)
g

GCC2-Protein

GF (growth factor)
GNPAT

GPOH

GSF

h

HCL

HER-2

HIV

HLA
HMG-Box

Hp

HPRD

HPV

HSE

HSF

HSP (heat shock protein)
hTR

IFN-y

g

IGF 2

IL-2

IPTG
IQWD-Protein
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Dermatomyositis

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonuleinsaure

differentielle Serumanalyse
Escherichia coli

Epstein-Barr-Virus

epidermaler Wachstumsfaktor
EGF-Rezeptor

early growth response gene-1
epithelial cell adhesion molecule
F1-Helferphage

facilitates chromatin transcription-Protein
Fettsaure-Sythetase

Gravitation; Gramm

GRIP coiled coil-Protein 2
Wachstumsfaktor

glyceronephosphate O-acyltransferase

Deutsche Gesellschaft fir padiatrische Onkologie und
Hamatologie

Gesellschaft fur Strahlenforschung; jetzt:
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit

Stunde

Salzsaure

humaner EGFR-2

human immunodeficiency virus
human leucocyte antigen-1/-II

high mobility group-Box
Helferphage

human protein reference database
humanes Papilloma-Virus

heat shock element

Heat Shock transcription factor
Hitzeschockprotein

humane Telomerase

Interferon-y

Immunglobulin

Insulin-like Growth Factor
Interleukin-2
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
IQ motif and WD repeats 1-Protein
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kB

KLH

I
LAK-Zellen
L-Folien
LOH
LRRFIP2
L-Saule

M

MAGE
mAK
MART-1/-2
MC1R
MCS (multiple cloning site)
mg

MgCl,
MgSO,
MHC
MIBG

min

ml

MLC

MRD (minimal residual disease)
MRNA (messenger RNA)
MRT
M-Saule
MSH2
MYH

NaCl
NaN3
NaOH
NARG2
NBT

NCBI

NK
NMDAR
NPC

NRIP

NSE
NWTS
OD600

Kilobasen

Keyhole-limpet Hamocyanin
Liter

Lymphokin-aktivierte Killerzellen
Lytische Folien

loss of heterocygocity

leucin rich repeat interacting protein 2
lytische Saule

molar

melanoma antigen gene
monoklonaler Antikérper
melanoma antigen recognised by t-cells-1/-2
Melanocortin-1-Receptor
Multiple Klonierstelle

Milligramm

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
major-histocompatibility-complex
Meta-Jod-Benzyl-Guanidin
Minute

Milliliter

myosin light chain

minimale Resterkrankung
Boten-RNA
Magnetresonanztomographie
mechanische Saule
mutS-Homolog 2

myosin heavy chain
Natriumchlorid

Natriumazid

Natronlauge

NMDA receptor-regulated gene 2
Nitroblau-Tetrazolium

National Center for Biotechnology Information

naturliche Killerzellen
N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor
Nasopharyngeales Karzinom

nuclear receptor interacting protein
Neuronspezifische Enolase

Nationale Wilmstumor Studie der USA
optische Dichte bei der Wellenlange A 600
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ORF (open reading frame) Offener Leserahmen
p Plasmid

PAPC (professional antigen-presentating professionelle Antigen-prasentierende Zellen
cells)

pB pBluescript® Phagemid

PBS (phosphate buffer saline) Phosphatpuffer-Salzlésung

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PCR (polymerase chain reaction) Polymerase-Ketten-Reaktion

pDNA Plasmid-DNA

pfu plaque forming units

Ph Phagenbank

PM Polymyositis

PSA Prostata-spezifisches Antigen

RNA (ribonucleic acid) Ribonukleinsaure

ROCK Rho associated, coiled-coil containing protein kinase
RPL ribosomal protein L

rpm (rounds per minute) Umdrehungen pro Minute in Schiittlern und Zentrifugen
RT reverse Transkriptase

RT-PCR (RT-polymerase chain reaction) Reversen Transkription und nachfolgende PCR

SAP-1 stomach cancer-associated protein tyrosine phosphatase-1
SCC (squamous cell cancer) Plattenepithelkarzinom

SEREX (serological identification of serologische Analyse von rekombinanten Tumor-cDNA-
recombinantly expressed genes) Expressionsbibliotheken

SIOP (societé internationale de Internationale Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie
I'oncologie pédiatrique)

SM-Puffer Phagenverdinnungspuffer

SNP single nucleotide polymorphism

SSRP1 structure specific recognition protein 1

TAA tumorassoziierte Antigene

Tab. Tabelle

TAE-Puffer Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBS Tris-Buffer-Saline

TCR (t-cell receptor) T-Zell-Rezeptor

TGF transforming growth factor

TIL Tumor-infiltrierende Lymphozyten

Treg regulatorische T-Zellen

TrkB Neutrophin-Rezeptor

TRP tyrosinase-related protein

TSA Tumor-spezifisches Antigen

TUM Technische Universitat Minchen

U (units) Einheiten
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UTR (untranslated region)
VEGF
WAGR-Syndrom

WT
X-Gal

HY

Untranslatierter Bereich
vascular endothelial growth factor

Wilmstumor-Aniridia-Genitourinary Anomalies-Mental
Retardation-Syndrom

Wilmstumor
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galactopyranosid

Mikrogramm
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Abb. 8-1 Karte des Uni-ZAP®XR Insertionsvektors (Stratagene).

Die WT cDNA wurde Uber die Restriktionsenzyme EcoR1 und Xhol in den Polylinker des Uni-
ZAP®XR Vektors kloniert (s. Abb. 8-3). Der Polylinker des Uni- ZAP®XR Vektors, in den die Tumor
cDNA einkloniert worden war, lag innerhalb des lacZ Gens, welches fir eine Untereinheit des
Enzyms [(-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 (s. Abb. 8-2). Um das cDNA-Insert in einem
Plasmidsystem charakterisieren zu kénnen, wurde das pBluescript-Phagemid (s. Abb. 8-2) mithilfe
des f1-Helferphagen ExAssist™ in vivo exzidiert.

pBluescript® Il SK (+/-) Phagemids

/f1(-) on
f1 (+) ori
( )OI’I'\

ampicillin| lacZ
_—~Kpn
pBluescript 11 SK (+/-) M(‘ZSS l
3.0 kb R

\ P lac

pUC ori*

Abb. 8-2 Zirkulare Vektorkarte des pBlueskript-Phagemids (Stratagene).

Der pBluescript-Vektor hat eine Lange von 2958bp. f1 (+) ori = Ursprung der DNA-Replikation des
sense-Stranges des lacZ-Gens. f1 (-) ori = Ursprung der DNA-Replikation des antisense-Stranges
des lacZ-Gens. lacZ” = lacZ-Gen. MCS = multiple cloning site. P lac = lac Promoter. pUC ori =
Ursprung der DNA-Replikation des Plasmids. ampicillin = Ampizillin-Resistenzgen.
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pBluescript Il SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 598-826)

Apo Hine Il
Eco0109 | Acc
BszH | T7 Promoter - 'lipn |:|:|-u | ¥ho | f:l |
I >
TTGTAAAACGACGGCCAGEGAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGGQGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGA’C. ..
113 -20 primer binding site T7 primer binding site " K5 primer binding site...
Bsp106 | ) o] e .
{I: o Hind I ?ccR A ECQF\ 1 Irs' ."_|'~ma I ?u-—.H .‘lipe :}sba Elﬂg I ?sﬂs | ;l‘uc ;l\ac
- . .GGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTC. . .
--.KS primer binding site - EK primer binding site
- T3 Promoter BzzH 11 B-gal u-fragment
- |
- . .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
T3 primer binding site “#13 Reverse primer binding site

Abb. 8-3 Sequenz der multiple cloning site des pBluescript-Phagemids (Stratagene).

Der Polylinker des pBluescript-Phagemids wird stromaufwarts von einem T7- und stromabwarts

von einem T3-Promotor flankiert.
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