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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Magenkarzinom

Das Magenkarzinom ist eine der haufigsten Krebserkrankungen in den industrialisierten
Landern. Es tritt vor allem zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr auf, wobei der Anteil der
Neuerkrankungen bei Mannern gegenlber Frauen mit 1,5 zu 1 leicht Uberwiegt. 10% aller
Magenkarzinome werden jedoch bereits bei Patienten diagnostiziert die junger als 40 Jahre
sind. Zu den Landern mit hoher Pravalenz fir das Magenkarzinom gehoéren Japan,
Kolumbien, Finnland, Osterreich und die Bundesrepublik Deutschland. Jahrlich erkranken in
Europa mehr als 192.000 Menschen an einem malignen Magentumor, 15.000 Menschen
davon alleine in Deutschland [1]. Die Mortalitat in der Bundesrepublik betragt derzeit 13.000
Menschen pro Jahr, damit steht das Magenkarzinom in der Todesursachenstatistik bei
Frauen an flnfter, bei Mannern an sechster Stelle (Quelle: Tumorregister Minchen;

http://www.tumorregister-muenchen.de/).

Das Magenkarzinom ist definiert als ein maligner epithelialer Tumor des Magens. Die WHO
unterscheidet folgende histologische Typen: Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom,
undifferenziertes Karzinom und ein nicht klassifizierbares Karzinom. Nach Laurén wird unter
pathobiologischen Gesichtspunkten ein mehr umschrieben wachsendes Karzinom vom
Intestinaltyp (Adenokarzinom) und ein diffuses Karzinom (entdifferenziertes Karzinom,
Siegelringkarzinom) unterschieden [2]. Zwei Drittel der Magenkarzinome sind im Antrum
lokalisiert, wobei in den letzten 20 Jahren eine Zunahme des Kardiakarzinoms zu registrieren
ist.

Nur bei distalen Tumoren mit ausreichendem Sicherheitsabstand zum gesunden
Restgewebe ist eine 4/5 Magenresektion moglich, ansonsten ist der Regeleingriff zur
kurativen Therapie die Gastrektomie in Kombination mit der Entfernung des grof3en und
kleinen Netzes und der Lymphknoten am Truncus coeliacus bis zur Leber und zum Milzhilus
[2, 3]; je nach Lage und Infiltration des Karzinoms miissen auch benachbarte Organe (Milz,
Pankreasschwanz, linker Leberlappen, Querkolon, distaler Osophagus) mitreseziert werden
[4]. Trotz standardisierter Operationstechniken sowie adjuvanter und neoadjuvanter
chemotherapeutischer Behandlungskonzepte mit 5-Flurouracil und Cisplatin [5], sind die
Uberlebenschancen eher enttduschend. Ein Benefit der gastrektomierten Patienten durch

eine postoperative Radiochemotherapie muss sich noch zeigen [6].
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Einleitung

Die Prognose hangt entscheidend vom Stadium des Tumors ab. Aufgrund tumornaher
Lymphwege, die sich bereits in der Mukosa unterhalb der Basalmembran befinden, ist eine
sehr fruhe lymphogene Metastasierung moglich. Beim Magenfrihkarzinom betragt die 5-
Jahresiberlebensrate 90-95%, beim fortgeschrittenen Karzinom nur 30% [7, 8]. Da zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung Uber 50% aller Magenkarzinome inkurabel sind, leben nach
funf Jahren insgesamt noch weniger als 10% der Patienten. Mehr als 50% der kurativ an

Magenkarzinom behandelten Patienten erleiden ein Tumorrezidiv innerhalb von funf Jahren.

Die Atiopathogenese des Magenkarzinoms ist multifaktoriell. Unter den genetischen
Faktoren scheint die Blutgruppe A eine Rolle zu spielen, des Weiteren geht das Lynch-
Syndrom (Mutation von Reparaturgenen auf Chromosom zwei, drei oder sieben; HNPCC)
mit einer erhdhten Pradisposition einher [9]. Weiterhin steht eine Nitrosaminbildung durch
bakterielle Fehlbesiedlung bei chronisch atrophischer Gastritis und Achlorhydrie zur
Diskussion [10].

Umweltfaktoren wie Ernahrungsgewohnheiten spielen in der Pravalenz des Magenkarzinoms
eine wichtige Rolle. Gesalzene und gerducherte Speisen scheinen sich aufgrund des
erhdhten Nitrosamingehalts unglnstig auszuwirken, ebenso eine Exposition durch
Benzpyrene, Aflatoxine, Alkohol und Nikotin [11, 12]. Obst und frisches Gemise zeigen
durch Entgegenwirken eines Mangels an Vitamin A, C und E einen protektiven Effekt [13]. In
den westlichen Landern, insbesondere in den USA ist seit ca. 40 Jahren aufgrund
verbesserter hygienischer Lebensbedingungen und ausgewogenerer Erndhrung eine
kontinuierliche Abnahme der Ersterkrankung an einem Magenkarzinom zu registrieren [14].
Es gibt verschiedene Risikoerkrankungen, bei denen gehauft mit dem Auftreten eines
Magenkarzinoms gerechnet werden muss, dazu zahlen die Pernizibse Anamie bei
Autoimmun - Gastritis, Morbus Ménetriér und die proliferierende chronisch atrophische
Gastritis. Patienten, welche an den Hautkrankheiten Dermatomyositis und Sklerodermie
erkrankt sind, weisen diese gehauft als paraneoplastisches Syndrom bei einem
Adenokarzinom des Magens auf [15]. Auch die Acanthosis nigricans kann Hinweis auf ein
Magenkarzinom sein [16]. Als obligate Prakanzerosen werden das tubuldre und villose
Adenom des Magens, sowie die dysplastische Umwandlung von Magenzellen angesehen
[17]. Als Risikofaktoren umstritten sind dagegen der polypentragende Magen, der
teilresezierte Magen und die banale chronisch atrophische Gastritis [18, 19].

Im Jahr 1994 hat die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) das Bakterium Helicobacter pylori
in die Gruppe der definitiven Karzinogene zur Entstehung eines Magenkarzinoms

eingeordnet [20]. Der Grund dafir sind verschiedene epidemiologische Studien, welche
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einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der Inzidenz der Helicobacter pylori

Infektion und der Inzidenz eines Magenkarzinoms gezeigt hatten [21].
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1.2 Helicobacter pylori

Dr. Robin Warren und Dr. Barry Marshall erhielten 2005 den Nobelpreis fur Physiologie und
Medizin fir ihre Entdeckung des Bakteriums Helicobacter pylori in der Magenschleimhaut als
Ursache fir peptische Magengeschwire. Bereits 1982 hatten die zwei australischen
Wissenschaftler durch einen Selbstversuch von Marshall die Infektionsgenese eines
Magenulkus bewiesen und mit ihrer Publikation dieser These fir Aufsehen gesorgt [22]. Die
Erstbeschreibung des Bakteriums erfolgte jedoch bereits 1875 durch deutsche
Wissenschaftler. Aufgrund fehlgeschlagener Versuche, durch Anzucht die Existenz des

Bakteriums zu beweisen, waren diese Arbeiten allerdings bald wieder in Vergessenheit

geraten.
g B
.'. r'.’
o <
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Abbildung 1: ~ Zwei verschiedene histologische Darstellungen des gramnegativen  Bakteriums
Helicobacter pylori. (Quelle: Bayerisches Arzteblatt, Ausgabe 03/2006)
Abbildung A zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von Helicobacter pylori. Zu
sehen sind der spiralférmige Koérperaufbau sowie funf Flagellen an der Hinterseite des
Bakteriums, welche zur Fortbewegung dienen. In Abbildung B ist eine Silberfarbung
von Magenmukosazellen abgebildet. Die im Zentrum sichtbaren langlichen Strukturen
zeigen eine Kolonie von Helicobacter pylori.
Helicobacter pylori (H. pylori) ist ein spiralférmiges, gramnegatives Bakterium mit einem
Durchmesser von 0,5 ym und einer Lange von drei um (Abbildung 1). Es besitzt vier bis
sechs Flagellen zur Fortbewegung und ist mikroaerophil, d.h. es bendtigt wenig Sauerstoff,
da es aus Methan generierten Wasserstoff als Energiequelle nutzt. Mit seinen Flagellen und
seiner Spiralform bohrt es sich in die Mukosazelle des Magens und in metaplastische Zellen
des Duodenums ein. Durch das Enzym Urease, welches an der Oberflache des Bakteriums
anlagert, spaltet es Harnstoff in Bicarbonat und Ammoniak. Das Ammoniak umgibt das
Bakterium wie eine Wolke und neutralisiert die Magensaure, wodurch das Bakterium in
diesem sonst fur pathogene Keime tddlichen Milieu Uberleben kann. Gleichzeitig zerstort es
durch das Ammoniak sowie durch weitere pathogene Enzyme wie Protease, Katalase und
Phospholipase die Mukosazelle und 16st eine starke mukosaassoziierte und systemische B-

und T-Zell Immunantwort als Entziindungsreaktion aus [23, 24]. Eine fortschreitende erosive
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Schadigung der Mukusschicht bis in die Lamina muscularis propria fuhrt schlief3lich zu einem
Magenulkus bzw. Ulkus duodeni [25].

Weitere Antigene des Bakteriums wie das ,Neutrophil-Activating-Protein“ (HP-NAP), das
,vacuolating cytotoxin® (VacA), das ,CagA“ Protein, Hitzeschockproteine und
Peptidoglycane, welche durch einen nadelartigen Fortsatz in die Mukosazelle injiziert
werden, passieren das entzundlich veranderte Magenepithel und induzieren die Infiltration
und Aktivierung von Makrophagen, Leukozyten und Granulozyten [26, 27, 28, 29, 30].

Trotz der induzierten, H. pylori spezifischen Immunreaktion kann das Bakterium in der Regel
nicht vom eigenen Immunsystem aus dem Magen eliminiert werden. Eine lebenslange
Besiedlung mit dem Keim ist die Folge, die zu einer chronischen Entziindung der
Magenmukosa fihrt (B-Gastritis) [31, 32].

Der Ubertragungsweg von H. pylori ist fakal-oral. Mit Hilfe von nichtinvasiven Methoden wie
Urease-Schnelltest, C13-Harnstoff-Atemtest, Stuhltest und der Antikérperbestimmung im
Patientenserum, sowie der mikrobiellen Kultur aus einem Magenschleimhautbiopsat als
Goldstandard und der histologischen Farbung kann das Bakterium nachgewiesen werden
[33, 34]. Die chronische bakterielle Gastritis, das Ulkus ventriculi und das Ulkus duodeni
kénnen durch eine H. pylori Eradikationstherapie zur Heilung gebracht werden [35]. Diese
Therapie besteht aus einer Standardkombination mit zwei Antibiotika (z.Zt. Clarythromycin
und Amoxycillin) und einem Protonenpumpenhemmer in doppelter Standarddosis
(Pantoprazol, Omeprazol oder Esomepromazol).

Die infektiologische Onkogenese der Entstehung eines MALT Lymphoms auf den Boden
einer H. pylori Infektion des Magens war lange Zeit umstritten. Molekularbiologische
Untersuchungen und klinische Therapiestudien, welche eine erfolgreiche antiinfektidse
Therapie des B-Zell Lymphoms vor allem im Frihstadium zeigten, haben jedoch das
pathophysiologische Konzept belegt [36, 37]. Anders verhalt sich die Sachlage in der
Fragestellung, in wieweit eine H. pylori Infektion mit der Entstehung eines Magenkarzinoms

zusammenhangt.
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1.3 Pathogenetische Zusammenhange zwischen

Helicobacter pylori und dem Magenkarzinom

Wie bereits erwahnt, wurde H. pylori als Gruppe | Karzinogen bei der Entstehung eines
malignen Magentumors eingestuft. Epidemiologische Studien in Regionen mit einer hohen
Pravalenz fur das Magenkarzinom zeigten eine positive Korrelation zur H. pylori Infektion
[38]. Ein gehauftes Auftreten eines Magenkarzinoms bei miteinander verwandten Personen,
welche allesamt zusatzlich H. pylori infiziert waren, deuten eine Karzinogenese durch H.
pylori bei familidrer Disposition an [39].

Verschiedene Mechanismen werden diskutiert, wie H. pylori an der Genese des
Magentumors beteiligt sein konnte. Eine erhdhte Produktion freier Radikale in der Nahe des
Bakteriums und eine gleichzeitig erhdhte Anzahl atypischer Bakterium-Wirtszellen wird als
Indiz fur einen karzinogenen Einfluss gedeutet. H. pylori induziert au3erdem die Produktion
des proinflammatorischen Tumor- Nekrose Faktors o (TNF-a). Dieses Zytokin verandert
Zelladhasionsmolekile, wodurch die Wanderung mutierter Epithelzellen erleichtert sein soll
[40]. Andere epidemiologische Daten wiederum stellen eine feste Beziehung des Bakteriums
zur Tumorentstehung in Frage. So zeigen klinische Studien, dass nur 1% aller H. pylori
infizierten Personen im Laufe des Lebens ein Magenkarzinom entwickelt [41, 42, 43, 44]. Bei

etwa 20 % der Magenkarzinompatienten findet sich keine Infektion mit H. pylori [43, 45, 46].

In einer retrospektiven Analyse untersuchten Lee und Mitarbeiter das Uberleben von H.
pylori positiven und H. pylori negativen Magenkarzinompatienten [47, 48]. Sie fanden eine
verbesserte  Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Tumorpatienten, welche vor dem
chirurgischen Eingriff H. pylori positiv getestet worden waren. In einer prospektiven
klinischen Studie verglichen Meimarakis und Mitarbeiter das Uberleben H. pylori positiver
und H. pylori negativer Magenkarzinompatienten nach makroskopischer und
histopathologischer Entfernung des Tumors im Gesunden (R0O-Resektion) [49]. 166 kurativ
behandelte Patienten wurden in einem Follow-up von 53 Monaten auf ihr tumorfreies
Uberleben in Korrelation mit einer stattgefundenen (125 Patienten) bzw. ausgebliebenen H.
pylori Infektion (41 Patienten) untersucht. Das tumorfreie Uberleben war in der H. pylori
positiven Patientengruppe hochsignifikant besser und zeigte damit in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von Lee einen signifikanten Uberlebensvorteil fiir Patienten mit praoperativ
positivem H. pylori Status (siehe Abbildung 2). Basierend auf diesen Untersuchungen konnte
H. pylori neben den etablierten Prognosefaktoren Tumorinvasion und Lymphknotenstatus als

unabhangiger prognostischer Faktor identifiziert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2: Graphik aus der prospektiven klinischen Studie von Meimarakis und Mitarbeitern.

Dargestellt ist die Uberlebensrate nach Gastrektomie von H. pylori positiven (rote
Kurve) bzw. H. pylori negativen Patienten (grine Kurve). Der letzte H. pylori
negative Patient starb 48 Monate nach Gastrektomie. Das tumorfreie Uberleben

war in der H. pylori positiven Patientengruppe dagegen hochsignifikant erhoht.

Wie aber hangt das verbesserte Outcome eines Magenkarzinompatienten mit der H. pylori
Infektion zusammen? Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine Infektion
durch H. pylori entscheidend die zellulare Immunitat beeinflusst. So stellten Hatz und
Mitarbeiter dar, dass Patienten mit H. pylori -assoziierter Gastritis eine signifikante Zunahme
an CD4" und CD45RO" Lymphozyten in der Lamina propria vorweisen [50]. Whitney und
Mitarbeiter beschrieben eine gesteigerte Infiltration von Makrophagen in die
Magenschleimhaut bei Kindern mit einer H. pylori Infektion [51]. Aktivierte Makrophagen
sezernieren Zytokine wie IL-12, IL-1, IL-6, TNF-a sowie Chemokine wie IL-8. Die im Rahmen
der Infektion freigesetzten Zytokine schaffen ein sogenanntes Typ-I Zytokinmilieu, welches

insbesondere die zellulare Immunitat aktiviert und die humorale Immunitat hemmt.
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1.4 Polarisierungen einer Immunantwort durch

T-Lymphozyten

T-Lymphozyten kdnnen nach ihrer Funktion in unterschiedliche Gruppen unterteilt werden:
Naive (antigenunerfahrene) T-Zellen, T-Helferzellen (Th), zytotoxische T-Zellen (Tc), T-
Suppressorzellen und T-Gedachtniszellen. Charakteristisch fir T-Helferzellen ist die
Expression des Oberflachenmolekiils und Corezeptors CD4 (CD4" T-Zellen), zytotoxische T-
Zellen exprimieren den Corezeptor CD8 (CD8" T-Zellen). Mit Hilfe des T-Zell Rezeptors
(TCR) und des CD8 Corezeptors interagieren CD8" T-Lymphozyten mit dem MHC-I-Komplex
einer antigenprasentierenden Korperzelle. CD4" T-Lymphozyten stehen mit Hilfe ihres CD4 -
Corezeptors mit dem MHC-II-Komplex auf der Zelloberflache von Immunzellen in
Wechselwirkung.

Ein direkter Kontakt mit antigenprasentierenden Zellen und der Einfluss von IL-6 fordert die
Reifung von CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten aus ihren naiven Vorlauferzellen (siehe
1.5). Werden naive CD4" T-Lymphozyten durch ein Antigen stimuliert, produzieren sie
Interleukin-2 (IL-2). IL-2 fordert daraufhin die Reifung weiterer CD4" T-Lymphozyten und eine
Polarisierung dieser T-Lymphozyten in zwei Gruppen: sogenannte Th1- Zellen, welche IFN-
v, IL-2 und TNF-B produzieren und sogenannte Th2- Zellen, welche IL-4 bilden. Diese
Polarisierung der Th-Lymphozyten hangt seinerseits von dem Vorhandensein spezifischer
Lymphokine im Immunmilieu ab; ist viel IL-4 vorhanden, so liegt der Schwerpunkt in der
Bildung von Th2-Zellen. IL-12 hingegen férdert die Ausbildung von Th1-Zellen (Abbildung 3)
[52].

Polarisierung einer Immunantwort

Th1- Zellen induzieren die zellulare Immunantwort, Th2- Zellen eine humorale Immunantwort
[53, 54]. Typ-I T-Lymphozyten sezernieren IFN-y, TNF-B, und IL-2. Typ-ll T-Lymphozyten
sezernieren IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 und IL-13. Typ-I -oder Typ-Il- Zytokine induzieren und
unterstitzen jeweils die Entwicklung von Lymphozyten mit einem entsprechenden Phanotyp,
wohingegen sie die Entwicklung der T-Zellen zu dem entgegengesetzten Phanotyp
unterdricken. Entsprechend wird in Anwesenheit von IFN-y selektiv die Expansion von Typ-I-
Zellen induziert und die Expansion von Typ-lI-Zellen inhibiert. Die Typ-II-Zytokine IL-4 und
IL-10 hemmen die Expansion von Typ-I-Zellen [55, 56]. Durch dieses Phanomen der
reziproken Hemmung polarisierter T-Zellen kommt es zur Auspragung charakteristischer

Zytokinprofile bei immunologischen Antworten. Entsprechend kommt es bei dem
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Zusammentreffen von T-Zellen und Tumorantigen-prasentierenden dendritischen Zellen in
Anwesenheit von Typ-llI-Zytokinen in den entsprechenden Tumorvakzin-drainierenden
Lymphknoten zur Ausbildung von Typ-II polarisierten T-Zellen. Die Typ-ll-Zytokine stammen
von den Tumorzellen selbst, von IL-4 sezernierenden NK-Zellen oder von IL-6
sezernierenden dendritischen Zellen [57, 58, 59]. Die Sekretion von IFN-y durch NK Zellen
oder von IL-12 durch dendritische Zellen induziert eine Typ-I-immunantwort und unterdriickt
eine Typ-ll-immunantwort [60, 61].

Auch die Quantitat des Antigens wahrend der Zellstimulation beeinflusst die Entwicklung des
Phanotyps. Hohe Antigenkonzentrationen induzieren vornehmlich eine Typ-I-Antwort,
wohingegen eine geringe Menge von Antigen eine Typ-llI-Antwort unterstitzt [62].

Wird ein Antigen in Abwesenheit entsprechender Kostimulation prasentiert, so wird eine Typ-
[I-immunantwort induziert. Hierdurch wird die Freisetzung von IL-12 durch Antigen-
prasentierende Zellen geblockt, eine Typ-lI-Antwort unterdrickt und eine Typ-lI-Antwort
etabliert. Eine Antigenprasentation in Abwesenheit inflammatorischer Zytokine hat ebenfalls

eine Typ-llI-Antwort zur Folge [63].

Major Histocompatibility Complex

Der Major Histocompatibility Complex-I (MHC-I) besteht aus einer schweren o- Kette mit
einer a 1, o » und o 3 Domane und einer leichten p-Kette [64, 65, 66]. Es wird von allen
kernhaltigen Korperzellen an der Zelloberflache exprimiert.

Von einem MHC-I-Komplex spricht man bei einer Anlagerung eines Peptides an die a- Kette
und das B,-Mikroglobulin zu einem Trimer. Diese Peptide stammen von kérpereigenen und
korperfremden (z.B. viralen) zytosolischen Proteinen, welche in Proteasomen in kleine
Fragmente zerlegt und mittels des TAP (transporter associated with antigen processing) in
das endoplasmatische Retikulum geschleust werden. In diesem Kompartiment werden sie an
Jeere® MHC-I-Molekule gebunden und anschliefend an die Zelloberflache zur Prasentation
gegeniiber den zirkulierenden CD8'T-Effektorzellen transportiert.

Nach einem interzellularen Kontakt zwischen dem CD8-Corezeptor, T-Zell Rezeptor und

MHC-I-Komplex einer zytotoxischen T-Zelle kommt es zur Ausbildung einer Rezeptor-

Verdichtung (sogenannte jmmunologische Synapse), die ganz wesentlich zur Aktivierung der

CD8" T-Zelle zu einem zytotoxischen T-Lymphozyt beitragt. Eine einmalig aktivierte
zytotoxische T-Zelle kann nun ihrerseits MHC-I-Moleklle auf der Oberflache kernhaltiger
Korperzellen erkennen, sobald diese das antigene Peptidfragment exprimieren, mit dem die
zytotoxische T-Zelle aktiviert wurde. Dabei hangt die Aktivitat dieser zytotoxischen T-Zelle

auch von der Menge des ihr prasentierten Antigens ab; ist das Angebot und die Wirkung des
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antigenen Peptids auf die zytotoxische T-Zelle hoch genug, tétet diese die antigen-positive

Zelle. Diesen Prozess nennt man|zellvermittelte Zytotoxizitat| Wird der zytotoxischen T-Zelle

hingegen wenig Antigen prasentiert, so kann diese, anstatt die antigen-positive Zelle
anzugreifen, in einen inaktiven, also anergischen Zustand lbergehen. IFN-y ist eines der
Zytokine, welche die Hochregulation und die Antigenprasentation von MHC-I-Komplexen
stimuliert [65, 66, 67, 68].

Das MHC-Klasse-lI-Molekll befindet sich auf B-Lymphozyten, Makrophagen und
antigenprasentierenden Zellen. Es besitzt zwei transmembrane Glykoproteine in Form einer
o-Kette und B-Kette mit jeweils einer a4, o, bzw. einer B4 und B, Domane. MHC-II prasentiert
Antigene extrazellularen Ursprungs, die durch Endozytose aufgenommen wurden.
Dendritische Zellen prasentieren Uber MHC-II die Antigenfragmente den CD4" T-
Lymphozyten. Die CD4" T-Zellen kénnen nun ihrerseits B-Zellen zur Antikorperproduktion

aktivieren oder Makrophagen dazu veranlassen, die phagozytierten Erreger im

Phagolysosom|zu vernichten.

Maligne transformierte Zellen exprimieren als kernhaltige Kérperzellen in der Mehrheit einen
MHC-I-Komplex, sie kénnen aber auch wie z.B. beim B-Zell-Lymphom MHC-II auf ihrer
Oberflache tragen oder zum Schutz gegen die kdrpereigene Immunabwehr die MHC-
Expression herunterregulieren. Die MHC-I positiven Tumorzellen stellen das Ziel einer T-Zell

vermittelten Immunantwort dar [69, 70].
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1.5 Einfluss dendritischer Zellen auf Immunzellen

Dendritische Zellen stellen die effizienteste heterogene Gruppe zur Prasentation von
Antigenen in der Natur dar [71, 72]. Aus CD34" Knochenmarkstammzellen stammend,
werden sie in 3 verschiedene Subtypen unterteilt: Langerhans-Zellen, interstitielle
dendritische Zellen und plasmazytoide dendritische Zellen. Wahrend Langerhans Zellen und
interstitielle dendritische Zellen vornehmlich in Haut bzw. ortstdndigem Gewebe lokalisiert
sind, werden plasmazytoide dendritische Zellen in T-Zell-Arealen lymphoider Organe, dem
Thymus und in der peripheren Zirkulation gefunden [73]. Im Gewebe angesiedelte
dendritische Zellen befinden sich in einem naiven Stadium und reagieren auf die Stimulation
durch korpereigene oder koérperfremde Antigene mit der Triggerung proinflammatorischer
Mediatoren und wandern in Richtung regionaler Lymphknoten [74, 75]. Nach
Antigenaufnahme und Antigenprozessierung stimulieren sie weitere Immunzellen,
vornehmlich T-Lymphozyten [76]. Durch ihre hohe Dichte an akzessorischen Molekilen und
Oberflachenmolekiilen, wie CD80, CD86, CD40 sowie MHC-I und MHC-II interagieren sie
mit naiven Lymphozyten [77]. Mittels der Sekretion von IL-12 wird in unreifen T-Lymphozyten
die Ausbildung einer Typ-I-Polarisierung und eine Produktion von IFN-y induziert [78, 79].

Neben Forderung einer Th-1 und Tc-1 tumorspezifischen Immunantwort [80, 81] leisten
dendritische Zellen in der Tumorbekampfung einen wichtigen Beitrag durch die Aufnahme
apoptotischer Tumorzellen und der darauf folgenden Sezernierung von IL-1p3 und TNF-o und
Tumorantigenprasentation gegentber zytotoxischen T-Zellen [76]. Abbildung 3 gibt einen

Uberblick tber die Interaktionen verschiedener Immunzellen nach Antigenkontakt.
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Prasentation CD4

Endozytose' Antigen

-]

IL-2

IL-4

IFN-y

CD4
IFN-y
IL-6
IL-2 IL-9
IFN-y IL-10
GM-CSF IL-13
TNF-B
Abbildung 3: Zellinteraktionen im Immunsystem. Zu sehen sind verschiedene Mechanismen

wie Zell-Zell Interaktion zwischen Antigen prasentierenden Zellen (APC),
T-Lymphozyten in verschiedenen Differenzierungsstufen, Natiirliche Killerzellen
(NK-Zellen) und Monozyten, sowie die Sezernierung verschiedener Zytokine. Die
Immunzellen werden durch den Einfluss verschiedener Zytokine, Interferone und
Mediatoren sowohl stimuliert, als auch durch Rickkopplungsmechanismen
reguliert.
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1.6 Das Zytokinmilieu in Helicobacter pylori

infiziertem Gewebe

Verschiedene Studien belegen eine Verschiebung des Zytokinmilieus in der Magenmukosa
in Richtung Typ-I-Milieu nach Kontakt mit H. pylori. So wurde in Arbeiten von Bamford und
Mitarbeitern sowie von Sommer und Mitarbeitern gezeigt, dass frisch isolierte CD4" und
CD8" Lymphozyten aus der Magenmukosa von Patienten mit einer H. pylori positiven
Gastritis vornehmlich IFN-y und nur geringe Mengen an IL-4 und IL-5 produzieren [82, 83].
RT-PCR-Analysen aus Magenmukosa-Biopsien H. pylori infizierter Patienten zeigten eine, im
Vergleich zu H. pylori negativen Patienten erhdohte Expression der Typ-I-Zytokine IFN-y, IL-
12, IL-8 und IL-17. Kein Unterschied fand sich hingegen in der Expression der Typ-II-
Zytokine IL-4 und IL-10 [84]. Hafsi und Mitarbeiter untersuchten die Reaktion humaner
dendritischer Zellen nach 48 stundigem in vitro Kontakt mit H. pylori. Es zeigte sich in hohem
MaRe eine Reifung und Aktivierung der dendritischen Zellen sowie eine Th-1-Effektor

Antwort nach Inkubation mit den bakteriellen Membranproteinen [85].
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1.7 Bedeutung einer Typ-l-immunantwort bei

Tumorregression

Die Bedeutung einer Typ-lI-Immunantwort konnte bei einer Vielzahl von Krankheiten wie etwa
Entzindungskrankheiten oder viralen Erkrankungen wie Hepatitis C gezeigt werden. Des
Weiteren spielt eine Typ-I-lmmunantwort eine wichtige Rolle in der koérpereigenen
Zellabwehr maligner Tumore [55, 86]. So wiesen Winter und Mitarbeiter einen
Zusammenhang therapeutischer Effizienz tumor-spezifischer T-Zellen mit der Produktion des
Typ-I-Zytokins IFN-y auf [87]. Zytokinprofile in tumordrainierenden Lymphknoten
verschiedener Tumore wurden untersucht, dabei konnte eine Tumorregression bei einer
Immunabwehr durch CD8", IFN-y sezernierenden T-Lymphozyten festgestellt werden [88,
89, 901].

Obwohl auch in Magenkarzinomgewebe tumorinfiltrierende T-Lymphozyten entdeckt wurden,
ist noch wenig Uber ihre Spezifitdt oder Funktion bekannt [91, 92]. Analysen von
Lymphozyten-Subpopulationen in Magenkarzinomgewebe beinhalteten bislang keine
Untersuchungen zu tumorspezifischen Immunreaktionen bei Patienten mit Magenkarzinom
[93, 94, 95]. Auch die Rolle dendritischer Zellen in der Reaktion von Immunzellen auf

Magenkarzinomgewebe ist noch wenig erforscht.
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1.8 Zielsetzung

In der in 1.3 erwahnten prospektiven klinischen Studie wurde eine Infektion mit H. pylori als
ein unabhangiger prognostischer Faktor fur die Uberlebenswahrscheinlichkeit von
Magenkarzinompatienten nach Gastrektomie identifiziert. Da bei Patienten mit einer H. pylori
Infektion ein Typ-I-Zytokinmilieu im Magen nachgewiesen werden konnte, ware eine
Induktion tumorspezifischer, Typ-I polarisierter T-Lymphozyten durch H. pylori eine mdgliche

Erklarung fiir das verbesserte Uberleben bei H. pylori positiven Magenkarzinompatienten.
Die in dieser Dissertation zu verfolgenden drei Hauptaufgaben sind:

1. Der Nachweis einer Induktion tumorspezifischer T-Zellen bei
Magenkarzinompatienten in Primartumorgewebe und

tumor-assoziierten Lymphknoten.

2. Die Darstellung der Auspragung einer tumorspezifischen
Immunantwort bei Helicobacter pylori positiven und negativen
Magenkarzinompatienten in Richtung

Typ-l oder Typ-Il Polarisierung.
3. Untersuchungen zu Prasenz und Aktivierung

Antigen-prasentierender dendritischer Zellen in Tumorgewebe

Helicobacter pylori positiver und negativer Patienten.
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2. Material und Methoden

21 Prospektive klinische Studie

Im Zeitraum Januar 2002 bis Juni 2003 wurde ein Kollektiv aus 32 Patientinnen und
Patienten aufgrund der Diagnose eines Magenkarzinoms im Klinikum Gro3hadern in
Munchen, Deutschland subtotal oder total gastrektomiert.

Diese Patienten wurden in eine klinische prospektive Studie mit dem Titel “Untersuchungen
Uber Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort bei Helicobacter positiven und
negativen Patienten mit Magenkarzinom — eine prospektive klinische Studie aufgenommen.
Diese Studie wurde zuvor von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Ludwig-

Maximilians—Universitat (Ethikantrag Nummer 240/01) genehmigt.

Patientenaufklarung, Einverstandniserklarung

Jeder dieser Magenkarzinompatienten bekam im Vorfeld der Operation das freiwillige
Angebot, an dieser Studie teilzunehmen. Sie/Er wurde durch einen bevollmachtigten Arzt
ausfuhrlich Uber Inhalt und Ablauf dieser Studie informiert und aufgeklart. Durch
Unterzeichnung der Einverstandniserklarung willigte jeder Proband in die Teilnahme an der
Studie ein (siehe Anhang). Die von den Magenkarzinompatienten gesammelten Materialien
und Daten wurden unter der Bezeichnung ,GC -Nummer...“ oder ,CA-Nummer...“ registriert

und in der Klinischen Forschung Chirurgie Gro3hadern aufbewahrt.
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2.2 Gewinnung von Patientenmaterial

Sofort nach Entnahme des Magens bzw. des Magenteilresektats im Operationssaal wurde
das Organ in das angrenzende Pathologiegebaude gebracht und durch einen Pathologen ein
Stick makroskopisch sichtbares Tumorgewebe von der Aulenseite des Magens
entnommen. Der Magen wurde dabei nicht eréffnet, um eine Kontamination mit
Mikroorganismen aus dem Mageninneren zu vermeiden. Der Tumor wurde sofort
folgendermalien verarbeitet:

TUMOR

1 Stuck Tumor in einen 50 ml Falcon® Roéhrchen, Firma BD, Heidelberg
mit 30 ml RPMI -1640
2x Gentamycin (100 pg/ml)

!
Zellkultur

Anschlielend wurde der Magen entlang der grolden Kurvatur ertffnet und jeweils ein Stick
Tumorgewebe, ein Stick Mukosa aus dem Corpus und ein Stick Mukosa aus dem Antrum
moglichst tumorfern entnommen. Die Verteilung dieser Gewebeproben wurde

folgendermallen vorgenommen:

TUMOR
1 Stlck Tumor in ein Port-a-germ® pylori- 1 Stiick Tumor in ein 50 ml Falcon® Tube
Gefal
l Transport in das Labor auf Eis

Helicobacter pylori Determinierung !
Befestigung und Einbettung des
Gewebestuckes mit TissueTek® auf eine
kreisformige, 1 cm grof3e Korkplatte
l
Langsames Eintauchen des Gewebes in
flussigen Stickstoff bis das Tissue Tek® das
Gewebe fest umschlossen hat.
l
Aufbewahrung bei
—40°Celsius

l
Kryoschnitt
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CORPUS, ANTRUM

1 Stlck Corpus/ 1 Stlick Corpus/ 1 Stlck Corpus/ 1 Stlick
3 Stuck Antrum jeweils in ein 1 Stuck Antrum in 3,7% Antrum jeweils in ein 50 ml
Port-a-germ® pylori neutrales Formalin (Warthin- Falcon® Tube
! Starry, M. Stolte, Bayreuth) !
Helicobacter pylori ! Befestigung und Einbettung
Determinierung Helicobacter pylori des Gewebestlckes mit
Determinierung TissueTek® auf eine
kreisférmige, 1cm grofRe
Korkplatte
!

Langsames Eintauchen des
Gewebes in flissigen
Stickstoff bis das Tissue
Tek® das Gewebe fest
umschlossen hat.

}
Aufbewahrung bei
—40°Celsius

!
Kryoschnitt

Wenn bei Praparation ein Lymphknoten isoliert werden konnte, wurde dieser aus dem
Magengewebe exzidiert und zur Zellisolation weiterverarbeitet bzw. mit dem gleichen

Verfahren wie bei Tumorgewebe kryokonserviert.

Gewinnung von PBMC und Blutplasma

Zur Gewinnung von mononuklearen Zellen im peripheren Blut (PBMC) sowie Blutplasma
wurden am Tage vor der Operation oder wahrend der Operation dem Patienten 40 ml
Vollblut entnommen. Dazu wurden zwei 20 ml Spritzen mit je 1 ml Na(Li)-Heparin (B. Braun,
Melsungen AG, Deutschland) zur Gerinnungshemmung verwendet. Das Vollblut wurde in
zwei 50 ml Réhrchen gegeben und fur sieben Minuten bei 405 x g, 21° C zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Plasma abpipettiert, in 1 ml Réhrchen verteilt und bei —40° C
eingefroren.

Das restliche Blut wurde mit jeweils 25 ml HBSS verdinnt und vorsichtig auf 10 ml Ficoll
pipettiert. Fur die Zelltrennung wurde 20 Minuten bei 814 x g, 20° C sowie einer
Beschleunigung bzw. Verlangsamung auf niedrigster Beschleunigungsstufe zentrifugiert.

Die so erzeugte Interphase (mit den mononuklearen Zellen/PBMC) zwischen Ficoll und
HBSS wurde abpippetiert und in ein frisches 50 ml Tube gegeben. Nach Zugabe von 40 mi
HBSS wurden die Zellen 15 Minuten bei 405 x g, 18° C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpippetiert, die restliche Zellsuspension nach Zugabe von 45 ml HBSS 10 Minuten bei 353
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x g, 18° C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde resuspendiert, in 10 ml HBSS aufgenommen,
gezahlt und letztmalig acht Minuten bei 405 x g, 18° C zentrifugiert. Zur Aufbewahrung der
PBMC wurden diese resuspendiert und nach Zugabe von Einfriermedium in Kryoréhrchen
verteilt; in ein Kryordhrchen wurden ca. 5-6 x 10° Zellen gegeben. Die Réhrchen wurden fiir
18 Stunden in einem Bad aus 90%igem Ethanol bei —80° C eingefroren, danach erfolgte eine

Kryokonservierung in flussigem Stickstoff.

Gewinnung von Blutserum

Zur Gewinnung von Blutserum des Patienten wurde wahrend der Operation 2 x 10 ml Blut
mittels zwei Serumrdhrchen (Serum Primavette® Z, KABE Labortechnik, NUmbrecht-
Elsenroth, Deutschland) entnommen. Nach 30 mindtiger Gerinnungszeit bei
Raumtemperatur wurden die Serumrdéhrchen fir 15 Minuten bei 405 x g und 4° C
zentrifugiert. Das als Uberstand gewonnene Blutserum wurde in ca. 10 Aliquots verteilt und
bei —20° C eingefroren. Nach Sammlung mehrerer Serumproben wurden die Aliquots zur H.

pylori Bestimmung gekuhlt versandt.
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2.3 Determinierung von Helicobacter pylori

Um bei den jeweiligen Magenkarzinompatienten eine stattgefundene Infektion mit dem
Bakterium H. pylori nachweisen zu koénnen, wurden an kooperierende Institute die
gewonnenen Biopsien von Tumor, Corpus und Antrum sowie Serum des Patienten
verschickt. Sowohl histologische, als auch mikrobiologische und serologische
Untersuchungen wurden vorgenommen. Wenn in allen drei Untersuchungen kein Kontakt mit
dem Bakterium nachgewiesen wurde, wurde der Patient als H. pylori negativ eingestuft. Im
Falle eines direkten oder indirekten Nachweises des Bakteriums galt der Patient als H. pylori

positiv.

2.31 Histologischer Nachweis von Helicobacter pylori

Zur histologischen Untersuchung auf H. pylori wurden Gewebeproben aus Corpus und
Antrum des Patienten in Formalin konserviert und an das kooperierende Institut fur
Pathologie, Professor Dr. M. Stolte, Klinikum Bayreuth, Preuschwitzer Str. 101, 95445

Bayreuth verschickt.

2.3.2 Mikrobiologischer Nachweis von Helicobacter pylori

Fur den mikrobiellen Nachweis von H. pylori wurden Proben aus Tumorgewebe, Corpus und
Antrum in Port-a-germ Gefal3en an die Abteilung Mikrobiologie und Hygiene Professor Kist,
Institut fir Mikrobiologie und Hygiene, Hermann-Herder-Stralle 11, 79104 Freiburg i. Br.
gesandt. Weitere Antrum Proben wurden zum direkten Nachweis des Bakteriums an
Professor Dr. N. Lehn, Institut fur Medizinische Mikrobiologie und Hygiene der Universitat
Regensburg, Franz-Josef-Straul-Allee 11, 93059 Regensburg und an das Max-von-
Pettenkofer Institut fur Hygiene und Medizinische Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen, Pettenkoferstral3e 9a, 80336 Munchen gesandt.

2.3.3 Serologischer Nachweis von Helicobacter pylori

Eine serologische Untersuchung des Patientenserums auf H. pylori IgA und IgG Antikorper
erfolgte in den Instituten von Professor Kist in Freiburg und dem Max-von-Pettenkofer Institut

in Midnchen.
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2.4 Pathologischer Befund und Patientenstatus zum

Zeitpunkt der Operation

Von jedem Magenkarzinompatienten dieser klinischen Studie wurden sowohl persoénliche
Daten wie Alter und Geschlecht, als auch klinische Daten wie der Gastrektomie-
Operationsbericht und der Verlauf von Tumormarkern CEA, CA 19-9, CA 72-4 und CA 50
gesammelt. Die Informationen zur postoperativen Tumorklassifizierung nach UICC (Union
Internationale Contre Le Cancer) 2002 und der histologische Befund gemaR der Laurén
Klassifikation fur das Magenkarzinom 1965 wurden den jeweiligen Arztbriefen enthommen.

Tabelle 1 und 2 zeigen die Klassifizierung des Magenkarzinoms nach dem TNM Stadium
bzw. nach Laurén:

Tabelle 1: Klassifizierung des Magenkarzinoms nach TNM Stadium

Tis Carcinoma in situ, auf die Lamina epithelialis mucosae beschrankt

T4 Tumor infiltriert die Lamina propria mucosae oder max. bis zur Submucosa
T, Tumor infiltriert die Muscularis propria

T, Tumor penetriert die Serosa

T, Tumor infiltriert benachbarte Strukturen

N, Metastasen in perigastrischen Lk < 3 cm entfernt vom Primartumor

N, Metastasen in perigastrischen Lk > 3 cm entfernt vom Primartumor
oder entlang der groRen Gefalle

M Fernmetastasen oder Befall nicht regionarer Lk

Tabelle 2: Klassifizierung des Magenkarzinoms nach Laurén

Karzinom vom Intestinalen Typ: Mit Uberwiegend Drusen, meist polypds
Karzinom vom Diffusen Typ: Mit infiltrativem Wachstum in der Magenschleimhaut
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2.5

2.51

Zellkultur

Zellkulturbedingungen

Die Zellkultur wurde unter sterilen Arbeitsbedingungen betrieben. Folgende Materialien,

Lésungen und Gerate standen zur Verarbeitung des Patientenmaterials (Tabellen 3-5) zur

Verfugung:

Tabelle 3:

Materalien zur Zellkultur

Materialart

Herkunft

Sterile Pipetten
(2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Costar®, Corning, NY, USA

Sterile Pipettenspitzen
10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf, Deutschland

Einmalskapell GroRe 22

Feather, Osaka, Japan

BD Tube 15 ml, 50 ml

Blue Max™, Falcon, BD,

Heidelberg

Tube 1 ml, 2 ml Nunc, A/S Roskilde,
Danemark

Kryorohrchen Simport, Quebec, CA

FACS-Ro6hrchen

BD Bioscience, Erembodegem,
Belgien

T-25, T-50 Zellkulturflaschen

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Sterile Petrischalen

Corning, New York, USA

100 pym Nylon NetZzfilter

BD Biosciences,
Erembodegem, Belgien

Neubauer Zahlkammer

Blue Max™, Falcon, BD,
Heidelberg

24 Well Platten

Corning, New York, USA

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging,
Chicago, USA
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Tabelle 4: Medien, Puffer und Losungen zur Zellkultur

Medien, Puffer, Losungen Zusammensetzung Herkunft
Medium RPMI-1640, 2x Gentamycin Cambrex BioScience,
(100 pg/ml) Verviers, Belgien
RPMI 1640 Cambrex BioScience

Spezialmedium fir
Tumorzellen:

Complete Medium (CM)

+ 0,1 mM nichtessentielle

Aminosauren
+ 1 mM Pyruvat,

+ 2 mM L-Glutamin,
+50 pug/ml Gentamicin
+50 uM 2- Mercaptoethanol
+10% FCS

Cambrex BioScience
Cambrex BioScience
Cambrex BioScience
Sigma
Gibco, NY, United States

Spezialmedium fir

X-Vivo-15
+Interleukin-2

Cambrex BioScience
Proleukin, Chiron, Ratingen

Lymphozyten
(1200, 3000, 6000 IE)
HBSS 0,05% in PBS Cambrex BioScience
Trypsin PAN Biotech GmbH, Aldenbach

Phosphate Buffered

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
8,1 mM Na,HPO,, 1,5 mM

Merck, Darmstadt

Saline (PBS) KH,PO, in Aqua. Dest.
(pH 7,3)
DMSO Dimethyl-Sulfoxid Sigma
EACS-Puffer 0.2% NaNs, Sigma
1% BSA in PBS Biomol, Hamburg, Deutschland
RNAse freies,

destilliertes Wasser

Millipore, Billerica, USA

Ficoll 1.077g/ml Hypaque, RT

Axis-Shield PoC AS, Osilo,
Norwegen

HBSS mit Phenolrot, RT

Cambrex BioScience

90% FCS, 10%DMSO

Einfriermedium (Dimethyl-Sulfoxid) Sigma
Dreifach-Enzymldsung:
Desoxyribonuklease-| 0,02 mg/mi Sigma
Kollagenase 0,25 mg/mi Sigma
Hyaluronidase 0,1 mg/ml Sigma
In RPMI1640 steril filtriert
Trypanblau Merck
TissueTek® O.C.T. Compound, Sakura,

Zoeterwoude, Niederlande
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Tabelle 5:  Zellkultur-Gerate

Geriteart Herkunft/Firma
Gelaire®,BSB 6A, Flow Laboratories
GmbH, Meckenheim
US-AUTO-Flowa, NuAir, Phymouth,
Brutschrank Minnesota, USA

37 °C/ 5% CO2, mit
internem Wasserbad *
Gefrierschrank —40°Celsius Linde, Minchen, Deutschland
Gefrierschrank —80°Celsius Colora, Lorch, Deutschland

Air Liquide Kryotechnik GmbH, Dusseldorf,
Deutschland

Arbeitsbank

Gefriertank mit flissigem Stickstoff

Mikroskop IDO 3, Zeiss
Zentrifuge Rotixa/ PR, Hettich,Tuttlingen
Tischzentrifuge Zentrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg
Vortexgerat Bender & Hobein AG, Zlrich, Schweiz
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf
Handpipetten 2 pl,10 pl,
100 pl und 1000 pl Eppendorf
Eppendorf
Elektrorihrer IKA, Combimag, RCO, Staufen, Deutschland

Balance FX-40, A&D Elekronic, Frankfurt

Waagen, geeicht am Main und PL 1200, Mettler, Giessen

* internes Wasserbad: geflillt mit Aqua dest. (Fresenius, Bad Homburg) und Sigmaclean®
(water bath treatment, Sigma, Steinheim)

2.5.2 Gewinnung von Tumorzellen aus dem Primartumor (Tu-Sto)

Verarbeitung von frischem Tumorgewebe

Die Verarbeitung der Tumorstiicke erfolgte unter sterilen Bedingungen in der Zellkultur-
Werkbank. Das Tumorgewebe wurde in eine groflde Petrischale gegeben. Mit Hilfe von zwei
Skalpellen wurde der makroskopisch sichtbare Tumoranteil vom Ubrigen mitentfernten
Gewebe getrennt und in etwa 2 x 2 mm grof3e Stucke zerkleinert. Nach Zugabe von wenigen
Millilitern RPMI 1640 wurden die kleinsten Tumorstlicke (Durchmesser 1 mm) abpippetiert, in
Roéhrchen verteilt und fir 10 Minuten bei 180 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde diese
Tumorsuspension mit ca. 5 ml Complete Medium in T-25 Zellkulturflaschen gegeben und im
Brutschrank kultiviert. Die groReren Tumorsticke wurden zusammen in RPMI 1640 und
zweifach Gentamycin sowie der Dreifach-Enzym-Ldsung in ein 50 ml Tube gegeben. Ein
Gramm Gewebe wurde mit mindestens 25 ml Lésung versetzt.
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Der Verdauungsprozess fand Uber Nacht bei Raumtemperatur statt; zur homogenen
Verteilung des Tumor-Enzymgemisches wurde das nach Zugabe eines Ruhrfisches mit
Parafilm versiegelte Rohrchen auf einen Rihrer gestellt. Am néachsten Tag wurde die
Suspension durch ein 100 pm poriges Nylonnetz gefiltert und in einem 50 ml Tube 10
Minuten bei 180 x g und 18° C zentrifugiert. Nach Verwerfung des Uberstandes wurden die
Zellen in funf ml RPMI 1640 mit 2x Gentamycin resuspendiert und gezahlt. Nach erneutem
Abzentrifugieren wurden 2 x 10° Tumorzellen mit Complete Medium in T-25
Zellkulturflaschen in Kultur gegeben. 2-3 x 10° Tumorzellen wurden jeweils als frisch

verdaute Tumorzellen in ein Kryoréhrchen mit 300 pl Einfriermedium eingefroren.

Etablierung von Tumorzelllinien

Die in T-25-Zellkulturflaschen befindlichen Tumorzellen wurden wdchentlich mit frischem
Complete Medium geflittert und deren Wachstumsverhalten unter dem Mikroskop
kontrolliert. Sobald die Kulturflasche konfluent bewachsen war, wurde die Kultur in die
jeweils nachstgrolere (T 75) Zellkulturflasche expandiert.

Zur Passagierung der Tumorzellen wurden nach Entfernung des Complete Medium die
Zellen flr ca. zwei Minuten mit 1 mM EDTA in PBS benetzt. Der Ablésungsvorgang der
Zellen wurde durch Zugabe von Complete Medium gestoppt, nach Zentrifugierung der
Zellsuspension wurden die Zellen weiterkultiviert bzw. weggefroren. Falls die Tumorzellen
sich unter EDTA Gabe nur schwer ablésten, wurde nach einem Waschvorgang Trypsin zur

Passagierung verwendet.

253 Gewinnung von Tumor infiltrierenden T- Lymphozyten (TIL)

aus dem Primartumor
Tumorgewebe-Verarbeitung

Gleichzeitig zur Verarbeitung des frischen Tumorgewebes zur Tumorzellisolierung (siehe
2.5.2) erfolgte eine Isolierung der das Tumorgewebe infiltrierenden Lymphozyten. Zur
Anzuchtung der TIL wurden zum Einen die unbehandelten kleinen Tumorgewebesticke in
das leukozytenspezifische Nahrmedium X-Vivo 15 mit 200 Units/ml Interleukin-2 (1200 IE)
zur Wachstumsstimulierung gegeben, gleichmaRig in eine 24-Well Platte verteilt und bei 37°
C kultiviert. Des Weiteren wurde ein Teil des Uber Nacht verdauten Tumorgewebes mit X-
Vivo 15 und 200 Units/ml Interleukin-2 in eine weitere 24 Well Platte gegeben. Ca. 0,5 x10°

Lymphozyten wurden dabei in einem Well kultiviert.
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Kultivierung der Tumor infiltrierenden Lymphozyten

Als Anzeichen flr den Verbrauch der Nahrflissigkeit durch die Lymphozyten diente ein
makroskopisch sichtbarer Farbumschlag des X-Vivo 15 von dunkelorange zu gelb. Die im
Nahrmedium in Form von sogenannten ,Cloids® (verschiedene T-Zellklone) nicht adharent
wachsenden T-Lymphozyten wurden daraufhin bei 259 x g in 8 Minuten 19° C von der
Flissigkeit getrennt und nach Resuspendierung die Passage in das nachstgroRere
Kultivierungsgefal® (T 25) mit X-Vivo 15 und 200 Units/ml Interleukin-2 gegeben bzw. mit

jeweils 6 x 10° Leukozyten pro KryogefaR eingefroren.

254 Gewinnung von autologen Tumorzellen aus

Lymphknotenmetastasen (LN-Tu)

Ein durch den Tumor makroskopisch sichtbar befallener Lymphknoten wurde nach operativer
Entnahme auf gleiche Weise wie ein Primartumor verarbeitet und kultiviert. Durch Gabe von
Complete Medium wurden Tumorzellen aus dem Lymphknoten zur Gewinnung einer ,LN-Tu*
Lymphknotenmetastasen-Tumorzelllinie kultiviert. Zur Anzucht von ,LN-T-Zellen* wurde das

verarbeitete Gewebe mit X-Vivo 15 und 200 Units/ml Interleukin-2 genahrt.

255 Gewinnung von T-Lymphozyten aus

einem tumorfreien Lymphknoten (LN-Tcell)

Mit wenigen Millilitern RPMI 1640 2x Gentamycin wurde der Lymphknoten in eine Petrischale
gegeben und mittels eines Skalpells durchtrennt. Durch makroskopische Begutachtung
wurde ein Tumorbefall ausgeschlossen. Mit Hilfe des Stempels einer 10 ml-Einmalspritze
wurde das Gewebe anschlieliend zerdriickt, bis eine homogene Zell-Suspension entstand.
Diese Suspension wurde durch ein 100 um poriges Nylonsieb in einen 50 ml Tube gefiltert
und vom RPMI 1640 bei 259 x g fur 10 Minuten und 18° C getrennt. Zur Anzucht der
Lymphozyten (,LN-Tcells“) wurden jeweils 1 x 10° Zellen / Well einer 24-Well Platte mit X-
Vivo 15 und 200 Units/ml Interleukin-2 kultiviert.

Abbildung 4 verdeutlicht noch einmal das Prozedere zur Aufarbeitung gewonnener Proben

eines Magenkarzinompatienten:
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Gewebe Aufbereitung

Tumor

v

LN metastase LN

v v

Enzym Verdauung Enzym Verdauung Lymphozyten

X-vivo
+ IL-2

CM

Cytokine Release Assay (CRA)

Abbildung 4: Prozedere der Aufbereitung von Patientenmaterial.
Schematisch dargestellt ist die Aufarbeitung des gewonnenen Patientengewebes

(Primartumor, Lymphknotenmetastase, Lymphknoten) zur Vermehrung von
Tumorzellen und T-Lymphozyten.
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2.6 Charakterisierung der Tumorzellen

Tumorzellen und T-Lymphozyten wurden voneinander isoliert kultiviert, damit die Zellen ohne
,Fremdeinfluss® des Interaktionspartners sich vermehren konnten. Im Folgenden wurden
Charakteristika beider Zellarten in verschiedenen Untersuchungen analysiert, welche zur
Differenzierung einer spezifischen Immunantwort der T-Lymphozyten nétig waren. In einer,
aus einem Magentumor gewonnenen Primarkultur, wurden methodenbedingt neben den
Karzinomzellen in geringem Umfang auch andere Zellen wie etwa Fibroblasten,
Muskelzellen und Immunzellen mitkultiviert. Um den prozentualen Anteil der Karzinomzellen
und damit die ,Reinheit* der erwlinschten Tumorzelllinie ausmachen zu konnen, wurde das
gezuchtete Gewebe mit einer Reihe von Antikérpern, welche fiir die jeweiligen Zellarten
spezifisch sind, in einer Zytospin-Farbung charakterisiert.

Um herausfinden zu kénnen, ob eine antigenspezifische Aktivierung iber MHC-Klasse |
durch CD8-positive T-Zellen bzw. MHC-Klasse |l durch CD4 positive T-Zellen moglich ist,
wurde  weiterhin  die  HLA-Expression auf den  Tumorzelllinien in  einer
durchflusszytometrischen Analyse bestimmt. Da sich bekanntermalien HLA-Klasse I-
Molekile auf allen kernhaltigen Koérperzellen und einigen Tumorzellen befinden, wahrend
HLA-Klasse ll-Isotypen hauptsachlich in Zellmembranen phagozytierender Zellen verankert

sind, wurde eine MHC Klasse-I-Expression auf den Karzinomzellen erwartet.
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2.6.1 Immunhistochemische Zytospin-Analyse der Karzinomzellen

Folgende Substanzen wurden zur indirekten Immunperoxidasefarbung verwendet:

Tabelle 6: Materialien zur Immunperoxidasefarbung
Substanz Herkunft
Azeton Fluka, Hannover
AB Serum Biotest, Dreieich
H,0, Merck
Biotin-Avidin Blocking- Kit Vector Laboratoires,Burlingame, USA
Mayers Hamalaunlésung Merck
Kaisers Glyceringelatine Merck
AEC-Farbeldsung (Endkonzentration):
50 mg 3-Amino-9-ethylcarbazol Sigma
+ 5 ml N,N-Dimethylformamide Fluka
in
200 ml Aqua dest B.Braun, Melsungen
+ 2 ml 10 M Natriumacetat (pH 4,9) Merck
+ 100 pl 30% H,0, Merck

AEC-Farbelésung

Kurz vor Anfarbung der Objekttrager wurde die AEC-Farbelésung angesetzt. Dazu wurden

50 mg Aminoethylcarbazol abgewogen und in 5 ml N,N-Dimethylformamid geldst. Aulderdem

wurden in einem, mit 200 ml Aqua dest geflllten Glaskolben 2 ml 10 M Natriumacetat

Stammldsung gegeben. Anschlielend wurde das Natriumacetat/Aqua destillata Gemisch der

AEC/N,N-Dimethylformamidlésung zugefugt. Danach wurden 100 pl 30%iges H,O, -

zugegeben.

41



Material und Methoden

Zur Immunperoxidasefarbung standen folgende Antikorper zur Verfugung:

Tabelle 7:

Primarantikorper, Isotypkontrollen, Peroxidaseantikérper und

Verdiinnung der Arbeitslésung zur Immunperoxidasefarbung

Priméarantikorper Konzentration Oberflachenmarker Herkunft
3 ua/ml Immunotech,
KL1 Hg Zytokeratin Marseille,
1:100 i
Frankreich
Ber-Ep4 51919(/)?' Epithelzellen Dako, Glostrup
alpha-smooth muscle O,7_ug/m| glatte Muskelzellen Dako
actin 1:100
Vim 3B4 0.6 pg/mi Vimentin Dako
1:35
4.5 ug/ml
T200 1:100 Leukozyten Dako
CD31 2#,%?' Endothelzellen Immunotech
5 pg/ml Serotec,
CD68 1:100 Makrophagen Disseldorf
CD209 1,25 pg/ml native dendritische Cambrex
DCSign 1:100 Zellen BioScience
Isotypkontrolle Konzentration Marker Herkunft
10 pg/ml .
MOPC-21 1:100 IgG1 Sigma
2 ug/ml .
UPC-10 1-100 IgG2a Sigma
Sekundarantikorper Konzentration Marker Herkunft
Peroxidase-konjugierter |  1/200 in 10%AB :
Antikérper Serum in PBS Hase Anti-Maus IgG Dako

Zytospin und indirekte Immunperoxidasefarbung

Die Tumorzellen wurden zweimal in PBS gewaschen und anschlieRend in PBS auf 1x10°
Zellen/ml resuspendiert. Mittels einer Zytozentrifuge (Shandon Cytospin 2) wurden 100 pl
Zellsuspension auf einen Objekttrager aufgetragen. Fir die Positivkontrolle der Anfarbung
wurden Gefrierschnitte einer gesunden Magenmukosa angefertigt. Die Zellen und das
Gewebe wurden Uber Nacht luftgetrocknet. Nach 10 minutiger Fixierung mit Azeton und
kurzer Trocknungszeit wurden zur Verhinderung einer unspezifischen Bindung der
Antikorper auf den Zelloberflachen die Objekttréager in einer feuchten Kammer mit 10%igem
humanem AB-Serum in PBS fir 20 Minuten inkubiert. Zur Blockierung der endogenen
Peroxidase wurde fir drei Minuten 0,3% H.O, in PBS hinzupippetiert. Nach 3 x 5 Minuten

Waschvorgang in PBS wurden die Zellen mit 100 pl des jeweiligen Primarantikdrpers bzw.
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der Isotypkontrolle beschichtet (siehe Tabelle 7). Jeder Antikdrper wurde in 10% AB Serum
in PBS verdunnt. Nach 60 Minuten Inkubationszeit folgte ein weiterer Waschvorgang in PBS.
AnschlieBend wurden pro Objekttrager 100 pl des Peroxidase-konjugierten
Sekundarantikorpers (in 10% AB Serum in PBS) aufgetragen und 30 Minuten inkubiert.

Zur Anfarbung des Gewebes wurden die Objekttrdger fir acht Minuten in die frisch
angesetzte AEC -Farbelésung gegeben, anschliel3end erfolgte nach grindlicher Spilung mit
Leitungswasser eine Gegenfarbung der Zellkerne mit Hadmalaun (ca. 3 Sekunden). Die
Objekttrager oder Praparate wurden mikroskopisch bei 200facher Vergrofierung untersucht.

Pro Objekttrager wurden 20 Areale von jeweils 0,11 mm? ausgezahlt.

2.6.2 Charakterisierung der Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie

Grundprinzipien des Messverfahrens

Die Expression von HLA-Molekilen auf der Oberflache der Tumorzellen sowie das
Vorhandensein von CD4" bzw. CD8" Rezeptoren auf den T-Lymphozyten wurde mittels
,FACS" Durchflusszytometrie bestimmt. Die Abkurzung FACS steht fur ,fluorescent activated
cell sorter. Dabei werden Einzelzellsuspensionen durch eine Messkapillare gepumpt, auf
welche ein 488 nm-Argonlaser gerichtet ist. Die Ablenkung des Laserstrahls durch jede
erfasste Zelle wird photometrisch auf ihre Fluoreszenzintensitdt und Streulichtintensitat
bestimmt und dieser Analogpuls als ein ,Ereignis“ durch einen Analog-Digital Wandler in ein
digitales Signal konvertiert. Auf diese Weise werden vier Parameter einer jeden Zelle
bestimmt: Die Lichtstreuung im Vorwartsstreulicht (Forward-Scatter, FSC) gibt eine Aussage
Uber die GroRe der jeweiligen Zellen. Aussagen Uber die Zellstruktur liefert das
Seitwartsstreulicht (Side-Scatter, SSC).

Weiterhin werden die Zellen mit Antikdrperkonjungaten inkubiert, welche durch definierte
Zelloberflachenmarker sich unterschiedlich an die Zellen binden und so zu deren
Charakterisierung beitragen. Der Farbstoff Fluorescein Isothiocyanat (FITC) fluoresziert nach
Aktivierung durch den Laser grunlich, welches im Fluoreszenz-Kanal 1 bei 520 nm detektiert
wird. Die rote Lichtemission von Phycoerythrin (PE) wird dagegen bei 575 nm im
Fluoreszenzkanal 2 aufgenommen. Der Farbstoff Propidiumjodid (PI), welcher bei 620 nm
die Peak Emission besitzt und zur Abgrenzung der lebenden Zellen von Zelltrimmern und
Verunreinigungen dient, wird im Fluoreszenzkanal 3 detektiert. Die graphische Umwandlung

der Messergebnisse ist in Abbildung 5 dargestellt:
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Abbildung 5: Darstellung von Farbmessungen der Zellen nach durchflusszytometrischer
Untersuchung. Sowohl die GréRRe (FSC-Height), als auch die Granularitat
(SSC-Height) geben Aufschluss Uber die Zellart (hier blau dargestellt). FL1-Height
und FL-2 Height zeigen fir jedes erfasste, hier rosa als Dot blot bzw. rot im
Histogramm farbig abgebildete Ereignis (Zelle oder Zellbestandteil) an, ob der

hinzugegebene Farbstoff gebunden hat, oder nicht.

Allgemeine Darstellungsformen von FSC/SSC und Zweifarbenmessungen in einem
sogenannten ,Dot blot* stellen die Grundeinstellungen in einer FACS-Analyse dar. Jedes
Ereignis erhalt je nach GroRe und Farbintensitat einen Punkt in einem Diagramm, dessen
Achsen den entsprechenden untersuchten Parametern zugeordnet sind. Bei Messung einer
einzigen Fluoreszenz werden die Intensitdten gegen die gezahlten Ereignisse in einem
Histogramm aufgetragen.

Die Messungen wurden an einem FACS-Calibur Durchflusszytometer mit der dazu
passenden Software Cell Quest pro (BD BioScience) durchgefiuhrt, die Auswertung der

Daten erfolgte mit der Software WINMDI Version 2.8 (http://facs.scripps.edu/software.html).

Untersuchung der Tumorzellen auf ihre HLA-Expression

Die Praparation der Tumorzellen zur FACS-Analyse wurde wie im Folgenden beschrieben
durchgefuhrt: Die etablierten Zelllinien wurden aus den Zellkulturflaschen geerntet und durch
Zentrifugieren mit 259 x g fur acht Minuten bei 19° C von der Nahrflissigkeit getrennt.
AnschlieRend wurde zum Waschen auf Eis gekihltes HBSS zugegeben und die Zellen
gezahlt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt mit 405 x g flr acht Minuten und 4° C
wurden jeweils 0,5x10° Tumorzellen/ml FACS Puffer resuspendiert und in ein FACS-
Roéhrchen gegeben. Nach Zentrifugieren der FACS-R6hrchen und Resuspendierung wurden

abermals die Zellen mit 2 ml FACS-Puffer pro Réhrchen gewaschen und die Flussigkeit
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abzentrifugiert. AnschlieBend wurden je 3-5 ul Antikorper/1x10° Zellen in folgender

Konzentration hinzupippetiert:

Tabelle 8: Liste der Antikorper zur Bestimmung der HLA-Oberflachenmolekule
pro FACS-Réhrchen
Roéhrchen Antikorper Oberflaichenmarker Firma Konjugation
1 kein Antikorper - - unkonjugiert
migGH Isotypkontrolle zu
2 2 ug/ml MHC-I BD Biosciences FITC
FACS Puffer
migG2a Isotypkontrolle zu PharMingen
3 2 ug/ml FACS MHC-I Heidelberg PE
Puffer
HLA-DR
4 20 pg/ml MHC-II BD Biosciences FITC
FACS Puffer
HLA-ABC
5 20 pg/ml MHC-I BD Biosciences PE

FACS Puffer)

Nach 15 Minuten Inkubation im Dunkeln und 4° C wurden unter Vortexen mittels Zugabe von

4 ml kaltem FACS-Puffer nicht gebundene Antikérper herausgewaschen. Die Zellen wurden

zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und in FACS Puffer resuspendiert. Zur Anfarbung

abgestorbener Zellen wurden dem zu messenden Réhrchen 10 pg/ml Propidiumjodid in

FACS Puffer hinzugefligt. Anschlielend wurde im FACS-Gerat gemessen.
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2.7 Charakterisierung von T- Lymphozyten

271 Durchflusszytometrische Bestimmung des prozentualen Anteils

CD4 und CD8 positiver Lymphozyten in den T-Zell-Cloids

In der Zellkultur gewachsene T-Zell-Cloids enthalten sowohl CD8 positive, als auch CD4
positive T-Lymphozyten. Da vornehmlich CD8 positive T-Zell-Klone mit den MHC-|
exprimierenden Karzinomzellen interagieren, mussten vor einer Untersuchung einer
tumorspezifischen Immunantwort der T-Lymphozyten dieser Cloids auf ihren prozentualen
Anteil an CD8 positiven T-Zellen untersucht werden, welche im spateren Experiment auf den
Kontakt mit den entsprechenden autologen Tumorzellen interagieren sollten.

Die Frequenz der CD8 bzw. CD4 T-Zellen wurde mittels FACS-Analyse bestimmt. Die
Durchfiihrung erfolgte analog der Durchflusszytometrie zur Bestimmung der HLA-Expression

der Tumorzellen. Folgende Antikérper wurden zur Detektierung der CD-Oberflachenmolekile

verwendet:
Tabelle 9: Cluster of differentiation (CD)-Antikdrper
Rohrchen Antikorper Oberflachenmarker Klon Konjugation
1 kein Antikorper - - unkonjugiert
migG1 Isotypkontrolle zu BD
2 2,5 pl/ml CD3 Biosciences PE
FACS Puffer
migG1
Isotypkontrolle zu BD
3 2,5 piiml CD4/CD8 Biosciences FITC
FACS Puffer
CD3 BD
4 2,5 ul/ml CD3 Biosciences FITC
FACS Puffer
CD3
5 2.5 ul/ml CcD3 Biosggnoes PE
FACS Puffer
CD4
6 4,0 pl/ml CD4 PharMingen FITC
FACS Puffer
CcDh 8 BD
7 2,5 pl/ml CcD8 Biosciences FITC
FACS Puffer

Alle in Tabelle 9 gelisteten Antikdrper wurden von der Firma BD BioSciences bezogen. Der
Messvorgang erfolgte wie auch bei der FACS Analyse der Tumorzellen in einem FACS-
Calibur

Datenerhebung wurde mit dem Programm WINMDI28 Software ausgefihrt.

Gerat der Firma BD BioScience, die Datenauswertung bzw. statistische
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In den Abbildungen 6 bis 8 sind verschiedene Beispiele fir eine T-Lymphozyten-FACS-

Auswertung veranschaulicht:

Quadrant Ereignisse

1UL
2UR
3LL
4LR

32

4
4713
2

%Gated
0.67
0.08

99.20
0.04

Bild einer FACS Darstellung von T-Lymphozyten. Dargestellt sind T-Zellen in
einer Negativkontrolle. Die Zellen stellen sich zu tiber 99% im unteren linken

Quadranten dar (LL steht fir lower left“) und zeigen damit keine Farbreaktion,
was als Ausgangsbild zu Beurteilung nachfolgender Positiv-Farbungen dient.

1UL
2UR
3LL
4 LR

UL UR
="
LL pl- , , , LR
109 10! 107 107
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Abbildung 6:
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LL i O ot A2 e LR
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Abbildung 7:

Quadrant Ereignisse

1006
3593
63
27

%Gated
21.45
76.63

0.57
1.34

Bild einer FACS Auswertung von T-Lymphozyten nach Inkubation mit den
Antikérpern CD3 PE und CD8 FITC. Entlang der Y-Achse (FL2) sind CD3 positive

Zellen zu sehen, entlang der X-Achse (FL1) CD8 positive Zellen. Insgesamt wird

eine prozentuale Verteilung der CD3/CD8 positiven T-Zellen dargestellt. Auffallig
ist auch die unterschiedliche Anordnung der T-Zell-Populationen (siehe Pfeile).
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UL UR
) Quadrant Ereignisse  %Gated
- 1UL 4154 88.57
T 2UR 445 9.49
5 3LL 91 1.94
- 41LR 0 0.00
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FL1 -Height
Abbildung 8: Bild einer FACS Auswertung derselben T-Lymphozytenklone wie in Abbildung 7,

diesmal nach Inkubation mit den Antikérpern CD3 PE und CD4 FITC. In Prozent
ist die Verteilung der CD3 (FL2)/ CD4 (FL1) positiven T-Zellen angegeben. Auch
hier ist eine Trennung der T-Zellen in die unterschiedlichen Populationen deutlich,
wobei die groRe Zellpopulation, welche in Abbildung 7 CD3/CD8 positiv war, hier
nur mehr CD3 positiv zu sehen ist (siehe Pfeil) und nicht mit dem CD4 Antikdrper
angefarbt hat. Auf diese Weise ist eine quantitative Unterscheidung von
zytotoxischen T-Zellen und T-Helfer Zellen innerhalb einer T-Zellgruppierung
moglich.

2.7.2 Bestimmung des HLA-Genotyps aus T-Lymphozyten

In einem Cytokine Release Assay (CRA) wurden sowohl die Magenkarzinomzellen des
Patienten als auch allogene Magenkarzinomlinien und Kontrolltumorzellen wie
Nierenkarzinomzellen und Melanomzellen eingesetzt. Um genauer auf deren Spezifitat
eingehen zu kénnen, wurde eine Aufschlisselung der einzelnen HLA-Allele dieser Zelllinien
durchgefuhrt. Zu untersuchen war, ob es zwischen den unterschiedlichen Zellarten
gemeinsame HLA-Allele gibt, wodurch eine Provokation der T-Zellen zur
Zytokinausschittung auch durch fremde Tumorzellen mdglich sein kdnnte. Ein weiterer
Grund zur Bestimmung des HLA-Genotyps aus T-Lymphozyten ist der Einsatz der T-
Lymphozyten in einem CRA zusammen mit Tumorzellen allogener Zelllinien. Da
Primartumorzellen schlecht in vitro heranwachsen und selten lange genug passagiert werden
kénnen, um eine Tumorzelllinie zu bilden, stehen oftmals mehr CD8*T-Lymphozyten zu
Verfligung als dazugehdrige autologe Magenkarzinomzelllinien. Um dennoch eine
tumorspezifische Reaktion dieser T-Lymphozyten testen zu kénnen, wird die Eigenschaft der
T-Zell-Klone genutzt, verschiedene Antigene erkennen zu kdnnen, wie etwa gemeinsame
HLA-Allele auf Tumorzellen unterschiedlicher Individuen.

Prinzipiell besitzt jeder Mensch eine einzigartige Kombination von HLA-Allelen auf seinen

Korperzellen. Dieses Muster setzt sich allerdings aus einzelnen Allelen zusammen, welche
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wiederholt auch bei anderen Menschen auf der Zelloberflache zu finden sind. T-
Lymphozyten des einen Individuums konnen dann diese gemeinsamen Allele auch bei
einem anderen Individuum erkennen und dementsprechend Reaktionen ausldsen.

Um CD8'T-Lymphozyten neben autologen Tumorzelllinien auch mit allogenen
Magenkarzinomzellen, welche gemeinsame HLA-Merkmale mit den T-Zellen hatten,
zusammenflihren zu kénnen und dadurch eine tumorspezifische Zytokinproduktion zu
induzieren, wurde DNA aus den vorhandenen T-Zellen isoliert und anschlieend eine

Typisierung der HLA-Allele vorgenommen.

Isolierung von DNA

Die Isolierung der DNA und Aufbereitung erfolgte gemall den Angaben des ,QlAamp DNA
Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini Kit“, alle verwendeten Substanzen wurden ebenso aus
dem ,QlAamp DNA Mini Kit and QlAamp DNA Blood Mini Kit“ der Firma QIAgen, Hilden
bezogen.

5x 10° Lymphozyten wurden in einem 1,5 ml Mikrozentrifugen-Tube fiir finf Minuten bei 300
x g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zell-Pellet
wurde in PBS bis zu einem Volumen von 200 pl resuspendiert. Dieser Suspension wurden
zunachst 20 pl QIAGEN Protease und anschlieffend 200 uyl AL Puffer hinzugefugt. Durch
Vortexen des Tubes fur 15 Sekunden wurde die Mischung zu einer homogenen Ldsung.
Danach fand eine Inkubation flir 10 Minuten bei 56° C statt. Nach Zugabe von 200 pl Ethanol
96%, 15 Sekunden Vortexen und Kurz-Zentrifugieren wurde die Mixtur in ein 2 ml Tube,
welches eine QlAamp Netz-Saule enthielt pippetiert, Tube und Filter wurden bei 6800 x g fir
eine Minute zentrifugiert. Die QlAamp Netz-Saule wurde in ein neues 2 ml Tube gegeben,
das Filtrat wurde verworfen. Daraufhin wurden 500 ml AW2 Puffer in die Netz-Saule
gegeben und diese bei 20800 x g flir drei Minuten zentrifugiert. In ein weiteres 1,5 ml Tube
gelegt, wurde der Netz-Saule 200 pl AE Puffer hinzupippetiert. Nach einminutiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde bei 6800 x g eine Minute lang zentrifugiert. Die extrahierte DNA
wurde 1:100 mit 10 mM TrisCl Puffer verdiinnt und anschlieRend spektrophotometrisch auf
ihre Gesamtkonzentration bestimmt (RNA/DNA Calculator Gene Quant pro, Biochrom,
Cambridge, England). Die restliche DNA wurde bei —20° C verwahrt.

Nach Gewinnung mehrerer DNA-Proben unterschiedlicher Patienten wurden diese in das
Labor von Professor B. Fox, Earle A. Chiles Research Institute, Robert W. Franz Cancer
Research Center, Portland, OR, USA gesandt. Dort wurde die Genotypisierung

vorgenommen.
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2.8 Cytokine Release Assay

Um eine genaue Aussage Uber die Polarisierung der einzelnen tumorspezifischen T-Zell-
Cloids machen zu kénnen, wurde die Sekretion tumorspezifischer Zytokine untersucht.

T-Lymphozyten, welche isoliert vom Magentumor in Kultur gewachsen waren, wurden dazu
mit diesen Magenkarzinomzellen zusammengefiihrt. Die Prasentation des Tumors
gegenuber tumorspezifischen T-Zellen stimuliert in den tumorspezifischen T-Zellen die
Produktion und Sekretion von Typ -l -und Typ -llI-Zytokinen. Wie bereits erwahnt,
produzieren zytotoxische T-Zellen fir die zellulare Immunantwort Typ -l -Zytokine wie
Interferon y (IFN-y), Interferon B und Interleukin-2. Typ-lI-T-Lymphozyten produzieren vor
allem Interleukin-4, Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10. In diesen
Stimulationsexperimenten wurden fir die Typ-I-lmmunantwort die Produktion von IFN-y und

fur die Typ-ll-Immunantwort die Produktion von IL-5 quantifiziert.

Prinzip des Versuchsaufbaus

1x10° T-Zellen wurden nach dreimaligen Waschen mit reinem X-vivo 15 mit 0,2 x 10°
autologen Tumorzellen aus der etablierten Magenkarzinomzelllinie bzw. aus autologem,
frisch verdautem Tumor oder allogenen Magenkarzinomzelllinien in einer 48-Well Platte in 1
ml X-vivo 15 mit 100 Units IL-2/ml (600 IE) bei 37° C koinkubiert. Als Positivkontrolle wurden
die T-Zellen mit immobilisiertem Anti CD3 (Othoclone OKT®3) inkubiert, als Negativkontrolle
diente Medium ohne Stimulationsfaktoren. Kontrollzelllinien stellten zum einen zwei
Nierenzellkarzinomzelllinien (RCC26 und RCC53) dar, welche von Professor Dr. Schendel,
Institut fir Molekulare Immunologie, Helmholtz Zentrum Muinchen, Marchioninistrasse 25,
81377 Munchen zu Verfigung gestellt wurden, sowie die Melanomzelllinien MEL 118 und
MEL 119, welche im Earle A. Chiles Research Institute, Robert W. Franz Cancer Research
Center, Portland, OR, USA etabliert wurden. Diese Kontrollzellen wurden, soweit moglich,
HLA gematcht eingesetzt.

T-Zellen produzieren in einem geringen Mal3e auch ohne Stimulation unspezifisch Zytokin.
Um die Zytokinmenge nach Stimulation der T-Zellen von dieser Hintergrund-
Zytokinproduktion abgrenzen zu konnen, wurde daher der Zytokinwert der unstimulierten T-
Zellen im Medium bei Auswertung von den jeweils gemessenen Stimulations- Zytokinwert
abgezogen.

Tabelle 10 gibt ein Beispiel fur einen Stimulationsansatz eines Patienten ,GC100%
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Tabelle 10:  Ubersicht eines CRA-Stimulationsversuches

Patient | TIL | TL | N | L¥ | keine T- _
GC100 1 2 3 4 Zellen Beschreibung:
Unstimuliert,
Medium x- Hintergrund
vivo 15 + 100 1 11 21 31 41 Zytokinexpression
Units IL-2
. Polyklonale unspezifische
AnticD3 | 2 | 12 | 22 32 42 T-Zell-Stimulation
RCC53 3 13 23 33 43 Nierenzellkarzinom- und
RCC26 4 14 24 34 44 Melanomkontrollzelllinien
MEL 118 5 15 25 35 45 mit definiertem HLA-
MEL119 6 16 26 36 46 Expressionsmuster
Gcgig Tu- 7 17 27 37 47 Autologe Tumorzelllinie
GC100 frisch Enzymatisch frisch
verdauter 8 18 28 38 48 verdauter
Tumor autologerTumor
GC1 Tu-LN 9 19 29 39 49 Allogene
Magenkarzinomzelllinien
GC9 Tu-Sto 10 20 30 40 50 mit definiertem HLA-
Expressionsmuster

Nach 20 Stunden wurden die Uberstande aus der Well-Platte abpippettiert und nach
Zentrifugation fir 10 Minuten bei 110 x g und 4°C das Zytokin enthaltende Medium in 1,5 ml
Eppendorf Tubes pippetiert. Bis zur Durchfiihrung des ELISA wurden diese bei —40° C

eingefroren.
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2.9 Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA)

Die Erfassung der Menge an sezernierten Zytokinen erfolgte mit Hilfe eines ,enzyme-linked

immunosorbent assay“ (ELISA) der Firma R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt.
291 Prinzip der Messmethode
Abbildung 9 stellt das Prinzip eines ELISA dar:

Biotin HRP 20,

TMP Farbreaktion

Detection Antikorper

Zytokin

Capture Antikorper

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines ELISA

Nachzuweisende Proteine wie etwa Zytokine werden in einer Suspension in eine 96-Well
Platte pipettiert, an deren Boden spezifische ,capture“-Antikorper fixiert sind.

Die an diese Antikérper gebundenen Proteine werden anschliefend von einem zweiten
Antikorper, dem ,detection“-Antikbrper markiert. An diesem detection-Antikérper ist Biotin
gekoppelt, woran sich hinzugegebenes Streptavidin anlagert. Dieses Streptavidin wiederum
ist mit einer Horseradish-Peroxidase (HRP) konjugiert. HRP ist in der Lage, das Substrat
Tetramethylbenzidine (TMP) in Anwesenheit von H,O, umzusetzen, es erfolgt eine
Farbreaktion, welche umso intensiver ausféllt, je mehr HRP vorhanden ist, bzw.

nachzuweisendes Protein sich in der Ausgangssuspension befindet.
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2.9.2

ELISA IFN-y

Precoating

Protokoll ELISA

Zur Bestimmung der IFN-y Sekretion der T-Lymphozyten wurden 96-Well MaxiSorp Platten

(Corning, NY, USA) mit monoklonalem anti-IFN-y Capture Antikérper (R&D) in einer

Konzentration von 2 pg/ml (100 ul/Well) in PBS Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.

Das weitere Vorgehen erfolgte nach folgendem Protokoll:

Tabelle 11: Protokoll ELISA IFN-y

Schritt Substanz/L6ésung Herkunft Bemerkung
01. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400 ul/Well, 3mal
02. Blocken 2% BSA in PBS Gibco/Merck 300 pi/well,
1 Stunde
03. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400 pl/Well, 3mal
Standard Verdtnnungsschriten
Zugabe 1% BSA in PBS 9
4000 pg/ml
Standard- :
verdinnungsreihe bis 62,5 pg/ml,
04. R&D 100 pl/Well,
Uberstand aus 2 Stunden
Probenzugabe Koinkubation
T-Zelle+Tumorzelle 100 pi/well,
2 Stunden
05. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400 pl/Well, 3mal
Biotinylierter anti- IFN-y
Zugabe AK 250 ng/ml in 2% heat- 100 plWell,
06. Detection- L R&D
Antikérper inacivated normal goat 1,5 Stunden
serum PBS 1% BSA
07. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400 pl/Well, 3mal
Streptavidin-HRP 1:1000
08. worlirl:gijti)lition in PBS PharMingen gc())ol\/lljllr/\\l/}{t::
1% BSA
09. Waschen 0,05% Tween 20 in PBS Merck 400 pl/Well, 3mal
100 pl/Well,
10 Zugabe TMB'(?_:J%Strft'Set PharMingen ca.30 Minuten in
| TMB-Substrat 292 % 9 Dunkelheit bis
Tetramethylbenzidin)
Farbumschlag
Zugabe
11. Stopplésung 1M H,SO, 50ul
12. | Sofortige Messung Geratschaft s.u.
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ELISAIL-5

Zum Nachweis von IL-5 wurde ein anti-human-IL-5 capture Antikérper (R&D) in der
Konzentration 2 pg/ml in PBS verwendet. Die Standard-Verdinnungsreihe reichte von 2000
pg/ml bis 31,25 pg/ml. Als detection-Antikdrper wurde ein biotinylierter anti-IL-5 Antikorper
250 ng/ml in PBS 1% BSA eingesetzt. Das Ubrige Prozedere entsprach dem Protokoll des
ELISA fur IFN-y.

293 Auswertung der ELISA-Daten

Die Erfassung der Rohdaten erfolgte bei 450 nm mit dem ELISA-Reader ,v max kinetic
microplate reader (Molecular Devices Cooperation, Menlo Park, USA) anhand der Software
SOFTmax™. Die statistische Auswertung erfolgte durch die Software SigmaPLot 2000
Version 6.0 (URL: http://www.spss.com/software/science/sigmaplot)

Eine tumorspezifische Sekretion von IFN-y und geringer oder nicht vorhandener Sekretion
von IL-5 wurde als Typ-I-Immunantwort, eine Uberwiegende Sekretion von IL-5 bei wenig
oder nicht vorhandenem IFN-y als Typ-ll-immunantwort definiert. Die Expression beider
Zytokine galt als gemischte Immunantwort. Zur deutlicheren Polarisierung der Daten in
Richtung Typ-l-oder Typ-ll-immunantwort, wurde nach Abzug der nicht spezifischen
Hintergrund-Zytokinproduktion flr jede Probe die Ratio von IFN-y zu IL-5 berechnet.
Tumorspezifische Antworten mit einer Ratio IFN-y: IL-5 groRer als 2 wurden als Typ-I-
Immunantwort festgesetzt, eine Ratio IFN-y : IL-5 kleiner 0,5 wurde als Typ-ll-immunantwort

bewertet. Die Ratio zwischen 0,5 und 2 wurde als eine gemischte Immunantwort angesehen.
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210 Immunhistochemische Analyse von

tumorinfiltrierenden dendritischen Zellen

Tumorgewebe, welches frisch nach operativer Entnahme in TissueTek® eingebettet und bei
—80°C konserviert worden war, wurde durch Kryoschnitttechnik auf Objekttrager gebracht,
diese wurden anschlieffiend immunhistochemisch angefarbt. Als Oberflachenmarker fir naive
dendritische Zellen diente ein Anti CD209 Antikérper. Um aktivierte dendritische Zellen
sichtbar zu machen, wurden diese mit einem Antikorper gegen das CD83
Oberflachenmolekiil gefarbt (s.u.). Es wurden die gleiche Anzahl an H. pylori positivem und
H. pylori negativem Tumorgewebe immunhistochemisch untersucht und im direkten

Vergleich die Anzahl gefarbter Zellen quantitativ ausgewertet.

2.10.1 Kryostatschnitte
Die Anfertigung der Tumorgewebeschnitte wurde mit dem Gerat Jung Frigocut 2800, Leica,

Bensheim durchgefihrt. Es wurden jeweils zwei Schnitte auf einen Objekttrager aufgetragen,

die Dicke des Schnittgewebes betrug 5 pm.

2.10.2 Immunhistochemische Farbung

Zusatzlich zu Tabelle 6 wurden folgende Substanzen zur immunhistochemischen Farbung

verwendet:
Tabelle 12: Substanzen zur Immunhistochemie
Substanz Herkunft
Silberreagenz Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
Verstarker-Reagenz Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
Initiator-Reagenz Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK
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Zur Verflgung standen folgende Priméar-, Sekundar-, und Tertidrantikdrper (Tabelle 13). Alle

Antikérper wurden in PBS mit 10% AB Serum verdinnt.

Tabelle13: Antikérper zur Immunhistochemie
Antikorper Verdiinnung Oberflachenmarker Herkunft
. ) aktivierte dendritische | Caltac Laboratories,
Anti CD83 1:50 Zelle Burlingame, USA
Anti CD209 1:25 naive derdritische | D BioSciences
. Isotypkontrolle fur o
Maus 1gG1 1:25 cD83 BD BioSciences
. Isotypkontrolle flr e
Maus IgG2b 1:25 CD209 BD BioSciences
. - ) Sekundarantikdrper
Anti Maus IgG Biotin 1:1000 fiir CD209 Dako
Sekundarantikorper Amersham
Anti Maus IgG1 1:50 fur CD83 Biosciences
1 nm Gold konjugiert
Streptavidin HRP 1:1000 Tertiarantikorper BD BioSciences

AEC-Farbung naiver dendritischer Zellen

Der Nachweis naiver dendritischer Zellen erfolgte in ahnlicher Weise zum Protokoll der
Zytospinfarbung (siehe 2.6.1). Der Primarantikérper Anti humanes CD209 (DC Sign) bindet
an die Oberflache der dendritischen Zelle. Ein an Biotin gekoppelter Sekundarantikérper
(anti-Maus IgG Biotin) bindet seinerseits an den Primarantikérper. Streptavidin, welches mit
HRP (Meerrettich-Peroxidase) verbunden ist, lagert sich an das Biotin an. Durch Hinzugabe
von Aminoethylcarbazol und H,O, wird durch die Peroxidase ein rétlicher Farbumschlag

ausgelost.

Silber Farbung aktivierter dendritischer Zellen

Der Primarantikbrper humanes Anti-CD83, welcher zuvor an  exprimierte
Oberflachenmolekile aktivierter dendritischer Zellen gebunden hat, wird durch einen Anti-
Maus-IgG Sekundarantikérper detektiert, welcher das Anti-CD83 mit einer 1 nm dicken
Goldschicht Uberzieht. Durch anschlieBende Zugabe einer Silberreagenzlésung zeigt sich
eine Farbreaktion, welche die Auslaufer der dendritischen Zelle silbrig-schwarz erscheinen

lasst.
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CD 209 - CD83 Doppelfarbung

Beide Farbemethoden konnten am Gewebeschnitt miteinander kombiniert werden.

Abbildung 10 zeigt schematisch diese immunhistochemische Doppelfarbung.

Doppelfarbung
AEC SILBER-
REAGENZ
\ A+B
Streptavidin /HRP

antimlgGBiot

1nm goldlabelled
antimlgG J
CD209
CD83

Abbildung 10: Doppelfarbung einer dendritischen Zelle. Kombiniert wurden die
AEC-Farbemethode fir CD209 positive, naive dendritische Zellen und die
Silber-Farbemethode zur Markierung aktivierter, CD83 positiver dendritischer

Zellen.
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Von jedem Tumorgewebe wurden insgesamt sieben Objekttrager angefertigt, diese wurden
folgendermalen gefarbt:

Tabelle 14: Liste der anzufarbenden Objekttrager pro Tumorgewebe-Kryoschnitt
Objekttrager Farbemethode Priméarantikorper Bemerkung
Isotypkontrolle
1 AEC Maus IgG2b Anti CD209
2 AEC Anti CD209 Naive dendritische
Zelle
. N Isotypkontrolle
3 Silberfarbung Maus IgG1 Anti CD83
: . . Aktivierte
4 Silberfarbung Anti CD83 dendritische Zelle
5 AEC- Silber- Anti CD209+ Dobpelfarbun
Doppelfarbung Anti CD83 bp 9
6 AEC- Silber- Maus IgG1+ Isotvokontrollen
Doppelfarbung Anti CD209 yp or
AEC- Silber- Anti CD83+ .
7 Doppelfarbung Maus IgG2b Doppelfarbungen

Um unter Standardbedingungen die immunhistochemische Doppel-Farbung auszufihren,
wurde nach dem in Tabelle 15 dargestellten Protokoll vorgegangen. Alle Antikdrper wurden
in AB Serum mit 10% PBS verdunnt.
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Tabelle 15: Protokoll der immunhistochemischen Farbung dendritischer Zellen
Schritt Bemerkung
01. Fixieren mit Azeton 7 Minuten
02. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
03. blockieren mit AB Serum 10% PBS ca. 100 pl/Schnitt; 10 Minuten
04. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
05. Auftragen von Avidin ca. 4 Tropfen/Schnitt; 5 Minuten
06. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
07. Auftragen von Biotin ca. 4 Tropfen/Schnitt; 5 Minuten
08. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
P CD83/mlIgG1);
09. Auftragen 1. Primarantikrper ( 60 Minu%en )
10. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
1. Uberschichten m_it 1nm gold labelled 60 Minuten
anti IgG1
12. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
o CD209/mlIgG2b);
13. Auftragen 2. Primarantikdrper ( 60 Minu%en )
14. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
15. Auftragen anti IgG Biotin Antikorper 30 Minuten
16. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
17. Auftragen Streptavidin-HRP 30 Minuten
18. 3x waschen a 5 Minuten in PBS
19. AEC-Farbeldsung auf Schittler; 8 Minuten
20. 2x waschen a 5 Minuten in Leitungswasser
A+B 1:1; ca. 60 Minuten unter
21. Auftragen Reagenz A+B mikroskopischer Kontrolle, bis eine
Silberfarbung zu erkennen ist
22. 3x spulen a 5 Minuten in destilliertem Wasser
23. Kern-Gegenfarbung in Hamalaun; 7 Sekunden
24, In Leitungswasser Farbe abspulen
25. In Leitungswasser stehen lassen 10 Minuten
26. Deckglas mit Glyceringelatine auflegen
2.10.3 Versuchsauswertung und Statistik

Tumorgewebeschnitte von jeweils funf H. pylori positiven und H. pylori negativen Patienten
wurden gegeneinander auf rot angefarbte naive dendritische Zellen oder/und silbrig-schwarz
angefarbte dendritische Zellen unter dem Mikroskop bei 200 facher Vergrdferung
untersucht. Zur statistischen Auswertung wurden pro Gewebe 20 Areale von jeweils 0,11

mm? ausgezahlt und mit dem Einstichproben-t-Test ausgewertet.
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3. Ergebnisse
3.1 Prospektive klinische Studie - Patientendaten
311 Patientenrekrutierung

Im Zeitraum Januar 2002 bis Juni 2003 wurden 13 weibliche und 19 mannliche
Magenkarzinompatienten bei einer Altersverteilung von 53 bis 80 Jahren in die Studie
“Untersuchungen Uber Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort bei Helicobacter
pylori positiven und negativen Patienten mit Magenkarzinom — eine prospektive klinische
Studie® aufgenommen. Alle Patienten wurden gastrektomiert sowie einer N2-
Lymphknotendissektion unterzogen.

15 Patienten (47%) waren an einem Magenkarzinom des intestinalen Typs erkrankt, 17
Patienten (53%) litten unter einem diffusen Magenkarzinom bzw. wiesen diffus-intestinale
Mischformen eines Magenkarzinoms auf. In sieben Fallen wurde der Tumor in der Kardia
lokalisiert, 13 Tumore befanden sich im Bereich des Magenkorpus. Das Antrum war in sechs

Fallen befallen, bei sechs Patienten erstreckte sich der Tumor tber das gesamte Organ.

3.1.2 Gewebeaufarbeitung

Bei 21 Magenkarzinompatienten war eine Aufarbeitung des Gewebes in der Zellkultur
erfolgreich, so dass T-Lymphozyten oder /und Karzinomzellen zur weiteren Analyse
verwendet werden konnten. In 12 Fallen war das erhaltene Patientenmaterial zu gering oder
aufgrund zu weit fortgeschrittener Nekrotisierung des Gewebes kein Tumor oder T-
Lymphozyten zu kultivieren. Eine zusatzliche Zellkultur von lokalen Lymphknotenmetastasen
wurde bei drei Patienten begonnen.

Wahrend die Methode zur Kultivierung der T-Lymphozyten sich gut etablieren lies, gestaltete
es sich als schwierig, Zelllinien aus Magenkarzinomzellen mit mehr als 20 Passagen zu
zuchten. Lediglich aus einem Primartumor (GC9 Sto-Tu) konnte eine Zelllinie kultiviert
werden, wahrend hingegen drei Zelllinien aus Lymphknotenmetastasen wuchsen (GC1 LN-
Tu, GC9 LN-Tu, GC20 LN-Tu). Aus Tumorgewebe des Patienten GC7 konnten fir kurze Zeit

Magenkarzinomzellen kultiviert werden (5 Passagen, GC7 Tu-Sto).

Die Vermehrung von T-Lymphozyten des jeweiligen Patienten brachte mehrere tumor-
infiltrierende Lymphozyten (TIL-) Kulturen oder T-Zell-Kulturen aus Lymphknoten (LN-T-
cells) hervor. Nach drei Passagen wurden die stabilsten T-Zell-Kulturen kryokonserviert oder

gleich fur die Versuche eingesetzt.
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Einen Uberblick Uber die in Zellkultur geziichteten Tumorzellen und T-Lymphozyten der
jeweiligen Magenkarzinompatienten gibt Tabelle 16 wieder. Grau unterlegt sind jene

Magenkarzinompatienten, bei denen kein Gewebe kultiviert werden konnte.

Tabelle 16: Ubersicht tGber die Zellkultur der Tumorzellen und T-Zellen
Patient etablierte T-Zell-Cloids
Tumorzelllinie (LN/TIL)
GC1 Tu-LN 5/1
GC2 - 4/ -
GC3 - 4/ -
GC4 - 3/-
GC5 - -/3
GC6 - -/-
GC7 Tu-Sto -/13
GC8 - -/ 11
GC9 Tu-LN/Tu-Sto 5/8
GC10 - 6/7
GC11 - -/8
GC12 - 6/5
GC13 - -/ -
GC14 - -/10
GC15 - -/ -
GC16 - 8/2
GC17 - -/-
GC18 - -/ -
GC19 - -/ -
GC20 Tu-LN 4/5
GC21 - -/1
GC22 - -/ -
GC23 - -/ -
GC24 - 4/2
GC25 - -/ -
GC26 - 4/2
GC27 - -/ -
GC28 - -/ -
GC29 - 3/5
GC30 - -/6
GC31 - -/ -
GC32 - -/6
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Abbildung 11 gibt ein Beispiel fir die Morphologie von Magenkarzinomzellen bei in vitro
Kultivierung. Das Photo zeigt Tumorzellen aus einer Lymphknotenmetastase des Patienten
GC1 zum Zeitpunkt der Passage 9.

Abbildung 11: Photo einer Kultur von Magenkarzinomzellen aus einer Lymphknotenmetastase
des Patienten Nr. GC1 in der Vergroferung 1/100. Die sich nach der 9. Passage
befindlichen Tumorzellen wachsen sowohl in horizonaler Ausrichtung
(dunkelgraue Zellen), als auch vertikal (weil3 umrandet sichtbare Zellen). Auffallig
ist das polymorphe Erscheinungsbild der Karzinomzellen von rundlicher

Einzelform bis polygonaler Passform dicht aneinander gereihter Zellen.

313 Nachweis von Helicobacter pylori

Von allen in der Studie erfassten Patienten wurden Gewebeproben und Patientenserum in
die kooperierenden Institute (Professor Stolte, Bayreuth; Professor Kist, Freiburg; Professor
Lehn, Regensburg; Max von Pettenkofer Institut, Minchen; siehe 2.3) zur histologischen,
mikrobiologischen und immunhistochemischen Aufarbeitung versandt.

Die bakteriologischen Untersuchungen umfassten mikroskopische Tests nach Anzucht des
Bakteriums auf Spezialndhrbdden, histologisch wurde Korpus- und Antrumgewebe nach
einer ,Warthin-Starry“ Anfarbung auf H. pylori Gberprift. Das Serum des Patienten wurde
sowohl auf IgA Antikérpern gegen H. pylori zum Nachweis einer frischen Infektion, als auch

auf IgG Antikorpern bei stattgefundener oder chronisch aktiver Infektion untersucht.
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Die Ergebnisse jeweils stattgefundener H. pylori Infektionen oder negativer H. pylori

Nachweise geben Tabelle 17 und 18 wieder. Drei Magenkarzinompatienten (GC9, GC19 und

GC23) waren nach diesen Tests H. pylori negativ, allerdings konnte nur von einem dieser

drei Patienten, GC9, eine Tumorzelllinie gewonnen werden.

Tabelle 17: Nachweis von Helicobacter pylori in tumorfreier Mukosa oder in Tumorgewebe

Bakteriologie Histologie
Patient | Pettenkofer| Lehn Kist Stolte
Antrum | Corpus | Tumor Antrum Corpus
GC1 neg neg neg neg neg neg
GC2 pos neg pos pos neg pos++ pos++
GC3 neg neg neg neg neg neg pos+
GC4 pos neg pos pos neg pos+++ pos+
GC5 neg neg neg neg neg neg neg
GC6
GC7 neg neg neg neg neg neg neg
GC8 neg neg pos infiltriert nicht verwertbar
GC9 neg neg neg neg neg neg neg
GC10 neg neg pos neg neg
GC11 neg neg neg neg neg neg neg
GC12 pos neg pos pos++ kein Corpus
GC13 neg neg neg neg neg neg kein Corpus
GC14 pos neg pos pos pos +++ pos+++
GC15 neg neg neg neg neg | nicht verwertbar neg
GC16 neg neg neg kein Antrum neg
GC17 neg neg neg neg neg neg neg
GC18 neg neg neg neg neg neg kein Corpus
GC19 neg neg neg neg neg neg neg
GC20 neg neg pos neg (+)
GC21 neg neg neg neg neg neg neg
GC22 neg neg neg neg neg neg. kein Corpus
GC23 neg neg neg neg kein Antrum neg
GC24 neg neg neg neg neg neg
GC25 neg neg neg neg neg neg neg
GC26 neg neg neg kein Antrum neg
GC27 pos pos ++| pos pos pos (+) pos++
GC28 neg neg neg neg neg
GC29 neg neg neg
GC30 neg neg neg kein Antrum neg
GC31 pos pos pos pos kein Antrum pos
GC32 neg neg neg neg kein Antrum neg

*neg=negativ; pos=positiv
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Tabelle 18: Serologische Tests zum Nachweis einer akuten oder abgelaufenen

Helicobacter pylori Infektion

Serologie / Blot

Patient | Pettenkofer Kist
IgG IgA IgG IgA
GC1 |neg neg pos (+) neg
GC2 |pos neg pos + | pos +

GC3 |pos neg
GC4 |pos neg pos + | pos (+)

GC5 |pos pos pos + neg

GC6 |neg neg

GC7 |pos pos pos + pos+
GC8 |pos pos +++

GC9 |neg neg neg neg

GC10 |pos neg pos ++ neg

GC11 |pos pos pos + | pos +

GC12 |pos neg pos (+) | pos (+)
GC13 |pos neg pos ++ | pos +

GC14 |pos pos pos +++ | pos +
GC15

GC16 |pos neg neg neg
GC17 |pos neg pos ++ neg
GC18

GC19 |neg neg neg neg

GC20 |pos pos pos +++ | pos+
GC21 |pos neg pos ++ neg
GC22 |pos neg pos ++ | pos (+)
GC23 |neg neg neg neg
GC24 |pos pos ++ | pos +
GC25 |pos neg pos ++ | pos (+)
GC26 |pos neg
GC27 |pos pos pos ++ neg

GC28 pos neg
GC29 |pos neg pos + neg
GC30 |pos neg pos + neg

GC31 |pos pos pos ++ | pos +
GC32 |pos pos pos ++ neg
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Tabelle 19 fasst die Datenerhebung der Magenkarzinompatienten inklusive TNM Stadium

und Tumor- Grading zusammen. Die gelb markierten GC Nummern zeigen die etablierten

Tumorzelllinien H. pylori positiver Patienten auf, tlrkis hervorgehoben ist die Tumorzelllinie

des einzigen H. pylori negativen Patienten.

Tabelle 19: Tumorstatus zum Zeitpunkt der Operation und Helicobacter pylori Historie
. g Tu-LN/ o
Patient m/w| Alter | Tumorart| Lokalisation T N LN ges* M [Fernmetastasen*| G | H.p.
(Jahr)| (Laurén)
GC1 | m | 74 | gemischt gﬁﬂs:grztner pT2 | pN2 | 10/14 [ M1 Lb G3| pos
GC2 | w | 61 | gemischt Corpus pT3 | pN1 | 01/19 | MO G3| pos
GC4 | w | 67 diffus Cardia pT2 | pN2 | 09/29 | Mx G3| pos
Ges | w | 67 | diffus Cardia | pT1 | pN1 | 24/24 | Mx G3| pos
Siegelring
GC7 | m | 79 | diffus gﬁﬂsamter pT2 | pN1 | 06/33 | MO G3| pos
agen
GC9 | m | 72 | intestinal Cardia pT2(b)] pN3 | 20/38 | MO G3| neg
GC11 | m | 65 |Siegelring Corpus pT3 | pN2 | 10/33 | Mx G3| pos
GC12 | m | 53 |[Siegelring Corpus pT2(b) pN2 | 12/19 | Mx G3| pos
GC14 | w | 69 |intestinal| 98Samter | pT2 | 1| 0314 | MO G3| pos
Magen (a)
GC20 | w | 63 | intestinal Corpus pT3 | pN2 | 15/44 | MO G3| pos
GC21 | w | 70 | intestinal Cardia pT2b | pN1 | 04/34 | M1 P G32_ pos
GC24 | m | 75 diffus Corpus pT2b | pN1 | 03/28 | MO G3| pos
GC25 | m | 74 | intestinal Corpus pT2(b)] pN2 | 03/28 | Mx G3| pos
GC26 | m | 60 diffus Antrum pT2b | pN3 | 23/25 | MO G3| pos
GC27 | w | 78 |intestinal gﬁﬂsamter pT3 | pN1 | 07/20 [MO G3| pos
agen
GC28 | m | 79 | gemischt g‘lf/ls:‘g”;tner pT2(b)| pN2 | 08/13 | MO G3| pos
GC29 | m | 74 | intestinal Cardia pT2(b)] pN1 | 01/21 | MO G2| pos
GC30 | m | 83 | gemischt Corpus pT2(b) pN3 | 16/21 | MO G3| pos
GC31 | w | 66 | intestinal Corpus pT2(b)] pN2 | 11/31 | MO G3| pos
. gesamter
GC32 | m | 60 diffus Magen pT2(b)| pN3 | 30/31 |MO G3| pos

* Anzahl der von Tumor befallenen Lymphknoten im Verhaltnis zur Gesamtzahl aller enthommenen
Lymphknoten
** Lb= Lebermetastase, P= pulmonale Metastase

65




Ergebnisse

3.2 Charakterisierung der Magenkarzinomzellen

3.21 Immunhistochemische Zytospin-Analyse der Karzinomzellen

Einer der Aufgaben der Zellkultur von Primartumoren war neben der Vermehrung der
Karzinomzellen die Ausselektierung anderer Zellarten, welche wahrend der Probenexzision
nach Gastrektomie methodenbedingt mitentnommen worden waren. Bei diesem
~Fremdgewebe® handelte es sich zumeist um Fibroblasten, ebenso konnten sich in dieser
Mischkultur aber auch Muskelzellen und vereinzelte Immunabwehrzellen wie Leukozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen befinden. Ziel war es daher, durch die Kultivierung des
Gewebes mit Complete medium, welches gezielt Nahrstoffe fir Tumorzellen anbot, andere
Zellen in einen Mangelzustand versetzte und diese ,verhungern® lies, sowie durch sorgfaltige
mikroskopische Kontrolle und darauf folgender gezielter Trypsinierung und Passagierung der
Karzinomzellen eine Monokultur an Tumorzellen zu gewinnen.

Um den prozentualen Anteil dieser Karzinomzellen Uberprifen zu kénnen, wurden die
Tumorzelllinien durch immunhistochemische Anfarbung auf verschiedene
Oberflachenmarker von Gewebszellen untersucht: So wurde Vimentin zum Nachweis von
Fibroblasten ausgewahlt. Vimentin ist ein Typ-3 Intermediarfilament aus der Gruppe der
Desmine und damit ein Element des Zytoskeletts. Es kommt im Zytoplasma aller Zellen
mesenchymaler Herkunft wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen und glatten Muskelzellen vor.
A- actin ist ein Bestandteil des Kontraktionsapparates von Muskelzellen, die Untereinheit
o— smooth muscle actin ist spezifisch flr glatte Muskelzellen. Zur positiven Anfarbung von
epithelialen Tumorzellen wurden die zwei Antikdrper KL1 und Ber-Ep4 gewahlt. KL1 ist ein
Marker flr 20 bekannte Zytokeratine (Panzytokeratin). Zytokeratine werden von epithelialen
Zellen gebildet und reprasentieren als Intermediarfilamente den wichtigsten Teil des
Zytoskeletts. Das epitheliale Adhasionsmolekil EpCAM (Antikérper: Ber-Ep4) wird
insbesondere von Plattenepithelkarzinomen exprimiert. Zur Abgrenzung von Lymph- und
BlutgefaRen wurde der Oberflachenmarker CD31 eingesetzt. AuRerdem wurden
verschiedene Marker zum Nachweis von Zellen des Immunsystems (CD45 fur Leukozyten,
CD68 fur Makrophagen, CD209 fur dendritische Zellen) benutzt.

Zytospinpraparate von drei Tumorzelllinien H. pylori positiver Patienten, sowie von einer
Tumorzelllinie des H. pylori negativen Patienten wurden mit den entsprechenden Antikérpern
inkubiert und mikroskopisch bei 200facher VergroRerung untersucht. Pro Objekttrager
wurden 20 Areale von jeweils 0,11 mm? ausgezahlt und die jeweilige Anzahl an gefarbten

Zellen dokumentiert. Das Ergebnis ist in Tabelle 20 dargestellit.
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Tabelle 20: Immunhistochemische Bestimmung der Expression von Fibroblasten-,

Epithelial- und Leukozyten-Marker in Primarkulturen von

Magenkarzinom-Zelllinien

Patient GC1 GC7 GC9 GC20
Zelllinie LN-Tu Tu-Sto Tu-Sto LN-Tu
Prozent der insgesamt ausgezihlten Zellen
Fibroblastenmarker
Vimentin (Vim 3B4) 85 -* <5 80
a-smooth muscle actin nt* - - -
Epithelialzellmarker
Panzytokeratin (KL1) 10 >90 nt* -
EpCAM (Ber-Ep4) <5 80 >80 <5
Andere Marker
CD45 (T200) (Leukozyten) - nt* - -
CD68 (Makrophagen) - nt* <5 -
CD209 (dendritische Zellen) nt* nt* - -
CD31 (Endothelzellen) - - - -

*nt =nicht getestet
**. =keine positiven Zellen gezahlt

Die Zelllinien GC1 und GC20 waren zum einen gering EpCAM positiv, zum anderen aber
auch positiv fur den Fibroblastenmarker Vimentin. Dies kann dadurch erklart werden, dass
beide Metastasengewebe aus Lymphknoten stammen, welche charakteristischerweise in
ihrem anatomischen Aufbau aus lymphoretikularem Gewebe bestehen und in dem
Fibrozyten einen grof3en Anteil haben. Die beiden Zelllinien GC7 und GC9 aus primaren
Magengeweben zeigen hingegen den charakteristischen Anteil an epithelialen Markern (KL1
und EpCAM positiv), daher dirften diese Kulturen hauptsachlich aus Karzinomzellen

bestehen.

3.2.2 Magenkarzinom-Zellbank

In Kooperation mit Professor Fox in Portland, OR, USA wurde eine HLA-Typisierung der
Patienten durchgefihrt. Die isolierte DNA wurde aus T-Lymphozyten der Patienten GCA1,
GC7, GC8 und GC9 isoliert. In Tabelle 21 sind die HLA-Profile der Magenkarzinompatienten
sowie die der Kontrollzelllinien dargestellt. Dabei ist zu sehen, dass das Allel HLA A2 sowohl
in zwei der vier getesteten etablierten Tumorzelllinien (GC1 und GC9), als auch in drei
Kontrollzelllinien (RCC26, RCC53 und MEL118) zu finden ist. Allerdings gibt es insgesamt
nur maximal zwei Ubereinstimmende Allele, welche sich sowohl in Magenkarzinomzelllinien
als auch in Kontrollzelllinien befinden (HLA-Allele A3 und B7 in GC7 und MEL103, HLA-
Allele A2 und B7 in GC9 und MEL118). Die Melanomzelllinien MEL 103, MEL 104, MEL 118
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und MEL 119, welche als Kontrollen bei den Versuchen dienten, wurden von Professor Fox,
die Nierenzellkarzinomlinien RCC26 und RCC53 von Frau Professor Schendel, Helmholtz

Zentrum Munchen zur Verfigung gestellt.

Tabelle 21: HLA Profile von Patienten und Kontrollzelllinien
Magenkarzinompatient HLA-Allele
GC1 A2 |A32] B60 B51 DR13|DR14
GC7 A1|A3| B7 B37 DR4 |DR13
GC8 A68 B27 B35 DR13 |DR15
GC9 A2 |[A31| B7 B62 DR13|DR16
Kontrollzelllinien
RCC26 A2 |A33| B51 B41 |C15, C17
RCC53 A2 |A25| B18 B15 |C03, C12
MEL103 A3 |A11| B7 B18 DR17| DR7
MEL104 A24|A30| B13 B62 DR4 | DR7
MEL118 A2 |A30|B7/B63|B7/B15 DR1 | DR8
MEL119 A1|A2| B8 B72 Cw8 |DR17| DR8
3.23 Bestimmung der HLA-Expression auf etablierten Tumorzelllinien

mittels Durchflusszytometrie

Tumorspezifische Antigene kénnen von T-Lymphozyten nur dann erkannt werden, wenn sie
zuvor aufbereitet und auf den von MHC-Klasse-l oder von MHC-Klasse-Il codierten
Proteinkomplexen auf der Tumorzelloberflache prasentiert werden. Dieser Vorgang ist
seinerseits notwendig, damit die T-Lymphozyten antigenspezifisch aktiviert werden und eine
spezifische Immunantwort gegen die Tumorzelle ausbilden koénnen. Ziel war es daher,
festzustellen, ob auf den Tumorzellen die Expression von MHC-Klasse | oder von MHC-
Klasse-Il vorhanden ist. Diese HLA-Expression auf den Tumorzelllinien wurde
durchflusszytometrisch bestimmt (siehe 2.6.2).

Das Ergebnis der Durchflusszytometrie zeigte eine geringe MHC-Klasse-lI Expression auf
den Magenkarzinomzellen, wohingegen MHC-Klasse-Il in keinem Falle exprimiert wurde
(Abbildung 12). Auch nach Inkubation mit IFN-y (20 ng/ml) fir 20 Stunden konnte keine
MHC-Klasse-Il Expression erzeugt werden (Bilder nicht gezeigt). Daher war eine
tumorspezifische Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten durch die Tumorzellen
unwahrscheinlich. Fur die darauf folgenden Versuche wurde deshalb hauptsachlich die

tumorspezifische Immunantwort von T-Zell Cloids mit hohem Anteil an CD8 untersucht.
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Abbildung 12: Durchflusszytometrische Analyse einer MHC-Klasse-| oder-1l Expression auf

Magenkarzinomzellen. In den dot plots (linke Spalte A) geben die Prozentzahlen
den jeweiligen Anteil HLA-ABC bzw. HLA-DR positiv fluoreszierender
Magenkarzinomzelllinien an. Positive Events liegen in der linken oberen Ecke der
dot plot Graphik. Deutlich erkennbar ist, dass sich auf den etablierten
Magenkarzinomzelllinien positive events bei der Antikérperfarbung mit HLA-ABC
fur MHC-Klasse-I, aber nicht bei der HLA-DR Antikérperfarbung fir MHC-Klasse-
Il darstellen, hier an den Zellinien GC9 und GC20 gezeigt. In den
Histogrammen (rechte Spalte B) ist die Fluoreszenzintensitat von MHC-I-PE, bzw.
MHC-II-FITC Antikérper durch eingefarbte Kurven, das Fluoreszenzmuster der
Isotypkontrollen durch offene Kurven dargestellt. Auch hier zeigt sich ein positives
Signal auf den Magenkarzinomzelllinien nur fir HLA-ABC, die HLA-DR
Expression gibt kein Signal auf3erhalb des Bereichs der Isotypkontrolle.
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3.3 Charakterisierung der T-Zell Cloids

In der FACS Analyse der etablierten Tumorzelllinien konnte ausschlief3lich eine Expression
von MHC-I-Oberflachenmarkern auf Magenkarzinomzellen nachgewiesen werden. Die T-Zell
Cloids hingegen bestanden durch die Kulturbedingungen aus einer Mischung von
verschiedenen Klonen CD8/CD4 positiver T-Lymphozyten. Um eine Interaktion von CD8"T-
Zellen mit den Tumorzellen messen zu konnen, musste davor mit Hilfe der
Durchflusszytometrie das Verhaltnis der CD4" und CD8" T-Zellen in den T-Zell Cloids
bestimmt werden (siehe 2.7.1). In Abbildung 13 sind zwei T-Zell Cloids beispielhaft fir die
heterogene Verteilung von CD4" und CD8*T-Zellen in der Cloid-Population dargestellt. Der
T-Zell-Cloid GC24 LN6 wies in der FACS Analyse eine groBe Mehrheit an CD8'T-
Lymphozyten auf (85%), der T-Zell-Cloid GC26 LN1 bestand vorwiegend aus CD4" T-Zellen
(82%).
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Abbildung 13: Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von CD3 und CD4/8
Corezeptoren auf T-Lymphozyten. Die Prozentzahlen geben den jeweiligen Anteil
CD3/CD8 bzw. CD3/CD4 positiv fluoreszierender T-Zell-Cloids an.
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60 T-Zell-Cloids wurden insgesamt auf ihre Oberflachenmarker CD3, CD4 und CD8
untersucht. Tabelle 22 illustriert die prozentuale Verteilung der CD4 und CD8 positiven T-
Zell-Cloids.

Tabelle 22: Verteilung von CD8" und CD4" T-Zellen (CD3") in T-Zell-Cloids
von Magenkarzinompatienten

GC | TIL/LN | Cloid (i?ki); %DA:; GC | TIL/LN | Cloid C(B:; C(%
3| LN |3u4| 98 20 |16| LN | 3 | 81 41
4] TIL | 5 | 21 87 |16| LN | 5 | 7.8 56
5| LN | 1 | 3.0 97 |20| LN | 2 | 34 42
70 TIL | 10 | 0.9 96 |20 TIL | 3 | 45 44
7] TIL | 12 | 00 | 1.3 |20 TIL | 4 | 49 39
71 TIL | 14 | 93 01 |20] LN | 5 | 13 75
71 TIL | 36 | 27 63 |20] LN | 6 | 64 81
8| TIL | 1 | 33 14 |24] LN | 1 | 20 82
8| TIL | 2 | 57 05 24| LN | 2 | 56 44
8| TIL | 3 | 00 55 |24| LN | 3 | 45 95
8| TIL | 5 6 56 |24| TIL | 4 | 47 93
8| TIL | 6 | 08 81 |24| TIL | 5 | 25 85
8| TIL | 6 | 14 77 28 LN | 6 | 85 17
8| TIL | 7 | 14 58 (26| LN | 1 | 83 82
o | TIL | 1 | 58 8 |26| LN | 2 | 39 58
o | TIL | 2 | 11 85 |26] LN | 3 | 18 47
9 TIL | 3 | o3 70 |26| TIL | 4 | 73 2.9
9| TIL | 4 | 63 32 |26] LN | 6 | 33 50
o | TIL | 5 | 14 96 |27| TIL | 1 19 35
o | TIL | 6 | 42 | 99 |27| TL | 2 | 37 34
o | TIL | 8 | 10 16 |27| TIL | 3 | 40 73
o | TIL | 8 | 33 72 020 TIL | 4 | 57 34
o | TIL | 9 | 20 29 |27 LN | 5 | 19 75
o | TIL | 10 | 38 | 26 |27] LN | 6 | 77 9.5
o | TIL | 11 | 45 12 |28| TIL | 3 7 93
o | TIL | 12 | 18 93 29 TIL | 2 | 85 3
o | TIL | 13 | 16 45 |20 TIL | 4 | 95 5
0] LN | 7 | 21 70 |20| TIL | 5 | 99 18
M| TIL | 4 | 38 55 [29] LN | 8 | 89 8
2] TIL | 4 | 24 97 |30| TIL | 1 | 72 27
2] TIL | 5 | 24 62 |30 TIL | 5 | 63 20
2] TIL | 7 | o4 50 30| TIL | 6 | 75 24
1] TIL | 1 | 76 91 |32| TIL | 1 | 87 7
14] TIL | 8 | 20 2 32| TiL | 6 | 75 2
14] TIL | 9 | 35 16
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Die T-Zell-Cloids zeigten eine heterogene Mischung aus CD4" und CD8" Zellen. In ca. 40%
der getesteten Cloids (30 Stlick) Gberwog der Anteil der CD8"Zellen (griin hervorgehoben),
die restlichen Cloids (39 Stiick, rosa hervorgehoben) wiesen mehr CD4" T-Zellen auf. Blau
untermalt sind diejenigen Cloids, welche in den Cytokine-Release Assays eingesetzt wurden.
Ab dem Patienten Nr. GC9 wurden T-Zell-Cloids fur den CRA verwendet, welche mindestens

45% CD8" T-Zellen enthielten.
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3.4 Cytokine Release Assay (CRA)

Im Cytokine Release Assay wurde die tumorspezifische Zytokinfreisetzung isolierter T-Zell-
Cloids von Magenkarzinompatienten bestimmt. T-Zellen wurden mit autologen Tumorzellen,
frisch enzymatisch verdautem Tumorgewebe oder fremden Kontrolltumorzellen stimuliert.
Die Tumorzelllinien waren zum Zeitpunkt des CRA mindestens zwei bis finf Passagierungen
unterzogen worden. Als Positivkontrolle dienten anti-CD3-stimulierte T-Zellen. Nach 20
Stunden wurde der Kulturiberstand abgenommen und die Konzentration der Zytokine

Interferon y und Interleukin-5 mit ELISA gemessen.

Tumorspezifische Zytokinproduktion

Da von GC7, GC9 und GC20 sowohl T-Zell-Cloids, als auch autologe Tumorzelllinien
etabliert werden konnten, wurden die tumorspezifischen T-Zellen dieser Patienten Gberprift.
In den folgenden Abbildungen sind Beispiele fir unterschiedliche tumorspezifische
Zytokinproduktionen der getesteten T-Lymphozyten dargestellt. Eine tumorspezifische
Interferon-y und Interleukin-5 Zytokinproduktion wurde als Typ-l bzw. Typ-ll-Immunantwort
gewertet. Wenn sowohl Interferon-y als auch Interleukin-5 sezerniert wurden, galt dies als

eine gemischte Typ-l/Typ-ll-Immunantwort.

IFN=; Produktion GC7 TIL 10 IL-5 Produktion GCT TIL 10
2000 4 2000 -
1500 - 1500 -
E E
S £
£ 1000 | 2 1000 -
i [
z 2
500 500 | I
0 0
Medium Anti-CD3 RCC53 RCC26 GC7 Sto-Tu Medium Anti-CD3 RCC53 RCC26 GC7 Sto-Tu
Abbildung 14: IFN-y und IL-5 Produktion GC7 TIL 10

Abbildung 14 prasentiert die Hohe an sezerniertem Zytokin in einem CRA, in dem T-Zellen
des Cloids GC7 TIL 10 mit der autologen Tumorzelllinie GC7 Sto-Tu inkubiert worden waren.
Als Kontrollzelllinien dienten zwei Nierenzellkarzinom-Zelllinien (RCC53, RCC26). Der T-Zell-
Cloid produzierte nach Stimulation mit der autologen Tumorzelllinie sowohl IFN-y als auch IL-
5 (gemessene Werte der Zytokine nach Abzug der Hintergrundproduktion im jeweiligen
Medium). Die Zytokinproduktion der Zelllinie war tumorspezifisch, da die Zytokinproduktion
der Kontrollzelllinien deutlich geringer ausfiel (IFN-y Produktion: GC7 Sto-Tu: 810 pg/ml
versus RCC26 2 pg/ml; IL-5 Produktion: 1750 pg/ml versus RCC26: 700 pg/ml). Damit geben

diese T-Lymphozyten eine gemischte Typ-I/Typ-ll-Immunantwort wieder.
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IFN-y Produktion GC9 TIL 3 IL-5 Produktion GC9 TIL 3
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Abbildung 15: IFN-y und IL-5 Produktion GC9 TIL 3

Der T-Zell-Cloid GC9 TIL3 (Abbildung 15) zeigte eine starke tumorspezifische Sekretion von
IL-5, aber nicht von IFN-y nach Stimulation mit der autologen Magenkarzinom-
Lymphknotenmetastase. Die T-Zellen sezernierten ca. drei- bis viermal mehr IL-5 nach
Inkubation mit dem autologen Tumor als nach alleiniger Inkubation mit Medium bzw. den
Kontrollzellen der Nierenzellkarzinome RCC53 und RCC26. Die produzierte Menge von IFN-
v lag unterhalb des cut offs (2 x Hintergrundproduktion). Daher gibt dieser T-Zell-Cloid eine
Typ-ll-immunantwort wieder. Interessanterweise kam diese Typ-ll-immunantwort von dem

einzigen H. pylori negativen Patienten.
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Abbildung 16: IFN-y und IL-5 Produktion GC9O TIL 4

Die T-Zellen des Cloids GC9 TIL 4, welche mit den gleichen Tumor- und Kontrollzellen wie
der Cloid GC9 TIL 3 inkubiert worden waren, ergaben nach Inkubation der T-Zellen mit
Medium und den Nierenkarzinomzellen ebenfalls eine héhere IL-5 -als IFN-y Produktion
(Abbildung 16). Nach Abzug des Mediumwertes war allerdings IL-5 nicht tumorspezifisch.

Hier zeigte sich also eine eher in Richtung Typ-I gehende Immunantwort.
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Abbildung 17:

IFN-y und IL-5 Produktion GC20 LN 2

Der Cloid GC20 LN 2 (Abbildung 17) zeigte eine sehr hohe tumorspezifische IFN-y
Produktion. IL-5 wurde sowohl nach Inkubation mit den autologen Magenkarzinomzellen, als
auch mit dem Medium und den Kontrollzellen unspezifisch sezerniert. Dieser Cloid weist
somit eine Typ-I-Polarisierung auf. Die anderen beiden Cloids des H. pylori positiven
Patienten GC20, GC20 TIL 3 und GC20 TIL 4, zeigten nach Inkubation mit dem GC 20 LN-
Tu hingegen sowohl eine deutliche tumorspezifische IFN-y— Produktion wie auch IL-5-
Produktion mit vergleichbar hoher Zytokinmenge. Die Kontrolltumoren RCC53 und RCC26
produzierten wiederum nur geringe Mengen an Zytokin weit unter dem cut off level. Im
Vergleich zum Cloid GC20 LN 2 zeigen sie damit eine gemischte Typ-I/Typ-ll-lmmunantwort
(nicht dargestellt).
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Abbildung 18: IFN-y und IL-5 Produktion in GC24 LN 6

Da keine Tumorzelllinien vorhanden waren, wurden im CRA des Patienten GC24 die T-
Lymphozyten erstmals mit autologen Tumorzellen, welche frisch nach enzymatischer
Verdauung gewonnen worden waren, inkubiert (Abbildung 18). Die Zellen dieses Patienten,
wie auch die des Patienten GC30 (s.u.) wurden nicht phanotypisiert, daher war nicht
bekannt, welche Kontrollzelllinien Ubereinstimmende Allele mit dem Magenkarzinom hatten.
Als Kontrollzelllinien wurden hierauf MEL103, bzw. RCC53, MEL118 und MEL119
ausgewahlt, welche grofle Teile an Allel-Komponenten abdeckten. Es zeigte sich eine
hohen IFN-y-Zytokinwerten, die

deutliche tumorspezifische Typ-I-Immunantwort mit
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Kontrollzellen der Melanomzelllinie MEL103 zeigten keine spezifisch messbare

Zytokinproduktion. IL-5 wurde im Vergleich zu IFN-y nur sehr wenig produziert.
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Abbildung 19: IFN-y und IL-5 Produktion in GC30 TIL 1, GC30 TIL 5 und GC30 TIL 6

Generell zeigte sich bei frisch verdauten Tumorzellen die Tendenz, im Vergleich zu den
etablierten Tumorzelllinien nach Inkubation mit autologen T-Zellen konstant hohe

Zytokinwerte zu produzieren. Dies ist auch bei Patient GC30 in den Abbildung 19, sichtbar.
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T-Zell Cloids des Patienten GC30 wurden sowohl mit frischen Magenkarzinomzellen nach
enzymatischer Verdauung, als auch mit allogenen Magenkarzinom-Zelllinien inkubiert.
Kontrollzelllinien waren Nierenkarzinomzellen und Zellen aus Melanomen. Je nach Cloid
zeigte sich ein unterschiedliches Bild an IFN-y und IL-5 Zytokinproduktion: In allen drei Cloids
war der Hintergrund- Zytokinwert annahernd gleich hoch oder héher als der Zytokinwert in
den Kontrollzelllinien, damit zeigten diese keine spezifische IFN- y und IL-5 Produktion. Ein
deutliches Ansprechen der T-Zellen zeigte sich dagegen bei Inkubation mit dem frischen
allogenen Primartumor GC30. Die T-Zell-Cloids GC30 TIL 1 und GC30 TIL 5 sezernierten
deutlich mehr sowohl IFN-y als auch IL-5 als die Kontrollzelllinien oder die Zelllinien der
allogenen Magentumore GC1 LN-Tu, GC9 Sto-Tu, GC20 LN-TIL1. Allerdings war der
Medium-Wert héher als die IFN-y Produktion. Der T-Zell-Cloid GC30 TIL 6 sezernierte
ebenfalls groRe Mengen an IFN-y und IL-5, hohe IL-5 Werte zeigten aber auch die
Kontrollzelllinien und allogenen Magenkarzinomzelllinien. Zusammenfassend zeigte sich in
den Cloids des Patienten GC30 eine tumorspezifische, gemischte Typ-l/Typ-Il-
Immunantwort.

Nicht alle CRA mit autologen Zellen zeigten eine tumorspezifische Immunantwort. Zum
Beispiel zeigte keiner der LN Cloids des Patienten GC1 eine tumorspezifische
Zytokinproduktion nach Inkubation mit der autologen Lymphknotenmetastase (nicht
dargestellt).

Insgesamt wurden in den CRA 38 Cloids von H. pylori positiven Patienten und 5 Cloids des
einzigen H. pylori negativen Patienten getestet. 17 Cloids der H. pylori positiven Patienten
zeigten keine tumorspezifische Zytokinproduktion, 12 Cloids waren gemischt Typ-1/Typ-ll
polarisiert, zwei Cloids produzierten nur spezifisch IFN-y, sieben Cloids nur spezifisch IL-5.
Drei Cloids des H. pylori negativen Patienten hatten kein tumorspezifisches Zytokin
sezerniert, ein Cloid war grenzwertig Typ-Il polarisiert und ein Cloid zeigte eine alleinige Typ-
[I-Zytokinproduktion.

Um nun in den gemischten Immunantworten eine Typl-/ Typ-llI-Polarisierung  weiter
differenzieren zu kénnen, wurde fur jeden gemischten Cloid die Ratio der tumorspezifischen
IFN-y: IL-5 Sekretion gebildet. Eine Ratio groRer als zwei wurde als eine Typ-I-Antwort
gewertet, bei einer Ratio kleiner 0,5 dominierte die Typ-llI-Antwort. Ratios zwischen 0,5 und 2

galten als kombinierte Typ-1/Typ-lI-lmmunantwort. Die Ratios sind in Tabelle 23 gezeigt.
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Tabelle 23: IFN-y : IL-5 Ratio in tumorspezifischen T-Zell-Cloids

TIL Ratio IFN-y/ IL-5 | Immunantwort Tumor Stimulus
GC7 TIL10 0,500 gemischt autolog GC7 Sto-Tu
GC9OTIL 3 0,002 Typ I autolog GC9 LN-Tu
GC20TIL 3 0,850 gemischt autolog GC20 LN-Tu
GC20 TIL 4 5,410 Typ | autolog GC20 LN-Tu
GC27TIL 4 2,870 Typ | autolog frischer GC27 Sto-Tu
GC29 TIL 2 2,800 Typ | allogen frischer GC30 Sto-Tu
GC29TIL 4 1,720 gemischt allogen frischer GC30 Sto-Tu
GC29 TIL 5 0,730 gemischt allogen frischer GC30 Sto-Tu
GC30TIL1 3,820 Typ | autolog frischer GC30 Sto-Tu
GC30TIL5 0,320 Typ I autolog frischer GC30 Sto-Tu
GC30TIL6 1,660 gemischt autolog frischer GC30 Sto-Tu
GC32TIL1 1,320 gemischt allogen GC1 LN-Tu

LN Ratio IFN-y / IL-5 | Immunantwort Tumor Stimulus
GC24 LN 6 7,910 Typ | autolog frischer GC24 Sto-Tu

Von den 13 T- Zell-Cloids zeigten zwei Cloids eine Typ-ll-immunantwort, sechs Cloids eine
gemischte Immunantwort und funf Cloids eine Typ-I-Immunantwort nach tumorspezifischer
Stimulierung. Damit scheint die Mehrheit der tumorspezifischen T-Zellen Zytokine in

Richtung einer gemischten oder Typ-I-Polarisierung zu produzieren, dies veranschaulicht

auch noch einmal Abbildung 20:
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Abbildung 20: Polarisierung der tumorspezifischen Zytokinproduktion von T-Zellen nach Bildung

der Ratio von IFN-y zu IL-5-Produktion. Alle im roten Bereich auftretenden T-Zell-

Cloids weisen eine Polarisierung in Richtung Typ-ll-Immunantwort auf; die
Mehrheit der T-Zell-Cloids ist im blauen Bereich dargestellt und polarisiert in
Richtung Typ-I-Immunantwort.
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3.5 Tumorinfiltrierende dendritische Zellen

In den zuvor vorgestellten Versuchen wurde gezeigt, dass eine Infektion mit H. pylori als
Stimulus dienen kann zur Erschaffung eines tumorspezifischen Zytokinmilieus durch T-Zellen
nach Tumorkontakt. Nun wurden Immunzellen der unspezifischen Abwehr, dendritische
Zellen, auf ihr Verhalten nach Infektion der Magenmukosa durch H. pylori untersucht.
dendritische Zellen spielen durch ihre Funktion in der Prasentierung von Antigenfragmenten
eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen T-Lymphozyten und deren Spezifizierung auf
ein Pathogen. Des Weiteren ist bekannt, dass durch eine Infektion der Magenmukosa mit H.
pylori ein Typ-I-Zytokinmilieu geschaffen wird, welches insbesondere im lokalen Bereich die
zellulare Immunabwehr stimuliert. In Kombination ergab sich die Annahme, dass auch
andere Immunabwehrzellen wie dendritische Zellen selbst durch das von H. pylori
begunstigte Zytokinmilieu aktiviert werden. Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde die
Anzahl aktivierter dendritischer Zellen in H. pylori positivem und H. pylori negativem
Magenkarzinomgewebe analysiert. Ziel war  es herauszufinden, ob in
Magenkarzinomgewebe, welches durch H. pylori infiziert worden war, mehr
antigenprasentierende dendritische Zellen zu finden sind als in H. pylori freien
Tumorgewebe.

In  einer immunhistochemischen  Analyse  wurden  dendritische Zellen in
Magenkarzinomgewebe mit den Antikérpern gegen die Oberflachenmarker CD209/CD83
inkubiert. CD209 wird auf naiven dendritischen Zellen exprimiert, wahrend CD83 auf reifen
dendritischen  Zellen vorkommt. In einer CD209/CD83 Doppelfarbung wurde
Magenkarzinomgewebe von finf H. pylori positiven und finf H. pylori negativen Patienten
ausgewahlt, immunhistochemisch angefarbt und die Anzahl der dendritischen Zellen
ausgewertet. Die Abbildungen 21 und 22 zeigen Ausschnitte aus immunhistochemischen

Farbungen.
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Abbildung 21:

Immunhistochemische AEC-Farbung zum Nachweis dendritischer Zellen in
Magenkarzinomgewebe des Patienten CA 446, VergréRerung 1:200. In Abbildung
A ist die Negativkontrolle fir anti CD209 mit der Anfarbung durch den Isotyp-
Antikdrper Maus 1gG2b dargestellt. Es sind keine positiv gefarbten dendritischen
Zellen zu sehen, das Zellgewebe zeigt nur eine unspezifische grauliche
Hintergrundfarbe zu dunkleren blaulich gefarbten einzelnen Zellverbanden.
Abbildung B zeigt die AEC-Farbung, rot hervortretend stellen sich Anti-CD209
markierte dendritische Zellen dar (siehe Pfeil). Es zeigt sich eine relativ
gleichmaRige Verteilung der dendritischen Zellen innerhalb eines Verbandes aus
Karzinomzellen. Die normalerweise homogene Struktur einer Magenmukosa ist
hier vollstandig aufgehoben, die Anordnung der Karzinomzellen ist chaotisch mit
unterschiedlicher Zellgréfe und Ansatzen von Gefallneubildungen (siehe *)

Abbildung 22:

Immunhistochemische Silber-Farbung dendritischer Zellen in
Magenkarzinomgewebe des Patienten CA 446, VergroRerung 1:200. In Abbildung
A sind Anti CD83 positive, reife dendritische Zellen schwarz-silbrig markiert (siehe
Pfeil). Abbildung B zeigt die immunhistochemische AEC/Silber-Doppelfarbung
dendritischer Zellen. Ein roter Korper markiert eine dendritische Zelle, schwarze
Auslaufer an der Zelle zeigen dazu die reife, aktivierte Form an.

Hellrot gefarbte Elemente markierten die dendritischen Zellen, silbrig-schwarz angefarbt

waren dendritische Zellen in einem reifen, aktivierten Zustand. Die Kontroll-Objekttrager

Farbungen ergaben im Gegensatz dazu keine angefarbten Zellbestandteile bzw. nur einen

unspezifischen grauen ,Background® des Zellgewebes. Als Doppelfarbung zeigten sich mit

einem roten Zellkérper und silbrig-schwarzen Auslaufern aktivierte dendritische Zellen im

direkten Vergleich zur Gesamtpopulation der dendritischen Zellen im Gewebe. Pro
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untersuchtes Gewebe wurden 20 Areale von jeweils 0,11 mm? bei 200 facher VergroRerung

ausgezahlt. Das Ergebnis ist in Tabelle 24 dargestellt.

Tabelle 24: Immunhistochemische Doppelfarbung dendritischer Zellen in H. pylori
positivem und H. pylori negativem Tumorgewebe.
TI[I"““ CD209 |CD209/CD83 Tumor CD209 |CD209/CD83
.p-- H.p.+
Ca
394* 748 0 Ca 410 809 3
Ca 415 791 0 Ca 430 510 5
Ca 421 1131 2 Ca 438 429 3
Ca 436 436 0 Ca 446 730 9
Ca 444 622 2 Ca 449 725 73
Mittelwert: Mittelwert: Mittelwert: Mittelwert:
t-Test 745,6 0,8 t-Test 640,6 18,6
SD: 256,8 SD: 0,49 SD: 162,3 SD: 13,6

* “Ca” bezeichnet neben ,GC Nr.” eine alternative Nummerierung zur Archivierung von Daten der
Magenkarzinompatienten in der klinischen Studie

In der AEC-Einfachfarbung (CD209) zeigte sich nach Auszahlung der dendritischen Zellen in
H. pylori positivem Gewebe kein signifikanter Unterschied zur Anzahl dendritischer Zellen in
H. pylori negativen Gewebe. In der Doppelfarbung hingegen nahm die Summe aktivierter
dendritischer Zellen bei H. pylori positivem Tumorgewebe gegenuber H. pylori negativem
Gewebe deutlich zu. Abbildung 23 stellt die statistische Auswertung mit dem Einstichproben
t-Test dar. Die Auszahlung der CD209/CD83 positiven dendritischen Zellen ergibt eine
signifikant hdéhere Anzahl an Zellen pro Gesichtsfeld in H. pylori positiven Patienten im
Vergleich zu H. pylori negativen Patienten (p= 0,008). Dies ist ein Hinweis darauf, dass das
Bakterium neben T-Lymphozyten auch die Aktivierung anderer Immunzellen wie
antigenprasentierender Zellen beeinflussen kann und damit entscheidend zu einer Anti-

Tumor Immunantwort beitragen kann.
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Abbildung 23: Statistischer Vergleich zwischen der Anzahl CD209/CD83 positiv gefarbter

dendritischer Zellen pro Gesichtsfeld von H. pylori positiven Patienten und

H. pylori negativen Patienten. Die Zahl der CD209°/CD83" dendritischen Zellen
H. pylori positiver Patienten ist signifikant hdher als die Zahl CD209*/CD83"
dendritischen Zellen H.pylori negativer Patienten (P<0.01).
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4. Diskussion

4.1 Eigenschaften von T-Lymphozyten im Mikromilieu von
Magenkarzinomgewebe

Das Magenkarzinomgewebe stellt weit mehr als eine Ansammlung genetisch, phanotypisch
und funktionell pathologisch veranderter Zellen dar. Er kann dariber hinaus als ein
komplexes Gewebe definiert werden, dessen zelluldre und strukturelle Komponenten
miteinander in Kommunikation stehen und sich gegenseitig beeinflussen. Die fir
Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung entscheidenden Vorgange wie
Stromareaktion, Angiogenese und Ab- und Umbau extrazellularer Matrix werden nicht nur
durch die Tumorzellen selbst, sondern auch durch infiltrierende Entzindungszellen
gesteuert. Tumorinfiltrierende Lymphozyten bilden mit ortstandigen Zellen das Mikromilieu
eines soliden Tumors [96]. Eine zellulare Immunantwort gegen solide Tumore erfordert die
Infiltration dieser spezifischen Lymphozyten ins Tumormikromilieu und die zytotoxische
Attacke durch direkte Zell-Zell-Konjugation [97]. Die molekularen Mechanismen eines
antigenspezifischen Tumorkillings sind bereits gut erforscht. So setzen zytotoxische T-Zellen
mittels Exozytose das Protein Perforin und die Serumprotease Granzyme B in den Spalt
zwischen Tumorzelle und Immuneffektorzelle frei. Perforin baut daraufhin Poren in die
Tumorzellwand ein, Ganzyme B dringt dadurch bis zum Nukleus der Tumorzelle vor und
setzt durch Proteolyse schwere, fur die Tumorzelle tdédliche Schaden [98]. Die zellularen
Mechanismen, welche eine direkte Tétung einer Tumorzelle ausldsen, sind wenig bekannt
und Target zahlreicher laufender Studien. So stellen Knutson und Mitarbeiter dar, dass Anti-
Tumor-Therapien, welche auf Immunzellen basieren, sich auf die Auslésung einer
zytotoxischen T-Zell-Antwort fokusieren, da diese zytotoxischen T-Zellen die Tumorzelle
direkt toten kénnen. Andererseits werden die Effekte einer Th1-Zelle fur die Anti-Tumor-
Forschung immer interessanter, da diese Zytokine sezernieren, welche sogenannte death
receptors auf der Tumorzelloberflache aktivieren und so die Apoptose der Tumorzelle
einleiten [99]. In verschiedenen Experimenten konnten nach Aufbereitung von Gewebe
unterschiedlicher Tumorentitdten Lymphozyten isoliert werden, die als Tumorinfiltrierende
Lymphozyten (TIL) bezeichnet wurden [69]. Diese TIL stellen einen elementaren Baustein in
der zellvermittelten Bekampfung koérpereigenen Tumorgewebes durch das Immunsystem
dar. Sie besitzen verschiedene Mechanismen, mit welchen sie Tumorzellen angreifen und
zerstdéren kdénnen. Wie oben beschrieben, wirken TIL direkt zytolytisch auf Tumorgewebe
durch Sezernierung von Perforinen. Winter und Mitarbeiter konnten im Mausmodell

aullerdem demonstrieren, dass T-Zellen und Tumorzellen Chemokine produzieren, welche
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Makrophagen aktivieren und damit auch indirekt eine Rolle bei der T-Zell vermittelten
Tumorregression spielen [100]. In Experimenten zur Erforschung immuntherapeutischer
Vorgange in Melanomgewebe zeigten sie weiterhin, dass nach adoptivem Transfer
tumorspezifischer T-Zellen Makrophagen in die Region der etablierten pulmonalen
Metastasen wandern [101]. Diese Beobachtung stimmte mit weiteren Studienergebnissen
uberein, in denen eine groRe Anzahl von T-Lymphozyten und Makrophagen im Bereich von
Tumoren zu finden war [102, 103]. Dudley und Mitarbeitern gelang ein entscheidender
Schritt bei der Immuntherapie menschlicher Melanome; sie isolierten und kultivierten T-
Zellen aus TIL-Verbanden und expandierten diese in vitro, bevor sie die tumorreaktiven T-
Zellen wieder in Patienten transferierten. In 2 von 13 Fallen wurde eine komplette
Tumorregression erreicht [90]. Die gleiche Arbeitsgruppe demonstrierte in einem ahnlichen
Versuchsansatz, dass ein Transfer autologer tumorspezifischer T-Zellen nach einer
lymphozytenzerstérenden Chemotherapie eine Regression von metastasiertem Melanom
bewirken kann [104].

Der adoptive Transfer von sensibilisierten T-Lymphozyten ist eine effektive Methode, um
eine  Regression von Tumoren zu vermitteln [105, 106]. T-Zellen aus
Lymphknotenmetastasen wurden in einem murinen Modell fir Melanom auf ihre Fahigkeit
zur adoptiven Immuntherapie untersucht. Meijer und Mitarbeiter impften Mause mit
autologen und HLA-B7 genmodifizierten Melanomzellen bzw. Nierenzellkarzinomzellen.
Nach Metastasenbildung in den Lymphknoten wurden LN-T-Zellen isoliert, mit anti-CD3 und
IL-2 expandiert und reinfundiert. Eine objektive Tumorregression konnte nicht beobachtet
werden, gleichwohl zeigte sich eine tumorspezifische Zytokinexpression ohne toxische
Reaktionen gegen das gesunde Gewebe [107].

Aber welche Mechanismen bewirken eine erfolgreiche Aktivierung eines T-Lymphozyten
gegen das Tumorgewebe? Aus welchen Griinden erreichen T-Zellen gegenlber bestimmten
Tumorzellen eine Tumorregression, wahrend hingegen sie in anderen Tumorgeweben
scheitern? Zwei elementare Faktoren fur eine effektive Tumorbekampfung stellen die Anzahl
und die Persistenz der tumorreaktiven T-Lymphozyten dar. Piersma und Mitarbeiter
bewiesen, dass eine hohe Anzahl von intraepithelialen TIL in Cervixkarzinom im Frihstadium
der Tumorerkrankung eine Lymphknotenmetastasierung verhindern kann [108]. Santin und
Shu erklarten Ubereinstimmend, dass eine hohe Konzentration von Antigen-erfahrenen T-
Zellen in dem Tumorgewebe eine wichtige lokale Barriere gegen die Tumorausbreitung
darstellt [109], und dass die Persistenz multipler T-Zellen essentiell fir eine Tumorregression
zu sein scheint [110]. Mapara und Mitarbeiter stellten zur Diskussion, dass die schlechte
Uberlebensrate von Magenkarzinompatienten in Zusammenhang mit der ungeniigenden
Anzahl magenkarzinomspezifischer T-Zellen steht [111]. TIL, welche in der adoptiven

Immuntherapie transferiert wurden, proliferierten extensiv in den ersten Tagen nach
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Transfer, gingen kurz danach aber zu Grunde, ohne einen therapeutischen Effekt erzielt zu
haben. Der Grund schien in einer Induktion der Telomerase und der darauf folgenden
rapiden Kirzung der Telomerenlange pro Zellteilung zu liegen [112].

Daraus ist zu folgern, dass der Differenzierungsgrad und der Replikationsverlauf der
individuellen TIL-Klontypen mit entscheidend sind fir eine effektive Prdsenz im Zielgewebe
[113]. Die Arbeitsgruppe um Zhou detektierte T-Zellklone, welche Uber einem Monat nach
Transfer im Melanomgewebe persistierten und eine komplette Tumorregression bewirkten
[114]. Huang und Mitarbeiter konnten sogar einen Klontyp tber 15 Monate nach Transfer im
peripheren Blut isolieren. Interessant dabei war auch eine hohe Expression von
kostimulatorischen Markern CD28 und CD27 durch diese T-Zellen, da diese Molekiile zum
Einen wichtig sind zur Steigerung des Aktivitdtsgrades von T-Zellen durch Stimulation der
Interleukinausschuttung (CD28) und zum Anderen eine Rolle spielen in der Anpassung von
T-Zellklonen an das jeweilige Pathogen durch Hypermutation (CD27) [113]. In dieser
Dissertationsarbeit stellte sich die Frage, ob die zu untersuchenden T-Zellen tumorspezifisch
sind, oder ob sie ohne ein spezielles Priming im Gewebe existieren. Dazu konnten 49 TIL
von 15 Magenkarzinompatienten gewonnen werden (siehe Tabelle 22). Wenngleich die
Lésung dieser TIL aus dem Tumorgewebe und die Kultivierung in den meisten Fallen gut
funktioniert haben, so zeigte sich doch im Verlauf dieser Arbeit, dass die T-Zell-Cloids in
ihrem Wachstum stark variierten. Die TIL-Zellklone wurden durch die Zellkultur nach
Isolierung aus dem Gewebeverband gewissermalien vorselektiert, so dass nur T-Zell-Cloids
mit einem hdéheren Aktivitatsgrad weiter eingesetzt wurden. Einige Cloids wuchsen sehr
schnell, bildeten einen bereits makroskopisch sichtbaren gro3en Zellverband und konnten
gut passagiert werden, andere T-Zell-Cloids gingen nach wenigen Passagen zugrunde und
waren damit einem Cytokine Release Assay nicht mehr verflgbar.

Doch eine Prasenz spezifischer T-Zellen in gentigender Anzahl reicht alleine nicht aus, um
eine effiziente immunologische Kontrolle von Tumoren zu erreichen. Einige Studien wiesen
zum Beispiel nach, dass transferierte T-Zellen, welche eine hohe Aktivitat gegen den Tumor
besitzen, im unvorbehandelten Organismus keine Persistenz zeigen [115]. Eine Reihe von
Tumoren sind zwar potentiell immunogen, zeigen aber keine Stimulation einer effektiven
Anti-Tumor-Immunantwort in vivo. Entartete Zellen koénnen in der Lage sein,
antigenspezifische Signale an T-Zellen zu senden, ohne dadurch die volle Aktivierung der T-
Zellen zu induzieren [116].

Bei der Charakterisierung und Erforschung des Verhaltens tumorspezifischer T-Lymphozyten
in Primartumorgewebe und in Lymphknotenmetastasen ist zu bedenken, dass es sich hierbei
nicht um einzelne monoklonale T-Zellpopulationen handelt, sondern vielmehr um eine nur
schwer auseinander zu haltende Anzahl unterschiedlicher T-Zell-Subtypen mit

unterschiedlichen Eigenschaften und Zielfunktionen. So zeigten Santin und Mitarbeiter zum
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Beispiel, dass TIL mehr CD8'T-Zellen besitzen, welche ein Typ-I-Zytokin- und HLA-DR-
Oberflachen-Muster exprimieren als Lymphozyten aus Tumor drainierenden Lymphknoten
(LN-T Zellen) oder aus der Blutzirkulation (PBL) [109]. CD4" Zellen dominierten in PBL und
regionalen Lymphknotenmetastasen. Am Beispiel des Nierenzellkarzinoms zeigten Angevin
und Mitarbeiter, dass TIL Typ-I-Zytokine produzieren, aber auch unter dem Einfluss von
Zytokinen wie IL-10 und IL-6 im Tumorversorgungssystem stehen, welche die Immunantwort
herunterregulieren kénnen [117]. In dieser Dissertation wurden ebenfalls die TIL und LN-T
Zellen auf ihre CD8" oder CD4" Expression untersucht. Hier konnte die von Santin
dargestellte Polarisation nicht gezeigt werden. Die prozentuale Verteilung der CD8" TIL und
der CD4" TIL war mit 25 CD8" TIL gegen 26 CD4" TIL gleich. Die LN-T Zellen waren zwar
mehrheitlich CD8" positiv, allerdings waren insgesamt weniger LN-T-Zellen gewonnen
worden, so dass keine Aussage zum Verhaltnis von CD8" / CD4" TIL versus LN-T-Zellen
getroffen werden kann. Wurden von einem GC-Patienten sowohl TIL als auch LN-T-Zellen
isoliert, so ergab sich kein einheitliches Bild Uber die Verteilung von CD8" / CD4" auf den
Zellen; TIL und LN-T-Zellen waren entweder alle CD8" positiv oder CD4" positiv, oder aber in
Variation einmal CD8" und dann CD4" positiv (siehe Tabelle 22).
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4.2 Der Immunmechanismus tumorreaktiver

T-Lymphozyten im Magenkarzinom

T-Lymphozyten, welche eine Typ-I-lmmunantwort induzieren, spielen eine entscheidende
Rolle bei der TumorabstoRung. Diese Hypothese wird durch klinische Studien unterstitzt,
welche eine deutlich hdéhere Ansprechrate in Tumorpatienten fanden, welche mit TIL
behandelt wurden und eine gp100 spezifische IFN-y Sekretion zeigten [118]. Weitere
Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass die Effektivitat eines adoptiven T-Zell-Transfers
mit tumorspezifischer Freisetzung von IFN-y assoziiert ist [89, 101, 119, 120], eine
tumorspezifische Freisetzung von Typ-ll-Zytokinen wie IL-5 jedoch mit einer
Tumorprogression korreliert.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, gibt es einen positiven Zusammenhang zwischen
therapeutisch wirksamen tumorspezifischen T-Zellen und einem Typ-lI-Phanotyp. Dieser
Phanotyp besteht aus CD8" bzw. CD4" T-Zellen, welche MHC-Klasse-I oder MHC-Klasse-I|
restringiert nach Antigenerkennung zu zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen oder T-
Suppressorzellen differenzieren.

Naive CD8" T-Zellen werden in Untergruppen unterteilt: Tc1-Zellen sezernieren IL-2 und IFN-
y; Tc2-Zellen produzieren wie T-Helferzellen IL-4, IL-5 und IL-10 [121]. Nach
Antigenaufnahme flihrt die Produktion von Typ-I-Zytokinen wie IL-2, IFN-y und TNF-$ zu
einer zellularen Immunitat, wahrend Typ-llI-Zytokine (IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-13)
assoziiert sind mit der Antikérperproduktion [119].

CD8" T-Zellen sind eine der wichtigsten Komponenten in der zelluldren Immunitat. Neben
der, in dieser Dissertation fokussierten Aufgabe der Eliminierung von Tumorzellen, spielen
sie eine Schlusselrolle in der Lyse von Zellen, welche mit Viren, Protozoen, Bakterien und
Pilzen  infiziert ~wurden [122]. Sie vermitteln  Transplantatabstoung und
Gewebedestruktionen, welche bei den Autoimmunkrankheiten EAE, multiple Sklerose,
Psoriasis vulgaris, insulinabhangigem Diabetes mellitus sowie bei rheumatoider Arthritis

gesehen werden [123].

In zahlreichen Studien wurde eine Uberlegenheit der CD8" T-Zellen gegeniiber den CD4"
Lymphozyten in der Tumorbekdmpfung bewiesen. So zeigten Cervixkarzinom-Patientinnen
mit negativem Lymphknotenbefall und guten prognostischen Parametern eine signifikant
héhere Anzahl an CD8" TIL, eine hohere CD8'/CD4" T-Zell-Ratio und hohere
CD8"/regulatorische T-Zellen-Ratio in Gewebe und peripheren Blut [108]. Der adoptive
Transfer tumorreaktiver T-Zellen nach medikamentds induzierter Lymphodepletion in
Patienten mit metastasierendem Melanom flihrte in vivo zu einer klonalen Expansion von T-

Zellen, die sowohl eine tumorspezifische Zytotoxizitat als auch antigen-spezifische Typ I-
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Zytokinsekretion aufwiesen [90]. Eine schwache Antitumor Aktivitat zeigt sich hingegen bei
T-Zellen mit einem tumorspezifischen Zytokinmuster des Typs Il (IL-4, IL-10) [119]. Hu und
Mitarbeiter demonstrierten, dass CD8 und nicht CD4 Zellen eine Tumorregression vermitteln
[124]. Dartber hinaus wurden in Patienten mit progressiv-wachsendem Tumor eine
tumorspezifische Typ-II-Zytokinantwort gefunden [107]. Patienten mit malignem Melanom
oder Nierenzellkarzinom wiesen einen Tumorprogress bei gleichzeitiger Typ-Il polarisierter
Zytokinexpression auf [125].

Die in dieser Dissertationsarbeit durchgefiihrten Cytokine Release Assays zeigten ein sehr
unterschiedliches Ergebnis an Typ-l/Typ-Il polarisierter Zytokinproduktion. Einige T-Zellen
zeigten eine eindeutige Typ-I-Polarisierung, andere T-Zellen wiederum keine
tumorspezifische Immunantwort, ein Grofiteil der gemessenen Zytokinproduktion ergab eine
gemischte Typ-l/Typ-ll-immunantwort. Zu der Gruppe der nicht-tumorspezifisch gewerteten
T-Zellen gehoérten auch die LN-T-Zellen des Patienten GC1. Obwohl die Hohe der
Zytokinmessungen ein eindeutig negatives Ergebnis zeigte, kann streng genommen dieser
CRA-Versuch nicht in Vergleich zu den ibrigen CRAs gesetzt werden. Die in diesem Assay
eingesetzten T-Zell-Cloids wurden nicht auf ihnre CD4/CD8 Oberflachenmarker getestet. Falls
die CD4" positiven T-Zellen im CRA dominiert haben, konnte keine Interaktion mit dem MHC-
| positiven Tumor (FACS Daten nicht gezeigt) stattfinden und so keine tumorspezifische
Immunantwort ausgebildet werden.

Ein wichtiger, aber in der Gesamtinterpretation der CRAs letztlich doch untergeordneter
Aspekt ist die eindeutige Typ-ll-Polarisierung des T-Zell-Cloids GC9 TIL 3, da diese
Immunantwort von dem einzigen H. pylori negativen Patienten stammt. Dieses Ergebnis
konnte zwar einen Hinweis darauf geben, dass eine H. pylori-Negativitat tatsachlich eine
Typ-ll-Polarisierung der Immunantwort zur Folge haben kann, zur Untermauerung dieser
These waren allerdings mehr Experimente mit Gewebe weiterer H. pylori negativen
Patienten nétig gewesen. Diese konnten bedauernswerter Weise nicht durchgefuhrt werden,

da keine weitere Kultivierung von Magenkarzinomzellen H. pylori negativer Patienten gelang.

Nach Bildung einer Ratio von IFN-y/ IL-5 zeigten einige T-Zellen, welche bei alleiniger
Auswertung der Zytokinmenge noch als gemischt Typ-l / Typ-ll-immunzellen galten,
nunmehr eine Typ-I-Polarisierung. Dies macht deutlich, dass es sich bei dem
tumorspezifischen Zytokinmilieu nicht um einen streng definierten Zustand im Sinne eines
reinen Typ-l - oder reinen Typ-ll-immunmilieus handelt, sondern dass die Ubergange
zwischen diesen beiden Polarisierungen flieRend sind. Es geht nicht um einen festen
Zustand eines Immunmilieus, sondern vielmehr um einen aktiven dynamischen Vorgang, in
dem auch durchaus ein ,switchen“ zwischen Typ-| und Typ-lI-Polarisierung denkbar ist. Hier

kommt dann die Bedeutung einer ,stimulierenden Reaktion wie die Infektion mit H. pylori zu
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tragen. Die Reaktion auf die Invasion des Bakteriums in die Magenmukosa kann den
entscheidenden Schwerpunkt auf die Ausbildung eines Typ-I-lmmunmilieus, und damit die

Ausbildung eines therapeutisch wirksameren tumorspezifischen Immunmilieus setzen.
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4.3 Die Rolle von Interferon-y bei einer

tumorspezifischen Immunantwort

Eine Vielzahl von Wirkungen des IFN- y auf verschiedene Zellen des Immunsystems und vor
allem auf tumorspezifische T-Zellen und ihre Interaktion mit der Tumorzelle wurden
beschrieben. In virusinfizierten Zellen wird die virale Replikation durch IFN-y gehemmt [126].
Eine Wirkung von IFN-y auf Monozyten zeigt sich in der Differenzierung zu Makrophagen
und der Reifung von Antigenprasentierenden Zellen [127]. Auch die Aktivitat von naturlichen
Killerzellen wird durch das Zytokin gesteigert.

IFN-y koordiniert diverse zellulare Programme zur Transkription immunologisch relevanter
Gene. Eine grolte Anzahl von Genen wird durch IFN-y hochreguliert, darunter das von ICAM-
| (ein vaskulares Zelladhasionsmolekil) [128], MIP-1a, MIP-1B [129] oder Monozyten
chemoattractant [130]. IFN-y foérdert die Expression von Zellrezeptoren flr
Tumornekrosefaktoren  [131].  Auerdem reguliert es die Expression des
Oberflachenrezeptors Fas hoch und erhdht die Fas-vermittelte Apoptose in Magenkarzinom-,
Lungenkarzinom- und Larynxkarzinomzelllinien [132].

IFN-y wird von Th1 Lymphozyten, CD8" zytotoxischen Lymphozyten und natirlichen
Killerzellen, sowie B-Zellen, und antigenprasentierenden Zellen sezerniert [133]. Die IFN-y
Produktion durch antigenprasentierende Zellen (Monozyten, Makrophagen, dendritische
Zellen) ist wichtig fur die Selbststimulation und die Aktivierung von benachbarten
dendritischen Zellen. In der Frihphase einer Infektionsbekdmpfung wird IFN-y von NK-Zellen
und Antigenprasentierenden Zellen sezerniert [134], wohingegen T-Lymphozyten die
Hauptquelle von IFN-y in der adaptiven Immunantwort sind [135, 136].

IFN-y beeinflusst auRerdem die Differenzierung von naiven CD4" T-Zellen in Richtung eines
Th1 Phanotyps [137]. Es hemmt das Wachstum von Th2 Populationen, seine eigene
Produktion wird widerum durch IL-4 inhibiert. Diese reziproke Hemmung verstarkt die
Polarisierung von Typ-I -und Typ-ll-limmunantworten [55, 138, 139, 140, 141]. Nakamura und
Mitarbeiter dokumentierten, dass eine Typ-I-Zytokin-Ausschittung mit IFN-y und GM-CSF
eine Antigen-Wiedererkennung in vivo fordert, wahrend hingegen Typ-II-Zytokine wie IL-10
die Interaktion und die funktionelle Aktivitdit von Subpopulationen von T-Effektorzellen
supprimiert [56, 142].

Die Interaktion von IFN-y mit anderen Zytokinen wie IFN-a, IFN-B, TNF-a [134], sowie mit
den Interleukinen IL-12 und IL-18 [143, 144, 145] stellt weitere Regulationsmechanismen fur
eine ausgewogene Reaktion der im Immunsystem beteiligten Zellen dar. Eine IFN-y
induzierte, spezifische zytotoxische Immunitat gegen neoplastische Zellen wird durch direkte

und indirekte Mechanismen gefordert [146]. Fallarino und Mitarbeiter zahlen zu den ersten
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Wissenschaftlern, welche zeigen konnten, dass IFN-y direkt das Tumorwachstum hemmen
kann [147].

In einer Studie von Dighe spielte endogen produziertes IFN-y eine wichtige Rolle in der
Vermittlung einer, durch Lipopolysaccharide induzierten Reduktion von Fibrosarkomen in
Mausen. Fibrosarkom-Zellen, welche keinen IFN-y Rezeptor besalien, zeigten eine erhohte
Tumorigenitat im Vergleich zu den Kontrollzellen [148]. Auch Hung und Mitarbeiter bewiesen,
dass Effektor-T-Zellen tumorspezifisch IFN-y sezernieren, und dass IFN-y einen
entscheidenden Faktor fur eine T-Zell vermittelte Tumorregression darstellt [149]. Shankaran
und Mitarbeiter demonstrierten an Hand des karzinogen-induzierten Sarkoms und des
spontanen epithelialen Karzinoms in ihrer Studie, dass Lymphozyten und IFN-y zusammen
einer Ausbreitung des Primartumors vorbeugen und Tumorzellen mit reduzierter
Immunogenitat ausselektieren [150]. Durch indirekte Mechanismen, wie die Induktion der
Angiogenese-Inhibitoren IP10 und Mig hemmt IFN-y das Wachstum maligner Zellen, da
durch mangelnde Vaskularisierung die Versorgung des Tumors unterbunden wird; des
weiteren wirken IP10 und Mig chemotaktisch auf CD8" T-Zellen.

IFN-y induziert die Antigenverarbeitung und verstarkt die Antigenprasentation sowie die
Expression von MHC-I und MHC-II-Molekilen bei Tumorzellen und antigenprasentierenden
Zellen [151, 152, 153]. Die Anzahl der Epitope, welche von CD8" T-Zellen in Kombination mit
MHC-I erkannt werden, werden erhdht [154]. Weiterhin induziert IFN-y in den Zielzellen den
Eintritt in die G1-Phase des Zellzyklus und 16st Apoptose in den Tumorzellen aus [155].

Nach Interaktion mit der Zielzelle werden viele Effektorzellen apoptotisch, erleiden den
sogenannten ,Aktivierungs-Induzierten-Zelltod“ [151]. Ein Teil der Effektorzellen entwickelt
sich jedoch zu Gedachtniszellen, aus denen bei erneuter Antigenkonfrontation innerhalb
weniger Stunden aktivierte Effektorzellen rekrutiert werden kdnnen [156]. In Kombination mit
den Chemotherapeutika Carboplatin und Pacitaxel, kann IFN-y signifikant das Uberleben bei
Ovarialkarzinom im Stadium FIGO llI/IV férdern [157, 158].

In dieser Dissertation zeigten die meisten Magenkarzinompatienten eine positive Anamnese
fur H. pylori. Folgt man der Theorie, dass eine H. pylori Infektion eine Typ-I-Immunantwort
stimuliert, ware zu erwarten gewesen, dass in den CRAs haufiger eine alleinige IFN-y-
Produktion dominiert. Beobachtet wurden allerdings mehr gemischte Typ-I-/Typ-II-
Immunantworten durch eine gleichzeitige Produktion von IFN-y und IL-5 durch die T-Zell-
Cloids bzw. ein Uberwiegen von IFN-y erst nach Bildung der Ratio von IFN-y zu IL-5. Daher
ware fur zuklnftige Arbeiten neben dem Nachweis einer absoluten Menge an IFN-
v auch interessant, wie hoch der Anteil IFN-y produzierender tumorspezifischer T-Zellen in
den T-Zell-Cloids ist und wieviele der T-Zellen Uberhaupt IFN-y produzieren. Eine

Moglichkeit, den Anteil der IFN-y bildenden T-Zellen aus den T-Zell-Cloids feiner zu
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selektionieren, ware ein intrazelluldarer Nachweis von IFN-y in den T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie.

Eine Methode zum Nachweis einzelner IFN-y produzierender T-Zellen ware der sogenannte
Elispot Assay (Enzym-linked immunospot Assay), in welchem die Anzahl von aktivierten T-

Zellen anhand ihrer Zytokinausschuttung (in diesem Fall IFN-y) als ,Spots® sichtbar wirde.
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4.4 Helicobacter pylori und dendritische Zellen

Verschiedene experimentelle Studien zeigen eine Aktivierung dendritischer Zellen nach
Kontakt mit einem H. pylori assoziierten Antigen. So demonstrierten Rathinavelu und
Mitarbeiter, dass das H. pylori AuRenmembranprotein 18 in dendritischen Zellen eine hohere
Expression des kostimulatorischen Molekils B7 (CD80 und CD8) bewirkte. Die dendritischen
Zellen sezernierten IL-12 und initierten durch die Produktion von IFN-y eine Th-1
Immunantwort [159]. Die Inkubation dendritischer Zellen mit H. pylori Urease A und B ergab
in der Studie von Volant und Mitarbeitern eine gesteigerte IL-12 Produktion. Eine noch
héhere IL-12 Sekretion zeigte sich nach Inkubation mit dem ganzen Bakterium, die héchste
Sekretionsrate ergab sich nach Inkubation der dendritischen Zellen mit Fragmenten der
AulRenmembran von H. pylori [160]. Eine FACS Analyse von Reifungsmarkern fir
dendritische Zellen wie CD80, CD83, CD86, und HLA-DR zeigte in der Arbeit von Kranzer
und Mitarbeitern eine Hochregulierung nach Stimulation mit H. pylori bzw. H. pylori
Lipopolysaccharid [161].

Die in dieser Dissertation durchgefihrte CD209/CD83 Doppelfarbung von dendritischen
Zellen im Magenkarzinomgewebe wies einen hoheren Anteil aktivierter dendritischer Zellen
bei H. pylori positiven Patienten auf als in H. pylori negativem Gewebe. Analog zum Modell
der Stimulierung Typ-| spezifischer T-Zellen im Magengewebe nach H. pylori Infektion kann
die These gestellt werden, dass H. pylori einen inflammatorischen Prozess im Magengewebe
auslost, durch den antigenprasentierende dendritische Zellen spezifisch aktiviert werden,
und dass unter dem Einfluss einer stattgefundenen H. pylori Infektion neben T-Lymphozyten
auch fir dendritische Zellen ein gunstigeres Milieu zur spezifischen Bekampfung von
Tumorzellen entstehen kann. Dies kénnte sich positiv auf die Abwehr des Immunsystems
gegen den Tumor auswirken: aktivierte dendritische Zellen kénnten nach Aufnahme des
Tumorantigens sowohl direkt die Bildung von naiven CD8" zytotoxischen T-Zellen fordern,
als auch durch Stimulierung einer IFN-y Produktion ebenfalls eine Typ-I-lmmunantwort von

T-Zellen induzieren bzw. zur Aufrechterhaltung eines Typ-I-lImmunmilieus beitragen.
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4.5 Tumorescape-Mechanismen

Insbesondere in Kombination mit adjuvanten Chemotherapeutika wurden mittlerweile
verschiedenste Immuntherapien neoplastischer Erkrankungen entwickelt, welche spezifische
zellulare Immunantworten gegen Tumorantigene in Patienten induzieren. Dennoch korreliert
eine in situ Prasenz dieser Antigen-spezifischen T-Zellen nur selten mit dem klinischen
Verlauf. Der Grund dafir liegt in der Tatsache, dass das Mikromilieu des Tumors
immunologisch nicht inert ist, sondern sich wesentlich an der Modulation von zellularen
Immunantworten beteiligt. Dabei wurden sowohl direkte als auch indirekte Mechanismen der
Immunmodulation identifiziert.

Die Induktion einer sogenannten immunologischen Toleranz ist ein wesentlicher und
effektiver Mechanismus, mit dem Tumore sich vor einem immunologischen Angriff schiitzen.
Durch Mutationen, Verlust Tumor-assoziierter Antigene oder von MHC-Komplexen kénnen
sich Tumorzellen der Kontrolle durch Effektorzellen entziehen [162]. Eine inadaquate
Funktion tumorantigenprasentierender dendritischer Zellen kann eine Aktivierung
tumorspezifischer Immunzellen verhindern [163].

Weitere ,Schwachstellen” des Immunsystems in der Tumorbekdmpfung liegen in einer
moglichen Anergie des Immunsystems aufgrund eines Mangels an Kostimulation, einer
Ignoranz vorhandener Tumorantigene aufgrund der Abschirmung des Tumorgewebes, sowie
Immundeviation. Die Immundeviation beschreibt die Umwandlung einer fir den Organismus
destruktiven in eine nicht-destruktive Immunantwort durch Umwandlung der Polarisierung
antigenspezifischer T-Zellen. In tierexperimentellen Untersuchungen zeigten Winter und
Mitarbeiter, dass Immundeviation bei einer Vielzahl von Tumoren nachzuweisen ist. Stark
immunogene Tumore induzieren eine therapeutisch wirksame Typ-I-lmmunantwort,
wohingegen gering immunogene Tumore eine therapeutisch unwirksame Typ-II-
Immunantwort induzieren [75].

Auch fur das Magenkarzinom wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, durch
welche eine entartete Zelle ihrer Erkennung durch das Immunsystem entkommen kann und
daher nicht eliminiert wird. Hirata und Mitarbeiter stellten in ihren Untersuchungen fest, dass
durch Genmutation in Mikrosatelliten von Magenkarzinommetastasen und durch
Methylierung die Oberflachenexpression des HLA-Klasse | Antigens stark herabgesetzt
wurde. Ebenso wurden Bestandteile der Antigen-Prozessierungs Einheit (antigen processing
machinery APM) durch Mutationen in kodierenden Mikroatellitensequenzen inaktiviert [164].
In Untersuchungen mit Magenkarzinomzellen, welche aus Peritonealflissigkeit isoliert
wurden, stellten Fukumoto und Mitarbeiter die Vermutung auf, dass diese Zellen durch
Herunterregulierung der IL-2-Genexpression in perifokalen Immunzellen der Entdeckung

leichter entgehen koénnen [165]. Trotz deutlicher Hinweise fir die Induktion einer
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tumorspezifischen zelluldren Immunantwort durch den Nachweis Magenkarzinom-
spezifischer T-Zellen [166], tumorspezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten [167, 168] und
einer positiven Korrelation zwischen der Anzahl tumorinfiltrierender dendritischer Zellen und
der Prognose des Patienten [169], fanden sich in einer Vielzahl von Studien auch bei
Patienten mit Magenkarzinom Zeichen einer Immunsuppression. Untersuchungen im
peripheren Blut von Patienten mit Magenkarzinom ergaben eine auffallend niedrige Anzahl
reifer und unreifer dendritischer Zellen, CD3" und CD4" T-Zellen sowie NK-Zellen [170]. Falk
und Mitarbeiter haben nachgewiesen, dass in der Milz von Magenkarzinompatienten die
Anzahl von CD4" Lymphozyten sowie die proliferative Aktivitat von B-Zellen reduziert ist [94].
Morisaki und Mitarbeiter fanden im Tumorgewebe von Patienten mit einem Magenkarzinom
eine im Vergleich zu normalem Gewebe deutlich gesteigerte Expression und Freisetzung der
immunsupprimierenden Typ-lI-Zytokine IL-10 und TGF-p [171]. Weitere Hinweise flr eine
beim Magenkarzinom bestehende Immundeviation mukosaler Typ-I polarisierter T-Zellen zu
Typ-ll polarisierten T-Zellen zeigten Zhang und Mitarbeiter, welche die Polarisierung

gastraler T-Zellen bei Magenkarzinompatienten untersuchten [172].

Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass die Bekdmpfung eines Malignoms durch die
Zellen des Immunsystems ohne eine vorherrschende ,Richtungsgebung® oftmals nur zeitlich
begrenzt und letztendlich unzureichend vonstatten geht. Gleichzeitig ist hieraus auch zu
folgern, dass die effektivste Chance zur erfolgreichen Tumortherapie darin besteht, dass die
Immunzellen von vornherein in die richtige Immun-Richtung polarisiert werden und bei
Tumorentstehung spezifisch gegen das entartete Gewebe aktiv werden. An diesem Punkt
greift das Konzept der therapeutischen Vakzinierung von Malignompatienten zur

Tumorbehandlung an.
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4.6 Tumorvakzine

4.6.1 Effekte von Tumorvakzinen

Maligne Erkrankungen durch Stimulation des Immunsystems zu kontrollieren ist keine neue
Idee. Erste Ansatze wurden bereits zur Bekampfung des Blasenkarzinoms entwickelt, indem
Instillationen des Calmette-Guérin Bacillus bei Blasen-Karzinomen zur Stimulation der
Tumor-spezifischen Abwehr eingesetzt wurden [173]. Vakzin-Therapien zur Behandlung
maligner Erkrankungen erscheinen aus unterschiedlichen Grinden sinnvoll. Es handelt sich
dabei um Verfahren mit geringer systemischer Toxizitat, die sowohl gegen Tumor im
Primargewebe, als auch gegen Metastasen eine tumorspezifische Reaktion induzieren
sollen. Dariliber hinaus soll eine dauerhafte Gedachtnis-Immunitat etabliert werden, die
Rezidive verhindert [125]. Bestrahlte Tumorzellen oder Tumorzell-Lysate, vor allem aber
auch einfacher zu synthetisierende Peptide in Kombination mit verschiedenen Adjuvantien
werden zur Vakzinierung von Tumorpatienten eingesetzt [107]. In der Behandlung des
malignen Melanoms werden DNA-Vakzine aus isolierter DNA entwickelt [119].

Weiterhin werden dendritische Zellen, welche mit Tumorzell-Lysaten oder Peptiden beladen
werden, zur Vakzinierung eingesetzt [125]. Auch der Einsatz fusionierter Zellen aus
dendritischen Zellen und Tumorzellen werden gegenwartig erforscht [174, 175]. In ersten
klinischen Studien bei Patienten mit metastasiertem Melanom gelang es, tumorreaktive CD8"
Lymphozyten durch die Impfung dieser dendritischen Zellen zu induzieren [176]. Auch
Perez-Diez und Mitarbeiter zeigten auf, dass Tumorantigen spezifische Vakzine zur Krebs-
Immuntherapie spezifische CD8" Antworten in PBMC und in TIL erzeugen kénnen [177].

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Infektion mit H. pylori eine
erhdhte gastrische Typ-I-Zytokin-Sekretion zur Folge hat [178]. Diese Typ-I-Reaktion kénnte
auch durch eine Impfung von H. pylori-Bestandteilen provoziert werden und, neben einem
entziindlich reaktiven, auch zu einem tumor-zytotoxischen Immunmilieu flhren.
Verschiedene Ansatze zur Gewinnung von Bestandteilen aus H. pylori zur Verarbeitung zu

Impfstoffen sind bereits erfolgt.
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4.6.2 Vakzine aus Bestandteilen von Helicobacter pylori

Eine immunisierende Potenz konnte bei einer Vielzahl von H. pylori Antigenen wie etwa
Enzymen (Urease B, Katalase), das VacA Zytotoxin, das heat-shock Protein,
Aulenmembranvesikel oder Lipoproteine gefunden werden [179, 180]. Sun und Mitarbeitern
gelang erfolgreich die Herstellung eines rekombinanten Impfstoffes aus der Kombination des
Bakteriums Salmonella typhimurium mit dem Gen des H. pylori Neutrophilen Aktivierungs
Proteins (neutrophil activating protein HP-NAP) [181]. Um die Rolle der Lipopolysaccharide
aus H. pylori bei der Bildung einer Immunantwort zu untersuchen, impften Taylor und
Mitarbeiter Mause mit diesem Vakzin und untersuchten die darauffolgende Immunreaktion.
Die immunisierten Mause bildeten eine spezifische Th-I-Immunantwort, die sich in der
Bildung von IFN-y, IL-2 und IgG2a im Serum zeigte [182].

Auch Yang und Mitarbeitern gelang die Synthese eines oralen Impfstoffes aus der
Einfuhrung einer Gensequenz von Urease B aus H. pylori in die bakterielle DNA des
Bakteriums Salmonella typhimurium. Nach oraler Applikation des Vakzins, zeigte sich auch
hier eine deutlich erhéhte Produktion von IFN-y sowie IL-10 [183]. Die Arbeitsgruppe um
Rathinavelu stellte fest, dass das AuRenmembranprotein 18 die Reifung von dendritischen
Zellen induzierte. Diese dendritischen Zellen wiederum stimulierten die Produktion von [L-12
und IFN-y und damit die Typ-I-Polarisierung [159].

Anhand dieser Beispiele kann demonstriert werden, dass die Vakzinierung mit einem H.
pylori-Antigen eine Typ-I-lmmunreaktion und damit eine entscheidende Vorraussetzung zur
spezifischen Anti-Tumor-Reaktion bewirken kann. In dieser Dissertationsarbeit konnte die
Prasenz tumorspezifischer T-Zellen im Magenkarzinomgewebe nachgewiesen werden.
Diese tumorspezifischen T-Zellen zeigten aullerdem eine vermehrt Typ-l gewichtete
Immunantwort bei Patienten mit stattgefundener H. pylori Infektion unter Beriicksichtigung,
dass tumorspezifische T-Zellen von H. pylori negativen Patienten nur in einem einzigen
Experiment zur Verfligung standen.

Die Eigenschaft der Typ-I-Immunreaktion tumorspezifischer T-Zellen kdnnte in einer neuen,
neoadjuvanten Therapie von Magenkarzinompatienten genutzt werden: H. pylori negative
Magenkarzinompatienten, welche einer kurativen Gastrektomie unterzogen werden, kénnten
vor dem operativen Eingriff mit einem H. pylori Vakzin geimpft werden. Die dadurch
induzierte Typ-I-lmmunantwort kdnnte im Verlauf der weiteren Therapie ein effektives
Immunmilieu gegen vorhandene Rest-Tumorzellen bzw. Metastasen bewirken und das

Outcome der Tumorpatienten entscheidend verbessern.
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5. Zusammenfassung

Diese Dissertation beschaftigt sich mit dem Einfluss des Bakteriums Helicobacter pylori auf
das Immunsystem bei Magenkarzinompatienten.

In einer Analyse von Lee und Mitarbeitern wurde gezeigt, dass Magenkarzinompatienten,
welche vor einer Magenresektion positiv auf H. pylori getestet worden waren, eine bessere
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach der Operation hatten, als H. pylori negative Patienten. In
einer prospektiven klinischen Studie von Meimarakis und Mitarbeitern wurde ebenso ein
signifikanter Uberlebensvorteil fir H. pylori positive Magenkarzinompatienten nach
Gastrektomie dargestellt. Sie identifizierten neben den bekannten Prognoseparametern
Invasionstiefe des Tumors und Metastasenbildung in Lymphknoten und (brigem
Kdrpergewebe H. pylori als einen weiteren prognostischen Faktor.

Die sich daraus ergebende Schlussfolgerung, dass eine Infektion des Magengewebes mit H.
pylori ein langeres Uberleben von Magenkarzinompatienten nach Entfernung des Tumors
bedeuten kann, steht in Widerspruch zur allgemein gultigen Lehrmeinung, die eine H. pylori
Infektion als Risikofaktor und als Gruppe-l-Karzinogen zur Entstehung eines
Magenkarzinoms sieht. Zwei Tatsachen koénnten eine mogliche Erklarung fir dieses
Phanomen geben: Eine Invasion der Magenmukosa durch H. pylori gibt lokalen T-
Lymphozyten ein Signal zur Produktion von Zytokinen, welche fir ein Typ-l-Immunmilieu
charakteristisch sind. Des Weiteren gilt ein Typ-| polarisiertes Immunmilieu als essentiell fiir
eine effektive Tumorbekampfung durch tumorspezifische T-Lymphozyten und fir eine
Tumorregression. Es ergibt sich dadurch die Hypothese, dass eine H. pylori Infektion eine
Bildung von Typ-l polarisierten, tumorspezifischen T-Lymphozyten bewirkt, welche eine
verbesserte Immunantwort gegen den Tumor und damit ein verbessertes Uberleben der
Patienten nach Tumorresektion ermdglicht.

Zielsetzung dieser Doktorarbeit war der Nachweis einer Induktion tumorspezifischer T-Zellen
bei Magenkarzinompatienten in Primartumorgewebe und tumor-assoziierten Lymphknoten,
sowie die Darstellung der Auspragung einer tumorspezifischen Immunantwort bei H. pylori
positiven und negativen Magenkarzinompatienten in Richtung Typ-I -oder Typ-II-

Polarisierung.

Aus Gewebe von Magenkarzinompatienten wurden dazu sowohl Tumorzellen, als auch
tumorinfiltrierende T-Lymphozyten und T-Zellen aus Lymphknotengewebe isoliert und in der
Zellkultur vermehrt. Die Tumorzellen wurden in einer immunhistochemischen Analyse als
Karzinomzellen gekennzeichnet, auRerdem wurden sie mittels Durchflusszytometrie durch
das Oberflachenmolekil HLA-ABC zur MHC-Klasse | definiert. Bei den T-Zell-Cloids wurde
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mittels FACS-Analyse der Anteil an CD8 positiven und CD4 positiven T-Lymphozyten
bestimmt.

Cloids mit hohem CD8 Anteil wurden anschlieend in einem Cytokine Release Assay mit
autologen MHC-I tragenden Tumorzellen oder allogenen Magenkarzinomzelllinien inkubiert
und die Zytokinproduktion der T-Zellen nach Kontakt mit dem Tumor in einem ELISA
gemessen. Eine Typ-I-Zytokinpolarisierung war gegeben, wenn IFN-y spezifisch erhéht war;
eine dominierende IL-5-Produktion gab Hinweis auf eine Typ-Il-Polarisierung. Parallel zu
diesen Versuchen wurden Serum- und Histologieproben des Magenkarzinompatienten auf
eine H. pylori Infektion hin untersucht.

32 Patienten wurden in diese Studie eingeschlossen und von sechs Patienten konnten CRAs
mit autologen Tumorzellen und T-Zellen durchgefihrt werden. Als Ergebnis zeigte sich bei
den H. pylori positiven Patienten nach Bildung einer Ratio von IFN-y zu IL-5 eine
mehrheitliche Typ-I-lmmunantwort der T-Lymphozyten nach tumorspezifischer Stimulierung,
gefolgt von einer gemischten Typ-l / Typ-ll-Immunantwort. Die tumorspezifischen T-Zellen
des einzigen H. pylori negativen Patienten polarisierten deutlich in Richtung einer Typ-II-
Immunantwort. Damit konnte zum einen die Prasenz tumorspezifischer T-Zellen in
Magenkarzinomgewebe nachgewiesen werden und zum Anderen deren vermehrt Typ-I
gewichtete Immunantwort nach H. pylori Infektion demonstriert werden.

Als weiteren Ansatz zum Nachweis einer spezifischen Bekampfung des Magentumors durch
Immunzellen in H. pylori positivem Gewebe wurde die Anzahl aktivierter dendritischer Zellen
im Tumorgewebe H. pylori positiver Patienten mit dem Gewebe H. pylori negativer Patienten
verglichen. Die dendritischen Zellen wurden in einer immunhistochemischen Doppelfarbung
markiert und direkt gegeneinander ausgezahlt. Ein deutlich hdherer Anteil aktivierter
dendritischer Zellen in H. pylori positivem Gewebe war zu verzeichnen. Dieses Ergebnis
lieferte einen weiteren Hinweis darauf, dass H. pylori die Aktivitdt von Immunzellen in

Tumorgewebe steigert.

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit liefern einen Beitrag zu aktuellen Untersuchungen neuer
Strategien zur adjuvanten Therapie von Magenkarzinompatienten. In Erweiterung bereits
etablierter bzw. in Entwicklung stehender Verfahren, durch Vakzinierung von Krebspatienten
mit Bestandteilen des Tumors oder mit tumorspezifischen Immunzellen die Immunabwehr
gegen das Malignom zu stimulieren, kénnte auch ein Impfstoff aus Bestandteilen von H.
pylori bzw. dem gesamten Bakterium generiert werden. H. pylori negative
Magenkarzinompatienten wirden vor Gastrektomie mit diesem H. pylori-Vakzin geimpft
werden; die dadurch induzierte Typ-lI-Immunantwort konnte postoperativ ein effektives
Immunmilieu gegen Ubriggebliebene Tumorzellen oder Metastasen aufbauen und dadurch

das Outcome des Patienten entscheidend verbessern.
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Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

7.

AEC

APC

BSA

CA

CA 19-9
CA 50
CAT72-4
CD
CEA
Cloid

CRA

DNA

DC

EDTA

ELISA

FACS
FCS
FITC
FL

FSC

GC

H.p.

H. pylori

Verzeichnis der Abkurzungen und Akronyme

Aminoethylkarbazol

antigen presenting cell / Antigen prasentierende Zelle

Bovines Serum Albumin

Cancer / Krebs

Carbohydrate-Antigen 19-9

Carbohydrate-Antigen 50

Carbohydrate-Antigen 72-4

cluster of differentiation / Differenzierungsfaktor
Carcinoembryonales Antigen

dreidimensionaler Verband aus T-Zellen in einem Nahrmedium

Cytokine Release Assay / Zytokin-Freisetzungs Assay

Desoxyribonukleinsaure

dendritic cell / dendritische Zelle

Ethylendiamintetraazetat

Enzyme-Linked immuno Sorbent Assay

Fluorescent Activated Cell Sorter
fetal calf serum / fotales Kalberserum
Fluorescein Isothiocyanat
Fluoreszenz

Forward Scatter

Gastric Cancer / Magenkarzinom

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori
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Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

HBSS

HLA

Li
LN Tcell

LN-Tu

MEL
mg
MHC
min
mi
mM
mm
Mg

ul

Mm

Na
NK-Zelle

nm

PBC

Hank’s Buffered Salt Solution

Human Leukocyte Antigen / Humane Leukozytenantigene

Internationale Einheit
Interferon
Immunglobulin A
Immunglobulin G

Interleukin

Lithium
T-Lymphozyt aus einem tumorfreien Lymphknoten

Tumor aus einer Lymphknotenmetastase

mannlich
melanoma / Melanomzellen

Milligramm

Major Histocompatibility Complex / Haupthistokompatibilitdtskomplex

Minute
Milliliter
millimolar
Millimeter
Mikrogramm
Mikroliter

Mikrometer

Natrium
Naturliche Killerzelle

Nanometer

peripher blood cell / periphere Blutzelle

115



Verzeichnis der Abkirzungen und Akronyme

PBMC

PBS

PE

Pl

RCC

m

RPMI

RT

RT-PCR

SSC

Sto-Tu

Tc

TcR

Th

TIL

TNM

Tu-LN

WHO

peripher blood mononuclear cell / mononukleare Zelle des peripheren
Blutes

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin

Propidiumjodid

Renal Cell Carcinoma / Nierenzellkarzinom

rounds per minute / Umdrehungen pro Minute

[Roswell Park Memorial Institute|(Eigenname eines Zellkulturmediums)

Raumtemperatur

[Reverse Transkriptase}Polymerase-Kettenreaktion|

Side-Scatter

stomach tumor / Magentumor

zytotoxischer T-Lymphozyt
T-Zell-Rezeptor

T-Helferzelle

Tumor infiltrierende Lymphozyten

Stadieneinteilung von malignen Tumoren
(T=Tumor, N=Nodus (Lymphknoten), M=Metastase)

von Tumor befallene Lymphknoten

Unit
weiblich

World Health Organization / Weltgesundheitsorganisation
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10. Anhang

Klinikum der Universitdt Miinchen LM u

Chirurgische Klinik und Poliklinik — GroBhadern Ludwig——

Direktor: Prof. Dr. med. K.-W. Jauch Maximilians—
Universitat___
Miinchen_____

Klinikum der Universitit Miinchen e Chirurgische Klinik und Poliklinik — GroBhadern
Marchioninistrae 15 e 81377 Miinchen

Verantwortliche Priifleiter und Priifirzte:

Dr. med. Dominik Riittinger -

Dr. med. Hauke Winter

PD Dr. med. Rudolf Hatz

Miinchen, den
Thr Zeichen Unser Zeichen Ansprechpartner Telefon Telefax E-Mail

Patientenaufklarung

Untersuchungen iiber Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort
bei Patienten mit einem Karzinom.

Sehr geehrte Frau,
Sehr geehrter Herr,

Wie mit Thnen besprochen worden ist, mufl wegen lhrer Erkrankung an einem Tumor ein
operativer Eingriff durchgefiihrt werden. Wir untersuchen im Forschungslabor die Rolle des
Immunsystems bei der Bekdmpfung bosartiger Tumore. Hierzu bendtigen wir Thre Mithilfe.

Auch wenn seit langem bekannt ist, dass das Immunsystem eine wichtige Rolle bei der
Erkennung und Beseitigung von Tumorzellen iibernehmen kann, konnte bislang in nur
wenigen klinischen Studien erfolgreich eine Immunisierung gegen einen Tumor durchgefiihrt
werden. Weitere Untersuchungen zur Interaktion von Immunsystem und Tumorzellen sind
notwendig, um neue Therapiestrategien zu entwickeln.

Wir wiirden nach der operativen Entfernung des Tumors einen Teil des Gewebes fiir
wissenschaftliche Untersuchungen verwenden. Im Labor werden aus dem Biopsiematerial die
infiltrierten Immunzellen und die Tumorzellen isoliert und weiter immunologisch untersucht.

Fiir Sie entstehen hierdurch keinerlei Nachteile, d.h. die medizinische Betreuung und
operative Therapie sind von lhrer Zustimmung oder Nicht-Zustimmung vollkommen
unabhingig. Durch IThre Einwilligung Gewebe zur Verfligung zu stellen, tragen sie dazu bei,
das medizinische Wissen tiber den Einflu8 des Immunsystems bei der Bekdmpfung bdsartiger
Tumore zu verbessern und unterstiitzen damit die Entwicklung neue Therapiestrategien.
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Zur Uberpriifung der Studiendaten nehmen die dafiir zustindigen Personen (Priifirzte)
Einblick in Thre Krankenakte, um die Fehlerfreiheit und Auswertung der Studiendaten
sicherzustellen. Die zustindigen Personen sind selbstverstindlich zur Vertraulichkeit
verpflichtet und miissen sich an die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes halten.
Sie konnen Thre Zustimmung jederzeit ohne Angabe von Griinden und ohne Nachteile fiir sich
selbst widerrufen.

Falls Sie jetzt oder spiter weitere Fragen zu der Studie und Ihrer Teilnahme haben, stehen wir
Thnen selbstverstiandlich, ebenso wie Thr behandelnder Arzt, jederzeit zur Verfiigung.

Verantwortliche Priifleiter und Prifarzte

Dr. med. D. Riittinger PD Dr. med. R. Hatz

Unterschrift des Patienten Datum,
Ort

r
F
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Klinikum der Universitit Miinchen
Chirurgische Klinik und Poliklinik — GroBhadern Ludwi I_M u
Direktor: Prof. Dr. med. K.-W. Jauch udwig
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Universitat___
Miinchen_____

Klinikum der Universitét Miinchen e Chirurgische Klinik und Poliklinik — GroBhadern
Marchioninistralle 15 e 81377 Miinchen

Verantwortliche Priifleiter:

Dr. med. D. Riittinger
Dr. med. H. Winter N
PD Dr. med. R. Hatz

Grofes Patientenetikett

Miinchen, den

Thr Zeichen Unser Zeichen Ansprechpartner Telefon Telefax E-Mail

Untersuchungen iiber Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort
bei Patienten mit einem Karzinom.

EINVERSTANDNISERKLARUNG

Ich habe die Patientenauftkldrung zu dieser Studie vollstindig gelesen und verstanden. Indem
ich diese Erkldrung unterzeichne, gebe ich mein freiwilliges Einverstindnis zur Teilnahme an
der Studie "Untersuchungen iiber Induktion einer tumorspezifischen Immunantwort bei
Patienten mit einem Karzinom" sowie zur Dateniiberpriifung.

Unterschrift Patient Datum

Unterschrift Priifarzt Datum
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