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Referat

In dieser Arbeit wurden die phéanotypischen Eigenschaften tumorinfiltrierender
Lymphozyten von Patienten mit tumorésen Nierenerkrankungen untersucht. Das Ziel
war es, Zusammenhange zwischen bestimmten lymphozytaren
Oberflachenexpressionsmustern in Tumor und Blut und dem histologischen Tumortyp,
Grading, TNM-Staging, Alter und der Uberlebenszeit der Patienten zu erfassen.

Die gesamte Untersuchungsgruppe umfasste 119 Patienten mit Tumordiagnose der
Niere (davon 92 hellzellige Nierenzellkarzinome), welche sich in der Klinik flr Urologie
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg einer chirurgischen Tumortherapie
unterzogen. Nach Gewinnung und Aufbereitung der frischen Tumorresektate sowie der
Blutproben erfolgten die Immunfluoreszenzfarbungen mit einer Kombination
verschiedener monoklonaler Antikdrper und die anschlieRende Analyse der markierten
Zellen mittels 4-Farbmessung am Durchflusszytometer. Die in 70 Fallen parallel
durchgefliihrten immunhistochemischen Farbungen von reprasentativen
Paraffinschnitten zeigten unterstiitzend die Absolutzahlen der Lymphozyten sowie die
regionale Verteilung der Immunzellinfiltrate auf. Die Resultate wurden mit uni- und
multivariaten Analysemodellen statistisch ausgewertet.

Fur Nierenzellkarzinompatienten mit hohen Anteilen an CXCR3" T-Zellen und HLA-DR"
T-Zellen im Tumor war eine héhere Uberlebenswahrscheinlichkeit nachweisbar.
Zugleich war ein hoher intratumoraler Anteil an Naturlichen-Killer (NK)-Zellen mit einem
geringeren Sterberisiko verbunden. CD69" T-Zellen und CTLA-4" T-Zellen, die mit
immunsuppressiver Aktivitdt assoziiert werden, waren in héheren Anteilen in schlecht
differenzierten Tumoren zu finden. Andererseits zeigten die fir Immunseneszenz
charakteristischen CD57" T-Zellen und CD4*CD7-negativen T-Zellen hohere Anteile in
kleinen, gut differenzierten Tumoren. Anhand der immunhistochemischen Farbung der
Paraffinschnitte war ersichtlich, dass die Anzahl der T-Zellen (CD3") mit zunehmender
Entdifferenzierung der Tumoren ansteigt. Bei der vergleichenden Analyse der
lymphozytaren Infiltrationen in hellzelligen Nierenzellkarzinomen und benignen
Onkozytomen wurden hohere Anteile an CD4", CD13*, CD26", CD28", CD69*, CD107*
und HLA-DR" T-Zellen fiir hellzellige Nierenzellkarzinome ermittelt. NK-Zellen wurden
in héheren Anteilen in Onkozytomen entdeckt.

Die vorliegende Arbeit bietet Hinweise dafir, dass die Ermittlung der tumoralen Anteile
einiger Lymphozytensubpopulationen wie NK-Zellen, CXCR3" und HLA-DR"* T-Zellen

bei der Prognoseabschatzung erkrankter Patienten vorteilhaft ist.

Geildler, Katharina: Durchflusszytometrische Charakterisierung des Phanotyps
tumorinfiltrierender Lymphozyten beim Nierenzellkarzinom, Halle (Saale), Univ., Med.
Fak., Diss., 79 Seiten, 2011
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Einleitung 1

1. Einleitung
1.1 Das Nierenzellkarzinom - Epidemiologie, Pathogenese, Diagnostik,
Therapie, Prognose
Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist mit 85 % die haufigste maligne Erkrankung der Niere
(Husmann, 2010). Bei steigender Inzidenz in der Vergangenheit lag in Deutschland die
geschatzte Neuerkrankungszahl im Jahr 2010 bei 17.400 (Husmann, 2010). Die
Inzidenz betrug 2006 europaweit bei Mannern 19,2/100.000 Einwohner und bei Frauen
9,9/100.000 Einwohner (Husmann, 2010). Laut Krebsatlas des Deutschen
Krebsforschungszentrums war das NZK im Jahr 2008 bei Mannern mit einem Anteil
von 3,9 % die siebthaufigste Krebstodesursache, bei Frauen mit 2,5 % die
Neunthaufigste (Becker et al., 2008). Der Altersgipfel des NZK liegt fir Manner bei 65
Jahren, flr Frauen bei 70 Jahren (Haferkamp et al., 2006).
Zu den Risikofaktoren flr das Auftreten des NZK gehéren Nikotin-, Analgetika- und
Diuretikaabusus, Exposition gegeniber kanzerogenen Substanzen wie Cadmium und
Trichlorethylen, Niereninsuffizienz, Adipositas und genetische Defekte wie die
polyzystische Nierendegeneration und das von-Hippel-Lindau-Syndrom (Haferkamp et
al., 2006). Beim hellzelligen NZK gilt als wichtigste chromosomale Aberration der
Verlust des Tumorsuppessorgens von-Hippel-Lindau auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 3. Hingegen sind beim papillaren NZK die bedeutendsten
chromosomalen Aberrationen eine Trisomie der Chromosomen 7, 16, 17 sowie der
Verlust des Y-Chromosoms beim Mann (Pomer et al., 1998).
Die Nierentumoren konnen histologisch in verschiedene Typen eingeteilt werden: in
das hellzellige NZK mit einem Anteil von 70-80 % an allen renalen Tumoren, das
papillare NZK mit 10-20 % als zweithaufigste Tumorentitat, das chromophobe NZK zu
5 %, das benigne Onkozytom mit einem funfprozentigen Anteil sowie das Ductus-
Bellini-Karzinom zu unter 1 % (Haferkamp et al., 2006).
Zur diagnostischen Abklarung werden heute obligat die Sonographie der Nieren mit
Beurteilung anderer abdomineller Organe (wie z. B. der Leber), der Lymphknoten und
der BlutgefaRe, eine Urinzytologie sowie eine Computertomographie von
Niere/Abdomen mit i.v.-Kontrastmittelgabe, fakultativ die Kavographie, die
Magnetresonanzangiographie und -tomographie des Abdomens und die
Ganzkoérperszintigraphie durchgeflhrt (Kath, 2005). Bereits zum Zeitpunkt der
Detektion des NZK weisen 25-30 % der Patienten Metastasen auf. Zu den haufigsten
Lokalisationen hamatogener Metastasen des NZK z&hlen Lunge, Leber, Knochen,
Gehirn und Nebenniere. Seltener treten Metastasen in der kontralateralen Niere,

Pankreas, Harnleiter, Hoden, Schilddrise und Herz auf (Kurosch et al., 2007).
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Die chirurgische  Tumorentfernung stellt  die  wichtigste kurative
Behandlungsmdglichkeit des lokalisierten NZK dar. Wahrend friher fast ausschlieRlich
bei Patienten mit Einzelniere, bilateralen Nierentumoren oder Schadigung der nicht
tumorbefallenen Niere organerhaltene Nierentumorresektionen durchgefihrt wurden,
wird dieses Operationsverfahren heute bis zu einem Tumordurchmesser von 4 cm
angewandt (Haferkamp et al., 2006). Sowohl die radikale als auch die partielle
Tumornephrektomie kdnnen minimalinvasiv laparoskopisch erfolgen (Jurczok et al.,
2006).

Die Therapie der Patienten mit metastasierten Tumoren gestaltet sich schwierig, da
u.a. die Chemotherapie keinen ausreichenden Effekt bewirkt. Einige Ursachen liegen in
der Uberexpression des P-Membranglykoproteins 170 und der Gluthation-S-
Transferase sowie in der Herunterregulierung der Topoisomerase 2 (Volm et al., 1993).
Hohe Ansprechraten wurden fir 5-Fluorouracil (5-FU) und Vinblastin angegeben
(Amato, 2000). Viele Jahre lagen die Hoffnungen flr Patienten mit lokal
fortgeschrittenen oder metastasieten NZK in  der Hormontherapie mit
Medroxyprogesteronacetat und vor allem in der Immuntherapie mit IL-2, Interferon-a
(IFN-a) und 5-FU. Allerdings wurden in diversen Studien kein signifikanter
Uberlebensvorteil sowie massive Nebenwirkungen beschrieben (Pizzocaro et al., 1987;
Atzpodien et al., 2005). Da beim hellzelligen NZK in Uber 80 % eine Deletion oder
Mutation des von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressorgens besteht, die letztlich die
Transkription wachstumsférdernder Gene induziert, sind Substanzen, wie die
Multikinaseinhibitoren Sunitinib und Sorafenib, die Signalwege blockieren, in klinischer
Anwendung (Furge et al., 2007). Ziel des Einsatzes von Multikinaseinhibitoren ist es,
die Tyrosinkinaseaktivitat der Wachstumsfaktoren ,vascular endothelial growth factors®
(VEGF), ,plateled derived growth factors® (PDGF) und ,transforming growth factor a
(TGF-a)/epidermal growth factor receptor (EGFR) zu hemmen. Auf diese Weise wird
die Aktivierung von Prozessen, die beispielsweise flr die intratumorale
Neoangiogenese und die Proliferation der Tumorzellen verantwortlich sind, verhindert
(Kuczyk et al., 2007). Fur die Entwicklung des hellzelligen NZK bedeutend kann zudem
die reduzierte Expression des ,phosphatase and tensin homolog“-Suppressorgens
(PTEN-Suppressorgens) mit dem Schlisselenzym ,mammalian Target of Rapamycin®
(mTOR) sein. Die medikamentdse Blockade dieses Enzyms durch Temsirolimus und
Everolimus stellt einen weiteren Therapieansatz dar (Schenck et al., 2010). Ebenso
zeigte vor allem die Kombinationstherapie aus dem VEGF-Rezeptorblocker
Bevacizumab und IFN-a eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens. Sie

wird deshalb in der Erstlinientherapie des metastasierten NZK neben Sunitinib und
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Temsirolimus eingesetzt (Escudier et al., 2007). Sorafenib und Everolimus sind als
Zweitlinientherapie in Deutschland seit 2009 zugelassen.

Das 5-Jahres-Uberleben der Patienten mit NZK liegt stadienunabhéngig bei 68,5 %.
Stadienabhangig besteht fur lokal begrenzte Karzinome (T1-T2, NO, MO) eine 5-
Jahres-Uberlebensrate von 71-97 %, fiir lokal fortgeschrittene (T3, NO-N2, MO) von 20-
53 % und bei Fernmetastasen (alle T, alle N, M1) von unter 10 % (Autenrieth et al.,
2010). In Tabelle 10 findet sich hierzu die TNM-Klassifikation von 2002, nach der die
Tumoren in dieser Arbeit beurteilt wurden.

Um die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit NZK mdglichst genau zu
prognostizieren, eignen sich Faktoren wie anatomische (TNM-Klassifikation,
Tumorgrofie), histologische (Fuhrman-Grading, histologischer Tumorsubtyp), klinische
und molekulare Merkmale (Volpe et al.,, 2010). Als Kklinisch relevante
Prognoseparameter gelten der Allgemeinzustand des Patienten, die lokale
Symptomatik, Kachexie und Anamie (Kim et al., 2003). Die Kombination mehrere
dieser Prognosefaktoren kann die Vorhersagegenauigkeit verbessern (Volpe et al.,
2010). Storkel und Motzer erarbeiteten bereits Prognosescores, deren Konzept in der
Zusammenfassung mehrerer prognostisch relevanter Einzelparameter zu einem
Summenscore besteht. Allerdings sind diese EinflussgroRen unspezifisch. Fir das
NZK stehen zurzeit keine spezifischen Prognosefaktoren zur Verfigung. Ein
international anerkannter und einheitlich verwendeter Prognosescore liegt bisher nicht

vor.

1.2 Immunsystem und Nierenzellkarzinom

Analog zum Malignen Melanom stellt das NZK eine immunogene Tumorentitat dar.
Diese Annahme beruht auf der Infiltration des NZK durch T-Lymphozyten und NK-
Zellen. Dem Immunsystem wird bei der Bekdmpfung des NZK eine wesentliche Rolle
zugesprochen (Belldegrun et al., 1988). Dabei sind die infiltrierten NK-Zellen und
tumorspezifischen, zytotoxischen T-Zellen hauptverantwortlich far die
Tumorzerstdrung. Beim NZK wurde eine relativ hohe Frequenz spontaner Remissionen
beobachtet (Figlin et al., 1991). Das Immunsystem schitzt zum einen vor
Tumorentstehung und Metastasierung mit Hilfe seiner als Immuniberwachung oder
.Jmmune surveillance* bezeichneten Fahigkeit, Tumorzellen aufzusplren und zu
vernichten. Zum anderen kann es die Tumorentwicklung durch die Beeinflussung der
Tumormikroumgebung und das Ausbleiben einer gegen den Tumor gerichteten
Immunantwort férdern.

Trotz einer starken Tumorinfiltration durch Lymphozyten wachsen und/oder

metastasieren die klinisch sichtbaren NZK. Meist besitzen die tumorinfiltrierenden



Einleitung 4

Lymphozyten (TIL) nur geringes lytisches Potential und eine eingeschrankte
Proliferationskapazitat (Alexander et al., 1993). Beim NZK konnten bereits viele
Faktoren, die zu einem ,immune escape“ fuhren, nachgewiesen werden
(Frankenberger et al.,, 2007). Tumorzellen kdénnen eine fehlende oder
herunterregulierte Expression der HLA-Klasse-I- und —II-Molekiile sowie eine defiziente
Antigenprozessierung und -prasentation zeigen (Seliger et al., 2003). Durch eine
aberrante Expression nicht-klassischer HLA-Antigene, wie z.B. HLA-G, kdnnen
Tumorzellen mit inhibitorischen Rezeptoren auf NK-Zellen und zytotoxischen T-
Lymphozyten interagieren und zur Blockierung ihrer zytotoxischen Aktivitat flihren
(Cabestre et al.,, 1999). Renale Tumorzellen kénnen ebenso das Immunsystem
supprimierende Proteine, z.B. PD-L1 (programmed death ligand 1), synthetisieren oder
Immunzellen anlocken, welche immunsuppressiv wirkende Zytokine, wie TGF- und IL-
10, ausschiitten. Uber ein Vorhandensein von regulatorischen T-Zellen in Blut und
Tumor wird bei Patienten mit NZK berichtet (Finke et al., 2008, Griffiths et al., 2007).
Die Herunterregulation der CD3 (-Kette auf der Oberflache der T-Effektorzellen bildet
eine Ursache der Fehlfunktion der Lymphozyten in NZK (Frankenberger et al., 2007).
Einen weiteren Grund fur die Ineffizienz der antitumoralen Immunantwort kann die
induzierte Apoptose und/oder Inhibierung der Effektorfunktion von aktivierten T-Zellen
und NK-Zellen sein, wobei dies u.a. durch die Interaktion von Fas/FasL auf T-
Zellen/Tumorzellen hervorgerufen wird (Whiteside und Rabinowich, 1998). Auch die
Balance zwischen positiven und inhibitorischen kostimulatorischen
Membranrezeptoren spielt sowohl bei der Induktion einer effektiven Immunantwort als
auch bei der Aufrechterhaltung der T-Zell-Homdostase eine Rolle. Wahrend
beispielsweise CD28 auf der Oberflache von T-Zellen Signale vermittelt, die die Tumor-
spezifische T-Zellantwort verbessern (Tumorangriff), férdert CTLA-4 die Entwicklung
einer immunologischen Toleranz (Tumorwachstum) (Chambers et al., 1999). Da CTLA-
4 mit dem CD28-Antigen um die Bindung an die B7-Molekile auf antigen-
prasentierenden Zellen konkurriert, beglnstigt ein Uberwiegen des inhibitorisch
wirkenden CTLA-4 das Tumorwachstum.

Insgesamt ist das Zusammenspiel zwischen NZK und deren immunologischen
Mikroumgebung komplex und schwer zu entschlisseln. Jedoch ist das Verstandnis
dieser von grundlegender Bedeutung fir die Entwicklung neuer prognostisch relevanter

Marker sowie therapeutischer Strategien (Fridman et al., 2010).
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1.3 Relevanz der durchflusszytometrischen und immunhistochemischen
Farbungen von Nierentumorgewebe
In dieser Arbeit erfolgte die Phanotypisierung der TIL in Nierentumoren sowohl mit Hilfe
der Durchflusszytometrie als auch durch immunhistochemische Farbungen an
Paraffinschnitten. Mittels Durchflusszytometrie kdnnen die Zellen mit 500 bis 2000
analysierten Zellen pro Sekunde gegenuber der Lichtmikroskopie schneller gemessen
werden. Daher ermoglicht sie eine rasche Phanotypisierung der TIL. Zudem sind bei
der Durchflusszytometrie gleichzeitig mehrere Fluoreszenzen messbar, die in mehr als
10000 Teilabstufungen quantifizierbar sind und mit deren Unterstitzung die
Lymphozytentypisierung durch mehrere gleichzeitig verwendete Antikérper erfolgen
kann. Allerdings ist die Fluoreszenzverteilung auf einer Zelle nicht detektierbar. Des
Weiteren kann mittels Durchflusszytometrie die Lokalisation der TIL in bestimmten
Gewebsanteilen nicht genau bestimmt werden. Um die Absolutzahlen der
Immunzellinfiltrate sowie deren regionale Verteilung und Zuordnung zu Strukturen im
NZK aufzuzeigen, wurden parallel zu den durchflusszytometrischen Untersuchungen
immunhistochemische Paraffinfarbungen durchgefihrt. Allerdings konnten im Labor fir
Immunhistologie des Instituts fir Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-
Wittenberg Mehrfachfarbungen an Paraffinschnitten nicht angefertigt werden. Auch die
Bandbreite der industriell hergestellten  Antikbrper gegen lymphozytare
Oberflachenmarker ist fur durchflusszytometrische Messungen an nativen Zellen
gréBer als fur immunhistochemische Farbungen an fixierten und denaturierten
Antigenen. Insgesamt erganzen sich in dieser Arbeit die Durchflusszytometrie als
zeiteffiziente Methode mit der Mdoglichkeit der Mehrfachfarbung sowie die
immunhistochemischen Farbungen, durch die Absolutzahlen gemessen und die

regionale Verteilung und Lokalisation der Immunzellen visualisiert werden kdénnen.

1.3.1 Durchflusszytometrie als Methode zur Imnmunzellcharakterisierung

Die Durchflusszytometrie ist eine automatisierte Streulicht- und Fluoreszenzmessung
von Zellen/Partikeln in Suspension. Bei der Messung gelangen die Zellen einzeln in
eine Messzelle, in der sie durch Laserlicht angeregt werden. Zum einen wird dabei das
Streulicht, zum anderen das emittierte Fluoreszenzlicht der Antikérper-gekoppelten
Fluochrome detektiert. Die Messdaten werden zur statistischen Auswertung im
Computer gespeichert.

Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der leukozytaren Oberflacheneigenschaften
in  Nierentumorgewebe sowie Patientenblut wurden an einem 4-Farb-
Durchflusszytometer gewonnen. Es wurden in vier verschiedenen Farben leuchtende,

monoklonale Antikdrper (mAK) genutzt, die mit zwei Lasern angeregt wurden. Die
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beiden verwendeten Lichtquellen waren ein Argonlaser mit einer Wellenldnge von 488
nm und eine Helium-Neon-Laserdiode mit einer Anregungswellenlange von 633 nm. Zu
jeder Zelle erfolgte die Speicherung von 6 Parametern: Vorwartsstreulicht-Eigenschaft
(FSC), Seitwartsstreulicht-Eigenschaft (SSC), Fluoreszenz 1 =
Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Fluoreszenz 2 = R-Phycoerythrin (PE), Fluoreszenz 3
= Peridiniumchlorophyll-Protein (PerCP) und Fluoreszenz 4 = Allophycocyanin (APC).
Dabei wurde FITC bei einer Wellenlange von 535 nm, PE bei 585 nm, PerCP bei 675
nm und APC bei 650 nm gemessen (Tabelle 1 auf Seite 12).

1.4  Oberflaichenmolekiile zur Charakterisierung von Immunzellen

141 T-, B-, NK- und NKT-Zellmarker

Das CD3-Antigen ist ein Komplex aus mindestens finf Polypeptidketten auf allen reifen
T-Lymphozyten, welcher mit dem T-Zell-Rezeptor (TZR) verbunden und in die
Signaltransduktion der Antigenerkennung eingebunden ist (Murphy et al., 2009). CD3
wird zur T-Zellmarkierung verwendet. Das CD4-Antigen ist ein aus vier Ig-ahnlichen
Domanen zusammengesetztes Transmembranglykoprotein
(http://mpr.nci.nih.gov/prow/) und wird auf T-Helferzellen exprimiert. Es verstarkt und
selektiert fur die Bindung an ein durch MHC-Klasse-II-Molekiile prasentiertes Antigen
und spielt dadurch wahrend der T-Zell-Aktivierung als akzessorisches Molekll des TZR
eine entscheidende Rolle (Murphy et al., 2009). Die Tumorinfiltration durch CD4"
Helferzellen kann die Aktivitast CD8" T-Zellen durch Zytokinsekretion steigern. T-
Helferzellen sind aber auch als regulatorische Zellen in die Mechanismen der
Immuntoleranz einbezogen (Kennedy et al., 2008). CD8 wird als ein Heterodimer aus
CD8a und CD8B oder als ein CD8a Homodimer exprimiert. Das u.a. fir eine
zytotoxisch wirkende T-Lymphozytensubpopulation charakteristische
Zellmembranprotein CD8 verbindet sich mit MHC-Klasse-I-Molekllen und sensibilisiert
auf diese Weise zytotoxische T-Lymphozyten fir ein prasentiertes Antigen (Murphy et
al., 2009).

Das CD19-Antigen wird auf allen humanen B-Lymphozyten exprimiert (Loken MR et
al.,, 1987). Der zur Superfamilie der Ig gehérende Oberflachenmarker ist als
Signaltransduktionsmolekil an der B-Zell-Entwicklung, -Aktivierung und -
Differenzierung beteiligt (http://mpr.nci.nih.gov/prow/). Auch das CD20-Antigen ist in
die B-Zell-Aktivierung und Regulation der B-Zell-Entwicklung involviert und fehlt nur auf
Plasmazellen (Riley et al., 2000). Dabei stand in dieser Studie nur der CD20-Antikérper

als paraffingangiger Antikorper zur Detektion der B-Zellen zur Verfligung.
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Das CD56/NCAM-Antigen (neural cell adhesion molecule) ist ein membranstandiges
Glykoprotein, das zur Ig-Superfamilie gehort. Es wird auf den meisten zirkulierenden
NK-Zellen (Lanier et al., 1986) exprimiert, die auerdem kein CD3 tragen.

Humane NKT-Zellen stehen hinsichtlich ihrer phanotypischen Erscheinung zwischen
klassischen T- und NK-Zellen (Ohteki et al., 1992, Watanabe et al., 1995). Sie
exprimieren einige charakteristische Oberflachenmolekile der NK-Zellen (CD161,
CD122) sowie den CD3/TZR-Komplex. Die NKT-Zellen verwenden in der a-Kette des
TZR unter anderem Va24. NKT-Zellen sind zytotoxisch aktiv und ihre Beteiligung bei
der Tumorabwehr (,tumor surveillance®) ist in unterschiedlichsten Modellsystemen und
Arbeiten vielfach belegt (Morita et al., 1995, Nakamura et al., 1997, Kitamura et al.,
1999, Smyth et al., 2000).

1.4.2 Funktions-assoziierte Marker

Bei den eingesetzten Antikérpern wurde zum einen Bezug auf die bereits in der
Vergangenheit bei Analysen untersuchten Aktivierungs-assoziierten
Oberflachenmolekiile, wie CD13 und CD26 (Riemann et al., 1997) genommen. Neben
Funktions-assoziierten Molekulen (z.B. CXCR3 als Ty1-assoziierter Chemokinrezeptor)
wurden Marker wie CD57 und CTLA-4 gewahlt, die mit Immunseneszenz und
Unterdriickung einer Immunantwort assoziiert sind.

Das als Aminopeptidase N (APN) bezeichnete CD13-Membranantigen ist ein ubiquitar
vorkommendes Enzym, das auf Leukozyten als myeloischer Marker gilt, weil im Blut
Monozyten und Granulozyten, jedoch nicht Lymphozyten, CD13 tragen. Allerdings wird
CD13 auf T-Lymphozyten aus Tumoren, wie Lungen- und Nierenzellkarzinomen,
exprimiert (Riemann et al., 1995). Seine Funktion im Tumorgeschehen ist weitgehend
ungeklart. Durch die Spaltung aktiver Peptide wie Neuropeptide, Kinine und
Chemokine kénnten CD13" TIL an deren Signalibertragung und Regelmechanismen
beteiligt sein (Riemann et al., 1999).

Das Homodimer Dipeptidylpeptidase [V/CD26 ist ebenfalls eine ubiquitar
vorkommende Aminopeptidase und gilt auf T-Zellen als Aktivierungsmarker. Das
CD26-Antigen spielt bei der CD3/TZR vermittelten T-Zell-Proliferation und bei
Adhasionsvorgangen eine entscheidende Rolle (von Bonin et al., 1998). CD26 ist nicht-
kovalent mit dem Enzym Adenosindeaminase (ADA) assoziiert. Dieses reduziert die
lokale Konzentration des Adenosins, einem Nukleosid, welches die T-Zell-Proliferation
inhibiert (Ginés et al., 2002). Weiterhin wird diskutiert, dass diese Peptidase an der
Veranderung der Ty1/Ty2-Balance zugunsten der Ty1-Antwort mitwirkt (Annunziato et
al., 1998).
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Sowohl das CD28-Antigen als auch das CTLA-4 (CD152)-Antigen besitzen als
Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86), die von vielen Antigen-prasentierenden-
Zellen exprimiert werden. Die Bindungsfahigkeit von CD28 an B7.1 und B7.2 ist zwar
geringer als die von CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4), allerdings
stellt das CD28-Antigen den einzigen konstitutiv exprimierten B7-Rezeptor dar (June et
al.,, 1990). Die Bindung ans CD28-Antigen dient als kostimulatorisches Signal zur
Produktion verschiedener Interleukine, wie z.B. IL-2 (Mondino et al., 1994). CTLA-4 qilt
als Konkurrent des CD28-Antigens um die Bindung an die B7-Molekile und Gbermittelt
direkt inhibitorische Signale in die Zellen, die die CD28-induzierte T-Zell-Aktivierung
herunterregulieren und auch an der Induktion der T-Zell-Apoptose beteiligt sind
(Krummel et al., 1995). CTLA-4 ist ein bedeutender, inhibitorisch wirkender Regulator
der T-Zell-vermittelten, antitumoralen Immunantwort (Tarhini und Igbal, 2010).

Der Membranrezeptor CD69 (AIM, activation inducer molecule) ist einer der frihesten
Aktivierungsmarker auf der leukozytaren Zelloberflache. Es ist als kostimulatorisches
Molekil an der T-Zell-Aktivierung und -Proliferation beteiligt (Ziegler et al., 1994).
Jungere Arbeiten diskutieren, dass CD69 im Tumor ein Marker suppressorischer T-
Zellen sein kdnnte (Han et al., 2009).

Das CD107-Oberflachenantigen wird auch als ,lysosomal associated membrane
protein“ (LAMP) bezeichnet und gilt als Marker der Degranulation, da es sich in der
Membran zytotoxischer Granula befindet und nach Degranulation auf der
Zelloberflache aktivierter T-Lymphozyten exprimiert wird (Betts et al., 2003).

NKp44 ist ein Rezeptor mit Expression auf aktivierten NK-Zellen, der zur Ig-
Superfamilie gehort (Vitale et al., 1998, Cantoni et al., 1999). NKp44 ist an
zytotoxischen Reaktionen gegen verschiedene Tumorzellen, u.a. bei Neuroblastomen
und Chorionkarzinomen, beteiligt (Vitale et al., 1998, Cantoni et al., 1999, Sivori et al.,
2000).

HLA-DR ist ein MHC-Klasse-llI-Molekil und bedeutend bei der Antigenerkennung
durch T-Helferzellen (Murphy et al.,, 2009). HLA-DR gilt als Marker fur T-Zell-
Aktivierung. In Stimulationstests wurde beim Nachweis einer starken HLA-DR-
Expression eine gesteigerte Immunaktivitat im Tumormikromilieu festgestellt (Van den
Hove et al., 1997).

1.4.3 Chemokinrezeptoren

CXCR3 ist ein Chemokinrezeptor u.a. auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen. Er
besteht wie alle Chemokinrezeptoren aus sieben Transmembrandomanen und ist
intrazelluldar an G-Proteine gekoppelt. CXCR3 stellt den Rezeptor fir die

angiostatischen Chemokinliganden IP-10 (interferon-inductible protein 10), MIG
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(monokine induced by IFN-y) und ITAC (interferon-inductible T-cell alpha
chemoattractant) dar. CXCR3 stimuliert zudem die Ty1-Antwort, die durch Produktion
der Zytokine IL-2, IL-12, Lymphotoxin und IFN-y die zellulare Immunitdt verbessert
(Kim et al., 1999).

Der Chemokinrezeptor CCRS5 gilt als Rezeptor flr die Chemokine RANTES (regulated
upon activation normal t cell expressed and secreted) und MIP-1a und -B (monocyte
inflammatory protein-1a und -B). Er reguliert wie alle Chemokinrezeptoren die
Wanderungsmechanismen der Lymphozyten wahrend der Entziindungsreaktion. Die
CCR5-Expression passt sich dem funktionellen Zustand der Lymphozyten an und wird
als Ausdruck fir Reife, Differenzierung und Aktivitat angesehen (Sallusto et al., 1998).
CCR5 hat Bedeutung bei der Stimulation einer T-Zell-Antwort vom Ty1-Typ, die flr
eine antitumorale Antwort essentiell ist (McNicholl et al.,, 1997). Dabei wird die
Sekretion von IFN-y aus NK- und T-Zellen induziert, aktivierte NK-Zellen zum
Wachstum angeregt sowie deren zytotoxische Wirkung gesteigert und zytotoxische T-

Zellen in ihrer Entwicklung unterstiitzt (Trinchieri, 1995).

1.4.4 Immunseneszenzmarker

Immunseneszenz bedeutet die Alterung einer Zelle nach vorangegangener
Proliferation. Immunseneszenz kann als Resultat einer kontinuierlichen
Auseinandersetzung mit einer Vielfalt von Antigenen gesehen werden (Franceschi et
al., 2000).

Das CD7-Molekil wird friih wahrend der T-Zell-Entwicklung exprimiert und bleibt bis
zum reifen T-Lymphozyten-Stadium erhalten. 1997 formulierten Reinhold und Abken,
dass eine Herunterregulation der CD7-Expression auf T-Helferzellen ein stabiles,
separates T-Zell-Differenzierungsstadium darstelle, welches erst spat wahrend der
Immunantwort auftritt. Eine Expansion CD7-negativer T-Zellen wird bei Erkrankungen
manifest, die mit einer chronischen, wiederholten T-Zell-Stimulation einhergehen
(Reinhold und Abken, 1997).

CD57 auf T-Lymphozyten ist ebenfalls ein Seneszenzmarker, wobei CD8*CD28 CD57*
T-Lymphozyten u.a. ein Resultat der persistierenden Stimulation mit tumorassoziierten
Antigenen darstellen (Sze et al.,, 2001). In humanen, epithelialen Tumoren wurde
beobachtet, dass sich in metastasenfreien regionalen Lymphknoten die Anteile fast
aller Immunzellen, aulRer der CD57" T-Lymphozyten, reduzierten (Di Girolamo et al.,
2008). In den letzten Jahren zeigten viele Arbeiten die Fahigkeit dieses Markers, die

funktionelle Immundefizienz von Krebspatienten zu messen (Focosi et al., 2010).
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1.4.5 Marker myeloischer Zellen und Blutgefale

Das CD15-Antigen wird auf myeloischen Zellen, hauptsachlich Granulozyten, nicht
aber auf Lymphozyten exprimiert. CD68 ist ein transmembranares Glykoprotein,
welches auf Monozyten und humanen Gewebsmakrophagen exprimiert wird (Holness
et al., 1993).

Anti-CD34-Antikorper werden zur Detektion und Quantifizierung von Blutgefalen jeder
GroRe verwendet. Allerdings wird auch ein Teil der Lymphgefale miterfasst. Dennoch
wird dem Nachweis von Gefallen mit CD34 eine hohe Sensitivitat und Spezifitat

zugesprochen (Vermeulen et al., 1996).
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2. Zielstellung

Bislang wurden nur in wenigen Studien mit geringen Fallzahlen die Eigenschaften der
TIL beim NZK untersucht. Deshalb war die Phanotypisierung der Lymphozyten im
Tumor mittels durchflusszytometrischen Messungen und immunhistochemischen
Farbungen ein Ziel dieser Arbeit. Es sollten Informationen zur Zusammensetzung der
TIL beim NZK gesammelt werden. Einen weiteren Schwerpunkt stellte die Identifikation
biologischer Marker dar, die eine bessere Prognosebeurteilung fur Patienten mit
hellzelligem NZK ermdglichen sollte. Aus diesem Grund wurden die Expressionsmuster
verschiedener Markermolekile auf TIL mit prognostischen Parametern wie Grading,
TNM-Stadium, Alter sowie den Uberlebensdaten der Patienten korreliert. Die
Gegenuberstellung phanotypischer, lymphozytarer Merkmale bei verschiedenen
Tumorentitaten der Niere diente dazu, die Besonderheiten des hellzelligen NZK
vergleichend beispielsweise zu einem gutartigen Tumor, wie dem Onkozytom,
herauszuarbeiten.

Um zu prifen, inwieweit lymphozytare Eigenschaften im Blut zur Prognosebeurteilung
dienen  koénnen, sollte zudem nach Zusammenhangen zwischen den
durchflusszytometrisch gewonnenen, prozentualen Anteilen sowie Absolutwerten der
untersuchten Marker auf PBL und den beschriebenen Prognosefaktoren gesucht
werden.

Die mikroskopische Analyse der Immunzellinfiltration in Paraffinschnitten sollte die
Absolutwerte sowie die intra- und peritumorale Verteilung der Immunzellen in
ausgewahlten Tumorarealen verdeutlichen.

Da die steigende Inzidenz des NZK in den vergangenen Jahren zur verbesserten
Beurteilung der individuellen Uberlebenswahrscheinlichkeit neuer Prognosefaktoren
bzw. einer Kombination aus prognostisch relevanten Parametern bedarf, sollten mit
Hilfe der Uberlebensanalyse prognostisch relevante Marker identifiziert werden. Diese
koénnten zukiinftig als Komponenten anerkannter Prognosescores Verwendung finden.

Die gewonnenen Ergebnisse sollten die Basis fur weitere Studien darstellen.
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3. Material und Methoden

3.1 Monoklonale Antikérper fiir durchflusszytometrische Analysen und
immunhistochemische Farbungen

Zur Differenzierung der Immunzellen mittels Durchflusszytometrie wurden die in

Tabelle 1 aufgefihrten, monoklonalen Antikorper verwendet. Tabelle 2 fasst die in den

immunhistochemischen Farbungen von Paraffinschnitten verwendeten Antikérper

Zusammen.

Tabelle 1: Verwendete mAK fir die Durchflusszytometrie

Oberflachen- | Farbe Funktion Ak- Klon Quelle
molekul Isotyp
CD3 FITC assoziiert mit TZR, IgG1 UCHT1 A
CD3 APC Signallbertragung IgG1 UCHT1 A
CD3 PerCP IgG1 SK7 B
CD4 PE Korezeptor fir MHC- IgG1 13B8.2 A
Klasse-II-Molekdle,
charakterisiert
Helferzellen
CD7 FITC | Fehlen von CD7 markiert | IgG2a 8H8.1 A
immunseneszente T-Zelle
CD8 FITC Korezeptor fir MHC- IgG1 SK1 C
CD8 APC Klasse-I-Molekiile, IgG1 RPA-T8 B
charakterisiert
zytotoxische T-Zellen
CD13 PE Aminopeptidase N lgG L138 B
CD19 PE B-Zellmarker IgG1 HD37 D
CD26 FITC Dipeptidylpeptidase 1V IgG1 BA5 D
CD28 PE Ligand fur B7-Familie auf | 1gG1 CD28.2 A
T-Zellen
CD45 FITC Panleukozytenmarker IgG1 ALB12 A
CD45 PerCP IgG1 2D1 B
CD56 FITC Adhasionsmolekil, NK- | IgG2b | NCAM16.2 B
Zellmarker
CD57 FITC Immunseneszenzmarker | 1gG1 NC1 A
CD69 PE frihes IgG1 L78 B
Aktivierungsantigen

CD107 FITC Vesikel-assoziiert, wird lgG1 H4A3 B

nach Aktivierung an die

Zelloberflache verlagert
CCR5 PE Chemokin-Rezeptor IgG2a | 2D7/CCR-5 B
CTLA-4 APC | Konkurrent von CD28 mit | 1gG2 BNI3 B

inhibitorischer Funktion
CXCR3 FITC Chemokin-Rezeptor IgG1 49.801 E
HLA-DR PE MHC-Klasse-Il-Antigen IgG2a L243 B
NKp44 PE Marker aktivierter NK- IgG1 2231 C

Zellen

TZR Va24 FITC Marker fur NKT-Zellen IgG1 C15 C

A = Miltenyi Biotec (Berg. Gladbach), B = BD Biosciences (Heidelberg), C = Beckman
Coulter (Krefeld), D = Dako Cytomation (Hamburg), E = R&D System (Wiesbaden)
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Tabelle 2: Verwendete, paraffingdngige mAK fir die Immunhistochemie
Oberflachen- Funktion Ak- Klon Quelle
molekil Isotyp
CD3 assoziiert mit TZR, IgG1 PS1 F
Signalubertragung

CD4 MHC-Klasse-II-Korezeptor IgG1 4B12 G
CD8 MHC-Klasse-I-Korezeptor IgG1 C8/144B D
CD15 Marker myeloischer Zellen IgM BRA4F1 I
CD20 Kalziumkanal auf allen B-Zellen IgG2a L26 D
CD34 Gefallmarker IgG1 QBENd/10 G
CD68 Marker flir Makrophagen IgG3 PG-M1 D

F = Novocastra Laboratories Ltd. (Newcastle Upon Tyne, UK), G = Lab Vision
(Fremont, USA), H = Invitrogen (Darmstadt), | = BioGenex (San Ramon, USA)

3.2 Chemikalien
Azid
Chromogene Substrat-Pack fir HRP

(Horseradish peroxidase)
Paraformaldehyd zur Synthese (CH.0),

Pronase E

Streptavidin
Vitalitdtsmarker FL3
ZytoChem Plus HRP-Kit

3.3  Puffer und Lésungen

Erythrozytenlyse

Gelafundin 4 %, Wirkstoff: Gelatinepolysuccinat

Natriumcitrat pH 6

Natriumcitrat pH 9

Paraformaldehyd 2 % in PBS, pH 7,2
PBS, pH 7,2

PBS 20 % Gelafundin + 0,1 % Azid

3.4 Verbrauchsmaterialien

Einmalfilter 50 ym, 100 ym Durchmesser
FACS-R&hrchen, 5 ml Polystyrene
Pipettenspitzen 1-1000 pl
Pipettenspitzen original epT.l.P.S.
Standard/Bulk 0,5-200 pl
Probenrohrchen, 15 ml, 50 ml

3.5 Gerite

Durchflusszytometer Calibur
Mikroskop Olympus CH-2
Multipette plus 0,5-50 ml, 50 ul-5mi

Quelle (Q): Carl Roth GmbH
(Karlsruhe)
Q: Lab Vision (Fremont, USA)

Q: MERCK- Schuchardt
(Hohenbrunn)

Q: VWR (Darmstadt)

Q: DCS/BioGenex (Hamburg)
Q: Miltenyi Biotec

(Bergisch Gladbach)

Q: Zytomed Systems (Berlin)

Q: BD Biosciences (Heidelberg)
Q: B. Braun Melsungen AG
(Melsungen)

Q: B. Braun Melsungen AG
(Melsungen)

Q: Partec CellTrics (Munster)
Q: BD Biosciences (Heidelberg)
Q: Biozym (Hess. Oldendorf)
Q: Eppendorf (Hamburg)

Q: Greiner bio-one, cellstar
(Frickenhausen)

Q: BD Biosciences (Heidelberg)
Q: Olympus (Hamburg)
Q: Eppendorf (Hamburg)
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Pipettierhilfe, Akku-betrieben

Power Macintosh G 3
Forschungspipetten 0,5-10 pl, 5 pl, 10 pl,
10-100 pl,50 pl, 500 pl

Vortexer Julabo Paramix 3

Vortexer Minishaker MS 2

Zentrifuge Rotina 38, Universal 320

Zentrifuge Sorvall RT 6000 D

3.6  Datenverarbeitungsprogramme
BD CellQuest Pro, Version 4.0.2

SigmaPlot 2002 for Windows Version 8.0

Q: Hirschmann Laborgerate
(Eberstadt)

Q: Apple (Cupertino, CA, USA)
Q: Eppendorf (Hamburg)

Q: Julabo Labortechnik (Seelbach)
Q: Ika Works, Inc. (Wilmington, NC,
USA)

Q: Andreas Hettich Zentrifugen
(Tuttlingen)

Q: DuPont (Bad Homburg)

Q: BD Biosciences (Mountain View,
CA, USA)
Q: SPSS Inc. (Chicago, lllinois,

USA)
Q: SPSS Inc. (Chicago, lllinois,
USA)

SPSS 19.0

3.7  Tumormaterial

Im Zeitraum von November 2005 bis Juli 2008 wurden am Institut fir Medizinische
Immunologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg bei 119 anonymisierten
Patienten mit einer Tumorerkrankung der Niere Lymphozyten aus frischem
Tumorgewebe durchflusszytometrisch differenziert. Mit Hilfe von Frau Dr. Fischer, Frau
Schade (beide aus der Klinik flr Urologie) und Herrn Dr. Schmidt (Tumorzentrum)
wurden klinische Daten und Nebendiagnosen der Patienten erfasst.

Nach der Operation der Patienten in der Klinik fir Urologie des Universitatsklinikums
Halle wurde das Tumorgewebe im Schnellschnittlabor des Instituts fir Pathologie
untersucht. Die Mitarbeiter des Instituts flr Pathologie klassifizierten die histologischen
Nierentumortypen, TNM-Stadien, Grading sowie LymphgefaRinfiltration (L-Stadium),
Veneninfiltration (V-Stadium) und Resektionsgrad (R-Stadium).

3.8 Gewinnung und Praparation der TIL und PBL

Das Institut fir Medizinische Immunologie erhielt vom Schnellschnittlabor ein etwa 0,5-
1 cm?® groRes Tumorstiick in mit Antibiotika versetztem, 4°C kalten Transportmedium
und zusatzlich 2 ml praoperativ abgenommenes, bei Zimmertemperatur aufbewahrtes
Heparinblut der Patienten.

Das Tumorgewebe wurde fur die TIL-Praparation verwendet. Dabei wurde dem
Tumorgewebe keine Collagenase zugefihrt, um eine Reduktion der

Oberflachenmolekiile zu verhindern. Der Tumor wurde von seiner Schwarte bzw.
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Fettkapsel freigelegt, mit einer Schere zerkleinert und mit Kulturmedium durch ein
steriles Metallsieb (0,5 mm Porenweite) gerihrt.

Das gewonnene Material wurde fir 10 Minuten (min) und bei 400 g
(Erdbeschleunigung) zentrifugiert. Danach wurde das Zellpellet durch einen Filter mit
100 ym MaschengroRe von anderen Zellaggregaten getrennt. Die Zellzahl der
Suspension wurde auf maximal 10’ Zellen/ml eingestellt. Dann wurden 15 i
Antikérpergemisch (siehe Tabelle 3) und 100 ul Zellgemisch in die vorbereiteten
Roéhrchen gegeben (Ausnahme Roéhrchen 10). Die antikdrperversetzte Zellsuspension
wurde gemischt und inkubierte 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur. Fir Ansatz 10
wurde 1 ul des Vitalitdtsmarkers getrennt von den Antikérpern zunachst 5 min mit 100
Ml Nierentumormaterial unter einen Leuchtschirm gestellt. Anschliefiend wurden 5 pl
des Antikoérpergemisches aus CD45-FITC und CD3-APC zugegeben, gemischt und fiir
15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach den 15 min Inkubation wurden
in jedes Rohrchen 2 ml Lyse gegeben, um die Erythrozyten zu lysieren. Dieses
Gemisch wurde erneut gevortext und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
wurde die Suspension fiir 5 min mit 360 g zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und
2 ml PBS Gelafundin hinzugegeben. Dieser Arbeitsschritt, bestehend aus
Zentrifugieren, Abgielen und Zugabe von 2 ml PBS Gelafundin, wiederholte sich.
Abschlietend wurde das Zellgemisch erneut 5 min zentrifugiert, der Uberstand
abgegossen und 100 pl PBS dazugegeben. Die gefarbten Zellen befanden sich bis zur
Messung am Durchflusszytometer im Kihlschrank.

Zur Analyse der peripheren Blutlymphozyten aus Heparinblut wurden zunachst zum
Antikorpergemisch (Tabelle 3) 100 ul Patientenblut gegeben. Anschliellend wurden die

bei der TIL-Préparation bereits beschriebenen Arbeitsschritte durchgefuhrt.

Tabelle 3: TIL-Antikérperpanel:

Gemisch aus

FITC ul PE ul PerCP ul APC ul
Roéhrchen 1 Iso 5 Iso 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Rohrchen 2 | CD26 5 CD13 5 CD45 2,5 CD3 25
Rohrchen 3 | CD57 5 HLA-DR 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Rohrchen 4 | Va24 5 CD4 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Rohrchen 5 | CXCR3 5 CCR5 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Roéhrchen 6 | CD56 5 NKp44 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Rohrchen 7 CD8 5 CD28 5 CD45 2,5 CD3 2,5
Rohrchen 8 CD3 4,3 CD19 4,3 CD45 2,1 | CTLA4 | 4,3
Rohrchen 9 | CD107 5 CD69 5 CD45 2,5 CD3 25
Rohrchen CD45 2,5 - Vitalitats- CD3 2,5
10 Faktor
Roéhrchen CD7 3,75 CD4 3,75 CD3 3,75 CD8 3,75
11
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Danach erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der vorbereiteten Proben in einer
Gerateeinstellung fir 4-Farbmessung. Gemessen wurden die Parameter FSC, SSC
und die Fluoreszenzen FITC, PE, PerCP, APC. Das Lymphozytengate wurde im
Dotplot CD45 (Panleukozytenmarker) versus SSC gesetzt (Abb. 1A). Meist erfolgte
danach ein zusatzliches Gating auf CD3" T-Zellen (Abb. 1B). Ausnahme waren
Rohrchen 6 und 8, in denen NK-Zellen bzw. B-Zellen untersucht wurden. Die meisten
Marker wurden als prozentuale Anteile angegeben, wobei die Grenzen mit Hilfe der
Isotypkontrolle gesetzt wurden. Ein Beispiel zeigt Abb. 1C. Im Fall von CXCR3 und
CCR5 mit kontinuierlichen Intensitatsibergangen der Fluoreszenzen und annahernder
Normalverteilung wurde neben der Prozentwertangabe auch der geometrische

Mittelwert (Geo-Mean-Wert) des Fluoreszenzkanals berucksichtigt (Abb. 1D).
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Abb. 1: Visualisieren von TIL mittels durchflusszytometrischen Gatingstrategien: Die
Gruppe der Lymphozyten (rot) wird durch die CD45-Expression sowie die
Seitwartsstreulichteigenschaften (SSC) definiert (A). In B sind nur die Lymphozyten
abgebildet, von denen die CD3" T-Lymphozyten (blau) gegatet werden. Nur die CD3"
T-Lymphozyten werden zur Darstellung der CXCR3" T-Lymphozyten (rechter oberer
Quadrant) verwendet (C). Im Histogramm (D) kann die Intensitdt der CXCRS3-
Fluoreszenz (blau) anhand des Geo-Mean-Wertes bestimmt werden, wobei die Isotyp-
Kontrolle (weil3) als Vergleich dient.
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3.9  Anfertigung ultradiinner Paraffingewebeschnitte

Far alle immunhistochemischen Verfahren wurden von den formalinfixierten und in
Paraffin eingebetteten Gewebeblécken am Mikrotom 2 ym dinne Schnitte angefertigt,
auf zuvor mit 0,1-prozentiger Poly-L-Lysin-Lésung beschichteten Objekttragern
aufgebracht und bei 60°C Uber Nacht im Brutschrank getrocknet. Diese Arbeitsschritte
wurden durch die Mitarbeiter des Instituts flr Pathologie, Labor fir Immunhistologie

und Elektronenmikroskopie durchgefiihrt.

3.9.1 Immunhistochemische Farbungen an Paraffinschnitten

Nach der Anfertigung der Paraffinschnitte wurden diese mit Xylol entparaffiniert
(mindestens 2 x 5 min) und Uber eine absteigende Alkoholreihe bis zum Aqua dest.
gebracht. Entsprechend der Tabelle 4 wurden die Paraffinschnitte vorbehandelt.
Danach wurden die Schnitte mit destillietem Wasser auf Objekthaltern aufgezogen
und in einem Objekthaltestander befestigt. Das luftblasenfreie Aufziehen der
Objekttrager auf die Objekthalter wurde kontrolliert. Nach der erfolgreichen Kontrolle
wurden drei Tropfen eines Blockers auf alle Schnitte gebracht und fir 5 min inkubiert.
Anschlieend wurden 100 ul des jeweiligen Antikorpers auf die Schnitte pipettiert und
fur 30 min im Warmeschrank aufbewahrt. Im Anschluss daran kuihlten die
Paraffinschnitte fur 5 min ab. Dann wurden 2 ml PBS dazu gegeben. Nach 5 Minuten
wurden drei Tropfen Biotinyl (Antikdrper und Biotin) auf alle Schnitte getropft. Diese
inkubierten fir 15 min. AnschlieBend erfolgten die erneute Zugabe von 2 ml PBS und
eine Wartezeit von 5 min. Nun wurden drei Tropfen Streptavidin zur 15-mintigen
Inkubation sowie 2 ml PBS zugegeben, woran sich eine 5-mindtige Inkubationszeit
anschloss. Dann wurden pro Schnitt 1 ml AEC-Substrat (3-Amino-9-Ethylcarbazole-
Substrat) dazu getropft und fir 10 min inkubiert. Zum Schluss folgte eine
Hamalaunfarbung. Zur mikroskopischen Untersuchung und Konservierung der
gefarbten Schnitte wurden jeweils ein Tropfen eines Einschlussmediums und ein

Deckglas auf die Objekttrager aufgebracht.

Tabelle 4: Vorbehandlung der Paraffinschnitte flr die paraffingangigen Antikorper

Oberflachenmolekill Vorbehandlung Verdiinnung des Primarantikorpers
CD3 - 1:100
CD4 C 1:10
CD8 C 1:50
CD15 B Gebrauchsfertig
CD20 A (Wasserbad) 1:100
CD34 - 1:500
CD68 D 1:100
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Vorbehandlung:

A: 40 min in Natriumcitrat pH 6 (bei 94 °C), danach 20 min Abkulhlen im Kochpuffer

B: 30 min in Natriumcitrat pH 6, welches zuvor fir 20 min im Dampfgarer vorgewarmt
wurde, danach 20 min Abklihlen im Kochpuffer

C: 30 min in Natriumcitrat pH 9, welches zuvor fur 20 min im Dampfgarer vorgewarmt
wurde, danach 20 min Abkulihlen im Kochpuffer

D: 10 min 0,05 %-ige Pronase E in Tris-HCI + CaCl, bei 37° C

3.10 Statistische Analysen
Die statistische Auswertung der ermittelten Ergebnisse erfolgte mit dem
Statistikprogramm SPSS 19.0 fir Windows. Dabei wurde fir die dargestellten

Resultate ein Signifikanzniveau von 5 % festgelegt.

3.10.1 Mittelwertvergleiche

Mit Hilfe der Mittelwertvergleiche wurden die Zusammenhange zwischen den mittleren
prozentualen Anteilen verschiedener Oberflachenmolekile als abhangige Variablen
und den Grading-, TNM-Staging sowie Patientenalter als Unabhangige berechnet.
Zusatzlich wurde der Einfluss dieser unabhangigen Variablen als Kovariaten bei den
entsprechenden Untersuchungen bericksichtigt. Die signifikanten Zusammenhange
wurden Bonferroni korrigiert angegeben. Dabei waren die prozentualen Anteile der
Oberflachenmolekile als normalverteilt anzusehen.

Zur grafischen Darstellung der Zusammenhange zwischen den Expressionsmustern
verschiedener Oberflachenmolekile und Tumorgrading und -staging sowie Alter der
Patienten wurden Fehlerbalken gewahlt. Hierbei wurde der Mittelwert (MW) +
Standardfehler (SEM) abgebildet (Hatzinger und Nagel, 2009).

Fur den Vergleich der Oberflachenexpression verschiedener Molekiile zwischen TIL
und PBL wurde der t-Test fir gepaarte Stichproben eingesetzt. Die grafische
Darstellung der gewonnenen Unterschiede zwischen TIL und PBL erfolgte mit dem

Programm Sigma Plot 8.0.

3.10.2 Uberlebensstatistik

Um die Zusammenhange der Expressionsmuster verschiedener lymphozytarer
Oberflachenmolekiile mit dem Gesamtiberleben der Patienten zu analysieren, wurde
die Methode nach Kaplan-Meier verwendet. Im Allgemeinen bestimmt der Kaplan-
Meier-Schatzer (Produkt-Limit-Schatzer) die kumulative Wahrscheinlichkeit, dass
innerhalb eines Zeitintervalls ein bestimmtes Ereignis (z.B. Tod) nicht eintritt (Ziegler et

al., 2007). In dieser Studie ermittelte die Kaplan-Meier-Methode die kumulative
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Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient des Kollektivs innerhalb der festgelegten
Nachbeobachtungszeit bis zum 31.12.2010 bis zum jeweiligen Zeitpunkt nicht
verstorben war. Die Zeit von der Nierenentfernung durch die Operation bis zum Tod
oder bis zum Ende der Nachbeobachtung ergab die Uberlebenszeit des Patienten.
Dabei handelte es sich um (rechts-) zensierte Daten, da am Ende der
Nachbeobachtung nicht die Gesamtheit der Patienten verstorben war. Zur
Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Oberflachenmolekile auf die
Uberlebenszeit wurden entsprechend ihrer prozentualen Expressionsanteile fir jeden
Marker 3 Gruppen gebildet. Die Einteilung grindete sich auf Erfahrungen einer
Arbeitsgruppe des Instituts fir Medizinische Immunologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg aus immunologischen Untersuchungen von Tumoren (u.a. Riemann,
1997). Zur Analyse der Signifikanz der gewonnenen Unterschiede zwischen den
Gruppen wurde der Log-Rank-Test angewandt.

Mit der multivariaten Regressionsanalyse nach Cox wurde gleichfalls untersucht,
welchen Einfluss bestimmte lymphozytdre Oberflichenmolekiile auf die
Uberlebenswahrscheinlichkeit hatten. Dabei wurde zuséatzlich die Einflussnahme der
Kovariaten Grading, TNM-Stadium der Nierentumoren sowie Patientenalter zum
Operationszeitpunkt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit Uberpriift (Ziegler et al.,
2007).
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4. Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Tumorproben

Im Folgenden wurden die Daten aus 119 Nierentumoren ausgewertet. Die Pathologen
klassifizierten darunter 92 als hellzellige NZK (Tabelle 5).

Tabelle 5: Histologische Klassifikation der untersuchten Tumoren

Histologische Klassifikation Haufigkeit | Prozent

Hellzelliges NZK (A) 92 77,3

Papillares NZK (B) 6 5,1
Onkozytom (C) 6 5,1

Hellzelliges und papillares NZK (D) 4 3,4
Hellzelliges, fokal sarkomatoides NZK (E) 3 2,6
Unklassifizierbarer Nierentumor 2 1,7
Papillares Urothelkarzinom 1 0,8
Sarkomatoides NZK 1 0,8
Chromophobes NZK (F) 1 0,8
Nebennierenrindenkarzinom 1 0,8
Medullares Nierenkarzinom 1 0,8
Hellzelliges, sarkomatoides und papillares NZK 1 0,8
Gesamt 119 100

Die Gesamtheit der Nierentumorpatienten befand sich zum Operationszeitpunkt
zwischen 41 und 91 Jahren mit einem Altersmittelwert von 66,8 + 0,9 Jahren. Das
Durchschnittsalter der Patienten mit hellzelligem NZK lag mit 67,6 + 0,9 Jahren hdher.

4 von 10 Patienten mit hellzelligem NZK waren Frauen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Geschlechtsverteilung der Patienten mit hellzeligem NZK
Hellzelliges NZK
Frauen 39 (42,4 %)
Manner 53 (57,6 %)

Der Groldteil der hellzelligen NZK wurde als G2-Tumoren (Tabelle 7) im T1-Stadium
(Tabelle 8) eingestuft (entsprechend TNM-Klassifikation der UICC, Tabelle 10 im
Anhang).

Tabelle 7: Gradingstadien beim hellzelligen NZK
G1 G2 G3 G4 | Gesamt
Hellzelliges NZK 11 62 15 3 91

Tabelle 8: T-Stadien beim hellzelligen NZK
T1a | Tib| T2 | T3 | T3a | T3b | T4 | Gesamt
Hellzelliges NZK 27 | 26 | 8 3 10 18 [ O 92
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Die Klassifikation der befallenen regionaren Lymphknoten ergab 15 Patienten ohne
befallene Lymphknoten im Stadium NO (16,3 %) sowie 76 mit unbekanntem
Lymphknotenstadium NX (83,7 %).

Nach Beurteilung der Fernmetastasierung waren 9 Patienten im MO-Stadium (9,8 %), 8
im M1-Stadium (8,7 %), ein Patient im M2-Stadium (1,1 %), 74 im MX-Stadium (80,4
%), wobei die Fernmetastasen in Lunge (58,3 %) bei 7 Patienten, Leber (16,6 %) bei 2,
Nebenniere (16,6 %) bei 2 und kontralateralen Niere (8,3 %) bei einem Patienten
gefunden wurden.

Der Tumor konnte bei 76 Patienten (82,6 %) vollstandig entfernt werden. Bei 2
Patienten (2,2 %) wurde der Tumor als R1-Stadium und bei 3 Patienten (3,3 %) als R2-
Stadium nicht komplett reseziert. Fur 11 Patienten (12 %) wurden diesbezlglich keine
Angaben gefunden.

Alle Daten der folgenden Ergebnisse finden sich im Tabellenanhang ab Seite 59.

4.2. Durchflusszytometrische Charakterisierung der TIL

Fir T-Zellen (CD3"), B-Zellen (CD20"), NK-Zellen (CD3'CD56") erfolgten alle Angaben
in Prozent der Lymphozyten, flr die Oberflachenantigene CD4", CD8", CD13", CD26",
CD28", CD57*, CD69*, CD107", CCR5", CXCR3", CTLA-4", HLA-DR®, Va24" in
Prozent der T- Lymphozyten, fir CD4"CD7" und Va24" in Prozent der T-Helferzellen,
fur NKp44™ in Prozent der NK-Zellen und fiir CD8"CD7" sowie CD28" in Prozent der
CD8" T-Zellen. Die Bestimmung der Zellvitalitat ergab einen Anteil von 97,6 + 0,35 %

vitaler Zellen an allen T-Zellen.

421 Vergleich der Expressionsmuster in histologisch differenten
Nierentumoren

Nachfolgend wurden Lymphozyten aus histologisch verschiedenen Nierentumortypen
verglichen. In diesen Vergleich wurden neben gemischtzelligen Karzinomen (D, E)
auch das benigne Onkozytom (C) einbezogen (Tabelle 5 auf Seite 20 und Tabelle 11
im Anhang).

Beim Vergleich des hellzelligen NZK mit dem Onkozytom (t-Test bei unabhangigen
Stichproben) wurden fir den Anteil an NK-Zellen signifikant héhere Werte im
Onkozytom als im hellzelligen NZK erfasst. Im Gegensatz dazu wurden flr folgende
Oberflachenmolekiile signifikant héhere Anteile beim hellzelligen NZK gemessen (Abb.
3, Tabelle 12): T-Zellen, CD4" T-Zellen, CD13" T-Zellen, CD26" T-Zellen, CD28" T-
Zellen, CD69" T-Zellen, CD107" T-Zellen, HLA-DR" T-Zellen, CD8*/CD28" T-Zellen.
Abb. 2 visualisiert die Anteile an NK-, B- und T-Zellen vergleichend zwischen

Onkozytom und hellzelligem NZK in einem Kreisdiagramm. Wahrend 75 % der
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Lymphozyten im hellzelligen NZK T-Zellen waren, fand sich im Onkozytom ein fast
ausgeglichenes Verhaltnis von T- und NK-Zellen. Dabei ist zu beachten, dass die
anhand der Paraffinschnitte ermittelten Absolutwerte der T-Zellen im Onkozytom
geringer waren als die im hellzelligen NZK (Tabelle 27). Wahrend in dem einen
untersuchten Onkozytom 20 intratumorale und 30 peritumorale T-Zellen beobachtet
wurden, waren es in den hellzelligen NZK 105 intra- bzw. 74 peritumorale T-Zellen.
Weiterhin wurde im hellzelligen NZK eine hohere Anzahl an Makrophagen (CD68") als
im Onkozytom detektiert. Dabei Gberstieg die Makrophagenanzahl im hellzelligen NZK
deutlich die der T-Zellen. Zudem wurde im Vergleich zum hellzelligen NZK vor allem

der peritumorale GefaRreichtum (CD34") des Onkozytoms deutlich.

Onkozytom Hellzelliges NZK
.NK-
Zellen
EB-Zellen
ET-Zellen

Abb. 2: Vergleich der T-, B-, NK- Zellanteile zwischen Onkozytom und hellzelligem
NZK (in % der Lymphozyten)
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Abb. 3: Unterschiede in der Lymphozyteninfiltration zwischen Onkozytom (OZT) und
hellzelligem NZK (hNZK) (in % der T-Zellen, MW + SEM)
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4.2.2 Korrelation des TIL-Phanotyps mit dem Grading

Zur Darstellung der Zusammenhdnge zwischen den prozentualen Anteilen
verschiedener zellularer Oberflachenmarker und den Gradingstadien wurden univariate
Varianzanalysen mit den adjustierten Faktoren T-Stadium und Patientenalter
durchgefiihrt (Tabelle 13 im Anhang). Dabei wurden die drei Gruppen Grading 1,
Grading 2 und Grading 3/4 miteinander verglichen. Aufgrund der geringen
Patientenzahl mit Grading 4 wurden Grading 3- und Grading 4-Tumoren zu einer
Gruppe zusammengefasst. Um die Immunzellinfiliration eines dem nicht tumords
veranderten Nierengewebe ahnlichen Gewebes zu erfassen, wurden parallel zu den
Ergebnissen des hellzelligen NZK  die prozentualen Anteile der
Lymphozytensubpopulationen fir das benigne Onkozytom dargestellt (Abb. 4).
Allerdings gingen die Daten der Onkozytome nicht in die univariate Varianzanalyse ein.
Im Folgenden sind signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Grading- und
TNM-Stadien sowie Altersgruppen mit folgendem Symbol gekennzeichnet: *.

Patienten mit gut differenzierten Tumoren (Grading 1) zeigten einen hoheren
prozentualen NK-Zellanteil als solche mit schlecht differenzierten Tumoren (Grading
3/4), wobei das benigne Onkozytom den hochsten Anteil an NK-Zellen aufwies.
Weiterhin fanden sich bei den Grading 1-Tumoren hdhere Anteile immunseneszenter
Zellen, wie CD57" T-Zellen und CD4'CD7 T-Zellen. Fir schlecht differenzierte
Tumoren wurden hohere Anteile an NKp44® NK-Zellen, an CD69" T-Zellen sowie an
CTLA-4" T-Zellen erfasst.
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Abb. 4. Zusammenhange zwischen TIL-Phanotyp und Grading beim hellzelligen NZK
(MW + SEM)
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4.2.3 Korrelation des TIL-Phanotyps mit dem TNM-Staging

Nach der TNM-Klassifikation (Tabelle 10 auf Seite 58) sind T1- und T2-Tumore auf die
Niere begrenzt, wobei solche im Stadium T1a kleiner 4 cm, die im T1b-Stadium
zwischen 4 und 7 cm und T2-Tumore mehr als 7 cm messen. Tumoren im Stadium T3
infiltrieren das umliegende Gewebe, wie grolere Venen, Nebenniere(n) oder das
perirenale Gewebe, breiten sich jedoch nicht Uber die Gerota-Faszie aus. Die
folgenden Ergebnisse wurden mittels univariater Varianzanalyse und Adjustierung des
Gradings und Patientenalters ermittelt.

Durch die Analyse der Zusammenhange zwischen lymphozytdrem Phanotyp und T-
Stadium konnte gezeigt werden, dass sich die Anteile NKp44® NK-Zellen, CD69" T-
Zellen und CD107" T-Zellen mit der TumorgroRe erhohten (Tabelle 14). Tumore im
T1a-Stadium wiesen einen héheren Anteil an CD4°CD7" T-Zellen als T3-Tumore auf.
Dagegen waren bei T3-Tumoren hohere prozentuale Anteile an CTLA-4" T-Zellen zu
finden, wobei durchschnittlich nur 1 % der T-Zellen CTLA-4 trugen (Abb. 5).
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Abb. 5: Zusammenhange zwischen TIL-Phanotyp und T-Stadien beim hellzelligen NZK
(MW + SEM)

Um die Anteile verschiedener Oberflachenmolekile im Zusammenhang mit einer
Metastasierung abzuschatzen, wurden die Beziehungen zwischen TIL und M-Stadien
untersucht (Tabelle 15). Dabei ist darauf hinzuweisen, dass die exakte M-Klassifikation
haufig nicht bekannt war. Die Berechnung der Zusammenhange zwischen TIL-
Phanotyp und Metastasierungsstadien erfolgte nach der univariaten Varianzanalyse
ohne Adjustierung. Aufgrund der geringen Fallzahl mit bekannter Metastasierung und
dem daraus resultierenden Zusammenschluss der metastasierten Tumoren (M1 und
M2) zu einer Gruppe, konnten nur zwei Gruppen miteinander verglichen werden.

Dadurch war eine Adjustierung statistisch nicht mdglich.
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Innerhalb des kleinen Kollektivs mit bekanntem Metastasierungsverhalten (n = 18)
ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen MO- und M1/M2-Stadien fiir HLA-DR"
T-Zellen und fir die mittlere Fluoreszenzintensitat von CXCR3 auf T-Zellen (Mean-

Wert) mit jeweils hdheren Anteilen bei nicht metastasierten Tumoren (Abb. 6).
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Abb. 6: Zusammenhange zwischen TIL-Phanotyp und Metastasierung beim hellzelligen
NZK (MW £ SEM)

4.2.4 Korrelation des TIL-Phanotyps mit dem Patientenalter

Tabelle 16 zeigt die Ergebnisse, bei denen beim Vergleich verschiedener
Oberflachenmolekile auf TIL bei Patienten unter 58 Jahren (n = 12) mit denen tber 70
Jahren (n = 34) keine signifikanten Unterschiede ermittelt wurden. Die Berechnungen
erfolgten mittels univariater Varianzanalyse und Adjustierung fir Grading und T-
Stadium. Beschreibend wurden Tumoren jingerer Patienten von hdheren Anteilen
CD26" T-Zellen und CD28" T-Zellen infiltriert. Patienten Gber 70 Jahren verfligten lber
hohere Anteile CD8" T-Zellen, CD57" T-Zellen und CD69" T-Zellen.

4.3  Durchflusszytometrische Charakterisierung der PBL

Parallel zu Nierentumoren wurden 57 Blutproben untersucht. Dabei waren 44 (77,2 %)
von Patienten mit hellzeligem NZK. Die Patienten mit hellzeligem NZK wiesen ein
Durchschnittsalter von 65,1 + 1,4 Jahren auf. Die Absolutwerte der Lymphozyten lagen
im altersentsprechenden Normbereich (Tabelle 9). Als Kontrollgruppe dienten dabei 20
gesunde Patienten ohne Tumorerkrankung mit einem Durchschnittsalter von 59 Jahren
(Spanne 40-78 Jahre, Hase et al., 2011).



Ergebnisse 26

Tabelle 9: Vergleich der PBL-Absolutwerte mit altersentsprechenden Normwerten (MW
+ SEM, Hase et al., 2011)

Patientenblut (Zellen/pl) Normwert (Zellen/ul)
NK-Zellen 395149 223127
B-Zellen 205122 197121
T-Zellen 1.395+89 1.251+90
CD4+ Helferzellen 844+48 817+68
CD8+ zytotoxische T-Zellen 533154 434150
Ratio CD4:CD8 1,58+0,2 1,88+0,06

Die Berechnung der Zusammenhange zwischen PBL-Phanotyp und Grading, TNM-
Staging sowie Patientenalter erfolgten analog der Berechnungen zum TIL-Phanotyp
(Seiten 22-25).

4.3.1 Korrelation des PBL-Phanotyps mit dem Grading

Patienten mit gut und maRig differenzierten G1/G2-Tumoren (n = 30) zeigten im Blut
einen geringeren prozentualen Anteil NKp44® NK-Zellen im Vergleich zu schlecht
differenzierten und undifferenzierten G3/G4-Tumoren (n = 13). Dabei boten
Onkozytome den geringsten Anteil an NKp44* NK-Zellen. Weiterhin wurde ein héherer
Anteil Va24"* T-Zellen im Patientenblut bei gut und maRig differenzierten im Vergleich
zu schlecht differenzierten und undifferenzierten G3/G4-Tumoren gemessen. Aufgrund
der geringen Anzahl an G1-Tumoren wurden G1- und G2-Tumoren zu einer Gruppe

zusammengefasst (Abb. 7, Tabelle 17).
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Abb. 7: Zusammenhange zwischen PBL-Phanotyp und Grading beim hellzelligen NZK
(MW = SEM)

4.3.2 Korrelation des PBL-Phédnotyps mit dem TNM-Staging
Bei der Darstellung der Lymphozytensubpopulationen in den einzelnen T-Stadien (Abb.
8 und 9, Tabelle 18) nahmen die Absolutwerte fir B- und T-Zellen sowie fur CD4" T-
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Zellen im Blut bei lokal fortgeschrittenen T2-Tumoren im Vergleich zu T1a- und T1b-
Tumoren ab. Im Gegensatz dazu stiegen sowohl die prozentualen Anteile als auch die
Absolutwerte fir Va24* NKT-Zellen mit zunehmender lokaler TumorgréRe an. Sowohl
fir CD26%, CD28" als auch CXCR3* T-Zellen wurden hohere Anteile in lokal

begrenzten Tumoren als in infiltrativ wachsenden Tumoren festgestellt (Tabelle 18).
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Abb. 8: Zusammenhange zwischen PBL-Phanotyp und T-Stadien beim hellzelligen
NZK (Absolutzahlen, MW + SEM in Zellen/ul)

CTLA-4" T-Zellen und die mittlere Fluoreszenzintensitat von CXCR3 auf T-Zellen
unterschieden sich zwischen MO (n = 2) und M1/2 (n = 5), indem metastasierte
Tumoren einen hoheren Anteil CTLA-4" T-Zellen und einen geringeren (Geo-) Mean-
Wert fir CXCR3" T-Zellen aufwiesen (Abb. 9, Tabelle 19). Ebenso korrelierte eine
sinkende CXCR3-Fluoreszenzintensitat auf TIL mit der Tumormetastasierung (siehe

Abb. 6).
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Metastasierung beim hellzelligen NZK (prozentuale Anteile, MW + SEM)
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4.3.3 Korrelation des PBL-Phanotyps mit dem Patientenalter

sowie

Der Vergleich der PBL zwischen Patienten unter 58 Jahren mit Patienten Uber 70

Jahren zeigte bei den jliingeren Patienten fir T-Zellen, CD8" T-Zellen, CD57" T-Zellen,
CCR5" T-Zellen, HLA-DR" T-Zellen und CD4"CD7" T-Zellen hohere Absolutwerte (Abb.
10, Tabelle 20). Im Blut der Uber 70-Jahrigen mit hellzelligem NZK wurden geringere

Anteile an CD8" T-Zellen und CD57" T-Zellen sowie hohere prozentuale Anteile an B-
Zellen, CD4" T-Zellen, CD28" T-Zellen und CD8'/CD28" T-Zellen gemessen (Abb. 11).

2500

1000

1000

c
2000T 800T 800T 800T 800T 2 4001
Q
I c I s S § Irl,
2 2 = ° o
e 15001 = 6001 ® 6001 © 6001 N 6001 > 3001
2 N N N ~ £
© |; - L + I [o2]
S A AR & g
[ i © i 5 i 4 a | v s
10004 a 4001 D 4001 Y 400 T 4001 N~ 2007
I 3) 3] Q < a
o O = o 3
T T
500T 200T 2007 200T 2007 E 1001
[ ]
o= o =% o5 - %
v R v %X v R v X v R v R
Abb. 10: Zusammenhange zwischen PBL-Phanotyp und Patientenalter beim

hellzelligen NZK (Absolutzahlen, MW + SEM in Zellen/ul)
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Abb. 11: Zusammenhange zwischen PBL-Phanotyp und Patientenalter beim
hellzelligen NZK (prozentuale Anteile, MW + SEM)

4.4  Vergleich des TIL- und PBL-Phanotyps

Die vergleichenden Berechnungen zur Erfassung der unterschiedlichen prozentualen
Anteile verschiedener Oberflachenantigene auf TIL und PBL wurden mit dem t-Test fir
gepaarte Stichproben durchgefihrt (Tabelle 21). Zusammenfassend waren die
prozentualen Anteile fir folgende Oberflachenantigene signifikant héher bei TIL als bei
PBL: T-Zellen, CD8", CD13*, CD57", CD69", CD107*, CCR5", CXCR3", CTLA-4",
HLA-DR*, NKp44®, CD4'CD7, CD8'CD7. Bei nachstehenden Markermolekilen
verhielt es sich anders mit signifikant hdheren Anteilen bei PBL als bei TIL: B-Zellen,
CD4", CD26", CD28" (Abb. 12). Fiir CD56" NK-Zellen und Va24" NKT-Zellen konnten

keine signifikanten Unterschiede errechnet werden.
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Abb. 12: Beispiele fur Unterschiede zwischen TIL- und PBL-Phanotyp beim hellzelligen
NZK
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4.5 Anfarbung der Immunzellinfiltrate in Paraffinschnitten und Korrelation mit
Grading, TNM-Staging und Patientenalter

Aufgrund der Ergebnisdarstellung verschiedener Oberflachenmolekile auf TIL und
PBL in prozentualen Angaben wurden Zusatzinformationen in Form absoluter
Immunzellwerte mit Hilfe der immunhistochemischen Anfarbung von Paraffinschnitten
verschiedener Nierentumoren gewonnen (Tabelle 22). Die folgenden Resultate
erganzten die mit der Durchflusszytometrie gewonnenen relativen Anteile. Zusatzlich
wurden Makrophagen (CD68), myeloide Zellen (CD15) und Gefale (CD34) angefarbt.

Die mikroskopische Auswertung der immunhistochemisch gefarbten
Paraffingewebeschnitte erfolgte bei 100-facher VergroRerung in 2,5 mm? messenden
Bildausschnitten. Dabei wurden die gezahlten, positiv gefarbten Zellen mit Grading,
TNM-Staging und Patientenalter korreliert. Es wurden separat die Zellen im Tumor
(intratumoral) und um den Tumor in den Bindegewebssepten (peritumoral) in jeweils 10
Ausschnitten gemessen und fir jeden Tumor der Mittelwert aus diesen
Einzelausschnitten erfasst. Die Abb. 13 und 14 zeigen beispielhaft Ausschnitte aus

angefarbten Paraffinschnitten.

Abb. 13: Immunhistochemische Abb. 14: Immunhistochemische
CD3-Farbung im hellzelligen CD34-Farbung im hellzelligen
NZK (200-fach vergréfRert) NZK (100-fach vergréfRert)

Fur CD3", CD8", CD68", CD15" Zellen lieR sich im hellzelligen NZK eine signifikant
héhere intratumorale Anzahl vergleichend mit der peritumoralen Infiltration messen. Bei
CD20" Zellen war die peritumorale Anzahl signifikant hoher. Fiir T-Helferzellen (CD4")
und Gefale (CD34") wurden keine signifikanten Unterschiede gewonnen.

Zur statistischen Auswertung der Zusammenhange zwischen intra- und peritumoralen
Immunzellinfiltraten und Grading, TNM-Staging sowie Alter wurde die univariate
Varianzanalyse mit adjustierten Faktoren Grading, T-Stadium und Alter angewandt.
Dabei wurden fur schlecht differenzierte Tumoren (n = 9) eine héhere Anzahl an T-
Zellen im Tumor und um den Tumor, an CD4" Zellen peritumoral, an CD8"
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intratumoralen Zellen, an CD20" intratumoralen Zellen sowie an CD68" Zellen

peritumoral erfasst (Abb. 15, Tabelle 23).
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Abb. 15: Zusammenhange zwischen Immunzellinfiltraten und Grading beim hellzelligen
NZK (Immunhistochemie, MW + SEM)

Bei der Untersuchung moglicher Zusammenhange zwischen der Immunzellinfiltration
und der TumorgrofRe (Abb. 16, Tabelle 24) wurde festgestellt, dass kleine T1b-
Tumoren (n = 18) eine signifikant niedrigere Anzahl CD3" Zellen im Tumor und um den
Tumor aufwiesen als T2-Tumoren (n = 6). Im Vergleich zu Tumoren gréRer 7 cm (T2)
wurde in solchen kleiner 7 cm (T1) eine signifikant geringere Anzahl CD68" Zellen
peritumoral gemessen. Der Gefalistatus war in T1-Tumoren sparlicher ausgepragt als

bei infiltrativ wachsenden T3-Tumoren (n = 20).

300 300 300 300
*
I__I
250+ * 250+ 250+ % 250+
— —
*
© * = © —h ©
5 2007 —h S 2001 5 2001 o 5 2004
£ g * £ —h £
3 =S f 1 = 3
- - * = =
®© 1501 ‘= 1501 —4 = 150t i 150+
I 8 a a
«> 2 2 3
0O 100t 100+ Q 100t o 100t
501 50+ 501 50T
{ —
*
ol4—+—+—+ ol 4——+—+ o ol 4+———+
Sa3P gapp gagp gapp
- - - - - - - -

Abb. 16: Zusammenhange zwischen Immunzellinfiltraten und T-Stadien beim
hellzelligen NZK (Immunhistochemie, MW + SEM)
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Beim Vergleich der Paraffinschnitte von Patienten ohne (M0O) und mit Metastasen
(M1/M2) konnte peritumoral eine signifikant héhere Anzahl an T-Helferzellen (CD4")
und an GefaRen (CD34") bei MO (n = 9) als bei M1/M2 (n = 7) gefunden werden.
Weiterhin wurde peritumoral eine hohere Anzahl an Makrophagen (CD68") bei
metastasierten als bei nicht metastasierten Tumoren gemessen (Abb. 17, Tabelle 25).

Patienten unter 58 Jahren (n = 7) wiesen eine signifikant hohere Anzahl an

peritumoralen CD8" Zellen als Patienten tber 70 Jahren auf (n = 23, Tabelle 26).
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Abb. 17: Zusammenhange zwischen Immunzellinfiltraten und Metastasierung sowie
Patientenalter beim hellzelligen NZK (Immunhistochemie, MW + SEM)

4.6 Uberlebensanalysen beim hellzelligen Nierenzellkarzinom

Um prognostisch relevante lymphozytare Oberflachenmolekile zu identifizieren,
wurden die Zusammenhange zwischen der Gesamtiberlebenszeit der Patienten mit
hellzeligem NZK und der Tumorinfiltration durch Immunzellen analysiert. Die
Uberlebensdauer ergab sich aus dem Zeitraum vom Operationstag bis zum Todestag
bzw. zur letzten Vorstellung bei den behandelnden Urologen oder Hausarzten und lag
durchschnittlich bei 25,6 Monaten (Spanne: 0-58 Monate). Es erfolgte fir jedes
Oberflachenantigen eine Einteilung in drei Gruppen, um einen mdglichen Einfluss auf
das Uberleben der Patienten darzustellen. Die Festlegung der Grenzen basierte auf
Erfahrungswerten. Die Zuordnung in die jeweilige Gruppe richtete sich nach den
prozentualen Anteilen verschiedener Oberflachenantigene auf Lymphozyten und
erfolgte in die Gruppen gering (Gruppe 1), moderat (Gruppe 2) und stark (Gruppe 3).
Die Ergebnisse wurden sowohl mit der univariaten Analyse (Kaplan-Meier-Schatzung)
als auch mit der multivariaten Analyse (Cox-Regressionsmodell) und den adjustierten

Faktoren Grading, T-Stadium und Patientenalter berechnet. Bis zum festgelegten
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Stichtag der letzten Nachkontrolle (31.12.2010) lebten 63 Patienten (68,5 %) und
waren 18 Patienten verstorben (19,6%). Fur 11 Patienten (12,0 %) waren keine
Informationen zum Uberleben verfiigbar.

Nach den durchgefiihrten multivariaten Analysen wiesen Patienten mit hohen Anteilen
an CD56" NK-Zellen, CXCR3" T-Zellen und HLA-DR" T-Zellen eine signifikant hohere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit geringeren Anteilen auf (Abb. 18,
Tabelle 28 im Anhang). Dabei zeigten Patienten mit einem unter 15-prozentigen Anteil
an CD56" NK-Zellen vergleichend mit Patienten mit Anteilen (iber 25 % ein 10-fach
erhdhtes relatives Risiko, am hellzelligen NZK zu versterben. Fir Patienten mit einem
unter 55-prozentigen Anteil an CXCR3" T-Zellen wurde ein 3-fach erhohtes relatives
Sterberisiko als fir die mit einem Uber 80-prozentigen Anteil errechnet. Ein sogar 21-
fach erhdhtes relatives Risiko wurde fur am NZK Erkrankte mit einem Anteil an HLA-
DR" T-Zellen unter 55 % im Vergleich zu denen mit Gber 70 % ermittelt.

Sowohl fiir CD13" T-Zellen als auch fir CD26" T-Zellen wurde fiir moderate Anteile
(Gruppe 2) die schlechteste Uberlebenswahrscheinlichkeit berechnet. Hohe Anteile an

Vo24" T-Zellen waren ebenfalls mit einer schlechten Uberlebenswahrscheinlichkeit

assoziiert.
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Abb. 18: Uberlebenskurven: Ergebnisse der multivariaten Analyse (Cox-Regression)
fur verschiedene Lymphozytensubpopulationen bei Patienten mit hellzelligem NZK. Es
wird die Wahrscheinlichkeit gezeigt, dass ein Patient eine Zeit nach OP (in Monaten)
Uberlebt.
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Fortsetzung Abb. 18: Uberlebenskurven

AbschlieRend lieRen sich mittels Kaplan-Meier-Schatzung folgende Tendenzen
ableiten: Patienten mit geringeren Anteilen an CD4" T-Zellen lebten langer als
Patienten mit hoheren Anteilen. Weiterhin kénnte ein hoher Anteil CD107" T-Zellen
sowie CD8'CD7- negativer T-Zellen mit einer héheren Uberlebenswahrscheinlichkeit
assoziiert sein.

Neben der Uberlebensanalyse mit den durchflusszytometrisch gewonnenen Daten der
TIL wurden zusatzlich Statistiken zur Uberlebenswahrscheinlichkeit anhand der
ausgezahlten Immunzellen in Paraffinschnitten berechnet. Nach den univariaten und
multivariaten Analysen konnten keine signifikanten Zusammenhange zwischen
Gesamtlberleben und Anzahl der intratumoral und peritumoral gemessenen, mit

Oberflachenmolekilen besetzten Zellen gesichert werden (Tabelle 29).
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5. Diskussion

5.1 Charakterisierung der Patienten mit Nierenzellkarzinom

Im Patientenkollektiv dieser Arbeit waren 77 % aller gewonnenen Tumoren hellzellige
NZK. Dies entsprach dem in der Literatur beschriebenen Anteil (Zigeuner, 2009).
Auferdem glich der Altersmittelwert der Patienten dieser Studie dem gezeigten
Altersgipfel dieser Tumorerkrankung zwischen 50 und 70 Jahren (Wechsel et al.,
2000). Ferner wurde das bekannte Geschlechtsverhaltnis von 3 erkrankten Mannern
zu 2 erkrankten Frauen deutlich (Husmann, 2010). Diese Ergebnisse belegen, dass in

dieser Untersuchung ein reprasentatives Patientenkollektiv gepruft wurde.

5.1.1 Risikostratefizierung erkrankter Patienten

Eine Prognoseeinschatzung kann durch die postoperativ vorliegenden Informationen
Uber Tumorstadium, Grading und histologischen Subtyp vorgenommen werden.
Dadurch koénnen Risikopatienten identifiziert werden. Bereits durch das lokale
Tumorwachstum koénnen Aussagen beziglich des tumorspezifischen 5-Jahres-
Uberleben getroffen werden (Frank et al., 2005). Dabei (iberleben Patienten mit einem
pT1a-Tumor zu 97 %, Patienten mit pT1b-Tumor zu 87 %, bei pT2-Tumor 71 %, bei
pT3a-Tumor 53 % und bei pT3b-Tumor 44 % der Patienten. Nur noch 20 % der
Patienten mit pT4-Tumoren sind nach den nachsten 5 Jahren am Leben (Frank et al.,
2005). Zur Beurteilung der Prognose hinsichtlich des progressionsfreien oder tumor-
spezifischen Uberlebens stehen mittlerweile detailliertere Prognosescores zur
Verfuigung, die durch Kombination verschiedener klinischer Parameter eine Ri-
sikostratifizierung ermdglichen. Der Mainzer-Prognose-Score stellt einen umfassenden
Ansatz zur Prognoseabschatzung bei Patienten mit hellzelligem NZK dar (Storkel,
1993). Dabei werden die Patienten nach anatomischer Tumorausbreitung, Grading,
Zelltyp, Wachstumsform des Tumors und Alter stratifiziert. Fir jeden Parameter wird
jeweils ein Punktwert vergeben. Die Addition der Einzelpunkte ergibt eine
Gesamtpunktzahl mit der dazugehorigen 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die
Prognose der Patienten mit metastasierter Nierentumorerkrankung schatzt man nach
den Motzer-Kriterien des Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC) ein.
Robert Motzer definierte 5 wichtige Risikofaktoren: erhéhter Laktatdehydrogenasewert,
erniedrigter Hamoglobinwert, erhoéhte korrigierte Serumkalziumwerte, reduzierter
Allgemeinzustand (niedriger Karnofsky-Index), Zeit zwischen Tumornephrektomie und
Metastasenentstehung weniger als ein Jahr. Fir Patienten ohne Risikofaktor wurde
eine mittlere Uberlebenszeit (MUZ) von 30 Monaten, mit 1 oder 2 Risikofaktoren eine
MUZ von 14 Monaten und mit 3 oder mehr Risikofaktoren eine MUZ von 5 Monaten

ermittelt (Motzer et al., 2002). Problematisch ist, dass bisher kein internationaler
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Konsens Uber die Verwendung einer einheitlichen Risikoklassifizierung besteht. Zudem
stellen viele dieser Risikofaktoren unspezifische Laborwerte dar, die bei einer Reihe
von Erkrankungen verandert sein konnen. Nicht zuletzt aus diesen Griinden wurden in
dieser Arbeit die prozentualen Anteile verschiedener Oberflachenmarker im Tumor und

Blut als potentielle Prognosefaktoren untersucht.

5.2 TIL-Vergleich zwischen Onkozytom und hellzelligem Nierenzellkarzinom
Das Onkozytom leistet mit 5,1 % aller in dieser Studie untersuchten Tumoren neben
dem papillaren NZK den grofiten Beitrag zu den nicht hellzelligen Nierentumoren. Der
Anteil der erkrankten Patienten von etwa 5 % stimmt dabei mit dem in der Literatur
beschriebenen berein (Yusenko et al., 2010). Weiterhin ist bekannt, dass Patienten
mit Onkozytom zum Zeitpunkt der Diagnose alter sind als Patienten mit hellzelligem
NZK (Yusenko et al., 2010). In dieser Untersuchung lie® sich der Unterschied mit
einem Durchschnittsalter von 70,2 Jahren bei Patienten mit Onkozytom und 67,6
Jahren bei Patienten mit hellzelligem NZK erkennen. Allerdings wurde beobachtet,
dass Onkozytome sehr langsam wachsen und der Krankheitsbeginn meist bereits
zwischen 30 und 50 Jahren liegt (Yusenko et al., 2010).

Als  benigner Tumor bietet sich das Onkozytom zum Vergleich der
Lymphozyteninfiltration mit malignen Nierentumoren an. Anhand der Studienresultate
wurde verdeutlicht, dass sich das Onkozytom und das hellzellige NZK sowohl in ihrer
lymphozytdren Zusammensetzung als auch in der Expression funktioneller
Markermolekile unterscheiden. In der Literatur sind bisher nur wenige Daten zur
lymphozytaren Infiltration beim Onkozytom bekannt. Stdrkel und Mitarbeiter zeigten
anhand von Paraffinschnitten eine geringere lymphozytare Infiltration in Onkozytomen
im Vergleich zu hellzelligen NZK (1992). In der vorliegenden Arbeit wurde beim
Vergleich der Immunzellinfiltration anhand von Paraffinschnitten im hellzelligen NZK
eine hohere Anzahl an T-Zellen (CD3"), CD4" T-Zellen, CD8" T-Zellen, Makrophagen
(CD68") und myeloiden Zellen (CD15%) als im Onkozytom gemessen. Allerdings war fiir
diese Gegenuberstellung nur ein Onkozytom verfiigbar. Die beschriebenen Ergebnisse
mussen zukinftig durch ein groReres Onkozytomkollektiv gestitzt werden, da letztlich
die erhaltenen Daten aufgrund der geringen Fallzahl nicht reprasentativ sein kdnnten.
Insgesamt veranschaulichen die durch immunhistochemische Farbungen an
Paraffinschnitten gewonnenen Resultate, dass das benigne Onkozytom im Vergleich
zum hellzelligen NZK in geringerem Mafle von aktivierten und zytotoxischen T-
Lymphozyten, Makrophagen (CD68") und myeloiden Zellen (CD15") infiltriert wird.
Dank der durchflusszytometrischen Ergebnisse wurde offensichtlich, dass das

hellzellige NZK im Vergleich zum Onkozytom zu hdheren prozentualen Anteilen von
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CD4", CD13", CD26", CD28*, CD69*, CD107" und HLA-DR" T-Zellen infiltriert wird.
Dagegen wurden im Onkozytom hdhere Anteile an NK-Zellen entdeckt. Leider konnten,
aufgrund fehlender Kompatibilitat zwischen CD56-Antikérper und Farbetechnik, NK-
Zellen nicht an Paraffinschnitten untersucht werden. Deshalb bleibt unklar, ob der
prozentuale T-Zellanstieg beim hellzelligen NZK zu einem prozentualen NK-Zell-
Ruckgang fuhrt oder ob das hellzellige NZK tatsachlich von einer geringeren Anzahl an
NK-Zellen infiltriert wird. Die protektive Funktion der NK-Zellen wahrend der
Krankheitsentwicklung (Kowalcyzk et al., 1997) kdnnte eine starkere NK-Zellinfiltration
im benignen Onkozytom im Vergleich zum malignen, hellzelligen NZK erklaren.

Da es nicht moglich war, Lymphozyten aus gesundem Nierenparenchym zu
analysieren, kénnten die Ergebnisse der Onkozytome eine gute Basis fir den
Vergleich zwischen Normalgewebe und NZK bieten. Schlieflich bildet das Onkozytom
als benigner Tumor den histologischen Typ, welcher aus dem Kollektiv der
untersuchten Tumoren dem nicht-tumoralen Nierenparenchym am meisten ahnelt. Aus
der Literatur ist bekannt, dass das gesunde Nierenparenchym, &hnlich dem
Onkozytom, kaum von T-Lymphozyten infiltriert wird (Schlésser, 2008). In zuklnftigen
Arbeiten koénnte eine vergleichende Charakterisierung der Immunzellinfiltration
zwischen hellzelligem NZK und Normalgewebe der Niere erprobt werden. Dies ware
ein Versuch, den Einfluss des Tumors auf die Immunzellinfiltration der Niere starker
abzubilden. Aber auch in Zukunft wird sich die Gewinnung von Nierennormalgewebe
schwierig gestalten. Eine Moglichkeit bestéande, indem Gewebsproben von Patienten
mit NZK durch radikale Tumornephrektomie gewonnen, Tumormaterial von einem
Nierenpol und Normalgewebe von einem moglichst fern liegenden, anderen Pol
reseziert wirden. Allerdings ist dieses Prozedere nicht bei Patienten praktikabel, die
durch die zunehmend haufiger angewandte, partielle Tumornephrektomie operiert
werden. Es ist zudem nicht sicher, inwieweit ,normales/gesundes® Gewebe auch
wirklich ,normal/gesund® ist. Auflerdem wirde diese Methode den Einsatz von

Kollagenase bedingen und dadurch zur Reduktion der Oberflachenmolekiile fiihren.

5.3  Prognostische Relevanz von Lymphozyteninfiltraten im
Nierenzellkarzinom

Die Lymphozytenphanotypisierung ermdoglicht es, Aussagen Uber den Zustand des

Immunsystems und die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit NZK zu treffen.

Die gewonnenen Erkenntnisse kdnnten in zunehmendem Male in die Beratung der

Patienten und in die Therapieentscheidung einflieBen. Da im klinischen Alltag

Blutproben einfacher als Tumorresektate zu gewinnen sind, war es wichtig, neben dem

Expressionsverhalten verschiedener Oberflachenmolekile auf TIL auch deren
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Zusammensetzung im peripheren Blut zu erfassen. Dadurch konnte kontrolliert
werden, inwieweit TIL-relevante Zusammenhange auch fir PBL zutreffen. SchlieRlich
konnen wachsende Tumoren die Aktivitdt der Effektorlymphozyten beeinflussen, die
Zusammensetzung der Immunzellinfitrate  modulieren, wobei sich  diese
regulatorischen Effekte wahrend der Krankheitsprogression auf die periphere
Blutzirkulation ausbreiten kdnnen.

In Ubereinstimmung mit anderen Autoren nahmen T-Zellen unter den TIL in der
vorliegenden Untersuchung den gréten Anteil ein, gefolgt von B- und NK-Zellen (Li et
al., 1998, Ruffell et al., 2010). Mittels Uberlebensanalysen wurde gepriift, inwieweit ein
Zusammenhang zwischen der Gesamtlberlebenszeit der Patienten mit hellzelligem
NZK und den prozentualen Anteilen bestimmter Oberflachenmolekiile auf TIL sowie
der Haufigkeit verschiedener Immunzellen in Paraffinschnitten besteht. In einige
Arbeiten wurden bereits Zusammenhange zwischen der Uberlebenswahrscheinlichkeit
von Patienten mit hellzeligem NZK und dem TIL-Phanotyp erfasst — mit
gegensatzlichen Ergebnissen. So verwies Tomita et al. darauf, dass die Anwesenheit
von Lymphozyten im NZK auf eine ginstige Prognose schlieBen lasst (1996). Im
Widerspruch dazu erkannten Kolbeck und Mitarbeiter 1992 einen Zusammenhang
zwischen wachsender Tumorinfiltration durch T-Zellen und einer hoheren
Tumorrezidivrate. Die Gruppe um Igarashi stellte fur Patienten im Stadium Il und IV
bei steigender Infiltration durch CD4" T-Zellen sowie fallender Infiltration durch CD8" T-

Zellen eine bessere Prognose fest (2002).

5.3.1 Prognostische Relevanz der B-, T- und NK-Zellen

Durch diese Arbeit ergab sich fir Patienten mit geringeren Anteilen an NK-Zellen (< 15
% der Lymphozyten) im Vergleich zu denen mit Anteilen Uber 25 % ein signifikant
hoheres Sterberisiko. Es ist bisher nicht bekannt, welcher Zusammenhang zwischen
der NK-Zellinfiltration und der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Patienten mit
hellzelligem NZK besteht. Bereits bei Kolon- und Bronchialkarzinomen wurde
beschrieben, dass Patienten mit einer hohen tumoralen NK-Zellinfiltration eine bessere
Prognose hatten als die mit geringem Anteil (Ishigami et al, 2000, Villegas et al, 2002).
Allerdings zeigten Dong et al. eine mit der NK-Zellinfiltration assoziierte schlechte
Uberlebensprognose beim metastasierten Ovarialkarzinom. NK-Zellen scheinen in
verschiedenen Tumorlokalisationen und —entitdten unterschiedliche Bedeutung zu
besitzen. In der vorliegenden Untersuchung wurden fur G1- und G2-Tumoren
signifikant héhere Anteile an NK-Zellen im Vergleich zu G3/G4-Tumoren gemessen.
Ein ahnliches Resultat prasentierten Kowalczyk et al. 1997, indem sie bei Patienten mit

NZK Uber einen signifikant hdheren NK-Zellanteil in gut als in schlecht differenzierten
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Tumoren berichteten. Ferner wies diese Arbeitsgruppe auf die protektive Funktion der
NK-Zellen bei der Krankheitsentwicklung hin, indem sie zeigten, dass ein geringer
Anteil an NK-Zellen in Tumor und Blut mit Metastasierung assoziiert war. Damit wird
deutlich, dass NK-Zellen wahrend der Tumorentwicklung besonders wirksam
abnormale Zellen zerstoren kénnen. Jedoch konnten die vorliegenden Analysen nicht
erfassen, inwieweit der sinkende Anteil infiltrierender NK-Zellen in schlecht
differenzierten Tumoren durch das Fehlen der NK-Zellen oder indirekt durch den T-
Zellzahlanstieg bedingt war. Der in dieser Arbeit verwendete, paraffingangige
Antikoérper flir NK-Zellen harmonisierte nicht mit der angewandten Farbemethode.
Deshalb konnte keine absolute NK-Zellzahl ermittelt werden. Ware dies mdglich
gewesen, hatte untersucht werden kénnen, ob die hohen NK-Zellanteile in frihen
Gradingstadien durch einen echten Zuwachs von NK-Zellen oder durch ein Fehlen der
T-Zellen bedingt sind. Fir zuklnftige Studien sollten deshalb geeignete,
paraffingangige NK-Zellantikérper verwendet werden, um nicht nur Anteile, sondern
auch Absolutzahlen zu erfassen und schlielich die Lokalisation der NK-Zellinfiltration
in bzw. um den Tumor zu ergrinden. Die auf diese Weise gewonnenen Ergebnisse
kdnnten anschlieBend mit den Ergebnissen dieser Arbeit verglichen werden und
moglicherweise die immense Bedeutung der NK-Zellen fir die Tumorabwehr
untermauern.

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigten in schlecht differenzierten Tumoren
einen hoheren Anteil an T-Zellen als in gut differenzierten Tumoren. Zudem stieg die
anhand immunhistochemischer Paraffinfarbungen gemessene, intra- und peritumorale
T-Zellzahl mit dem Grading an. Damit war mit Hilfe der Farbung der Paraffinschnitte zu
erkennen, dass der mit zunehmender Entdifferenzierung des Tumors steigende T-
Zellanteil durch eine absolute T-Zellzunahme bedingt war. Dieser Zusammenhang
verdeutlicht, dass sich trotz der Anwesenheit der T-Zellen im und um die Tumorzellen
des hellzelligen NZK keine effektive antitumorale Antwort zu entwickeln scheint. Diese
Beobachtung ist durch einen Funktionsverlust der tumoralen T-Zellen erklarbar. Im
Gegensatz zu unseren Ergebnissen wurde in einer Studie von Reichert et al. 1989 eine
Abnahme der T-Lymphozyten, markiert mit UCHL 1 (CD45 RO), mit steigendem
Grading gezeigt. Allerdings ermittelte diese Arbeitsgruppe die Ergebnisse an nur 30
hellzelligen NZK sowie mittels eines anderen Antikérpers zur Detektion der T-Zellen.
Die aufgeflihrten Unterschiede kénnten die widersprichlichen Resultate begrinden.
Auch die B-Zellzahl (Paraffin) wuchs in unserer Untersuchung mit dem Grading an,
obwohl bei den durchflusszytometrischen Daten keine Unterschiede im B-Zellanteil
zwischen den verschiedenen Differenzierungsstufen gefunden werden konnten. Ferner

wurden fir Patienten mit unterschiedlichen B- und T-Zellanteilen keine signifikanten
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Unterschiede im Sterberisiko berechnet. Allerdings lebten Patienten mit geringen
peritumoralen T-Zellanteilen (< 30 Zellen/2,5 mm?) tendenziell langer als die mit liber
100 Zellen/2,5 mm? (nach Kaplan-Meier). Durch groRere Patientenkollektive und eine
langere Nachbeobachtungszeit koénnte die beschriebene Tendenz in zuklnftigen
Arbeiten reproduziert werden und der T-Zellanteil mdglicherweise als neuer,
prognostisch unglnstiger Marker Bedeutung erlangen.

Fur die wichtigen Gruppen der tumorinfiltrierenden CD4" T-Zellen und CD8" T-Zellen
wurden mit dem Grading steigende Absolutzahlen bzw. prozentuale Anteile gemessen.
Weiterhin reicherten sich signifikant mehr CD8" T-Zellen intratumoral als peritumoral
an. Auch Kasper et al. zeigten 2009, dass sich bei hepatozellularen und
cholangiozelluldren Karzinomen CD8" T-Zellen intratumoral und CD4" T-Zellen
peritumoral konzentrierten. Dabei kénnte der Grund fir die erhéhte intratumorale
Anzahl CD8" T-Zellen im engen Kontakt zu Tumorzellen liegen. Mit ihrer zytotoxischen
Funktion kdnnen CD8" T-Zellen einen direkten apoptotischen Effekt auf Tumorzellen
beispielweise Uber den FAS/FAS-Ligand-Signalweg entwickeln. In diesem
Zusammenhang wurde bereits in vielen klinischen Studien gezeigt, dass das
Ansprechen und der Erfolg einer Immuntherapie mit der Anwesenheit antitumoral
wirkender CD8" T-Lymphozyten assoziiert ist (Benchetrit et al., 2003). Allerdings
kénnen CD8" Zellen ihre zytotoxische Effektorfunktion auch nach der Tumorinfiltration
verlieren. Trotz groRer Anteile CD8" T-Lymphozyten kann es zur zunehmenden
Entdifferenzierung und Progression des Tumors kommen. Dabei kdnnen Tumoren
selbst immune-escape-Mechanismus entwickeln, um den Angriff durch CD8" T-Zellen
standzuhalten, indem sie Tumorantigene herunterregulieren, immunsuppressive
Faktoren  ausschitten, anti-apoptotische  Moleklle zur  Foérderung des
Tumorwachstums oder pro-apoptotische Faktoren, die den T-Zell-Tod induzieren,
exprimieren (Benchetrit et al., 2003). Darauf bezugnehmend berichteten Nakano et al.
(2001) bei Patienten mit NZK Uber eine Assoziation zwischen geringer
Uberlebenswahrscheinlichkeit und hoher Infiltration durch CD8* T-Lymphozyten.
Dementgegen konnte anhand der Resultate dieser Arbeit kein Zusammenhang
zwischen der Infiltration CD8" T-Lymphozyten und der Uberlebenswahrscheinlichkeit
bei Patienten mit hellzeligem NZK beschrieben werden. Diese Diskrepanz kénnte
durch eine gréRere Fallzahl (n = 147) in Nakano’s Untersuchung und unterschiedliche
Methoden der T-Zellzdhlung bedingt sein. Zudem muss bemerkt werden, dass in
Paraffinschnitten wesentlich mehr CD8" Zellen als CD3" Zellen gemessen wurden.
Diese Beobachtung kénnte durch eine unspezifische Bindung der CD8-Antikdrper an

NK-Zellen in Paraffinschnitten verursacht worden sein.
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Wie bereits beschrieben, wird das peritumorale Gewebe bevorzugt von CD4* T-Zellen
infiltriert. Damit scheint die Tumorentwicklung von einer Reaktion der CD4" T-Zellen
begleitet zu sein. Dazu zeigten Schreiber und Kollegen 2008, dass Tumorzellen CD4*
T-Lymphozyten benutzen, um ein tumorfreundliches Milieu zu schaffen. Somit kénnte
die Infiltration durch CD4" T-Zellen als Zeichen fiir die Anpassung des Tumors an die
Umgebung gelten und das Tumorwachstum begunstigen. In einer Arbeit von Bromwich
et al. (2003) wird deutlich, dass schlecht differenzierte und gréfiere Tumoren durch
einen hoheren Anteil CD4" T-Zellen infiltriert werden und dies mit einem schlechteren,
krankheitsspezifischen Uberleben assoziiert ist. Hinsichtlich Grading und T-Stadium
konnte in der vorliegenden Arbeit, mittels immunhistochemischen Farbungen an
Paraffinschnitten, eine hohere Anzahl CD4" T-Zellen bei G3/G4- und T2-Tumoren
gezeigt werden. Allerdings wurden keine Assoziationen mit dem Sterberisiko gefunden.
Dies kdnnte an der geringeren Anzahl an Patienten mit hellzelligem NZK liegen, wobei
in der vorliegenden Studie 57 Patienten und durch die Gruppe um Bromwich 73
Patienten untersucht wurden. Insgesamt stitzen die Daten die Vermutung, dass
tumorinfiltrierende CD4" T-Zellen dem Tumor eine glinstige Umgebung zur
Entwicklung bieten und dadurch die Entdifferenzierung und das Wachstum des Tumors
begtnstigen. In diesem Zusammenhang wurde bereits gezeigt, dass die Subpopulation
der CD4°CD69°CD25 T-Zellen in die Tumor-induzierte-lmmunsuppression involviert ist
(Han et al., 2009). Bei einer weiteren Untergruppe der T-Helferzellen, die der
regulatorischen CD4'CD25'FoxP3* (Forkhead-Box-Protein P3) T-Zellen, ist bekannt,
dass diese eine effektive, antitumorale Immunitat beeintrdchtigen und dadurch zur
reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit fir Patienten mit Erkrankung am NZK
beitragen kann (Liotta et al., 2011). Deshalb sollte in zukunftigen Untersuchungen die
Gruppe der CD4" T-Zellen nicht zuletzt durch den Einsatz der 8- oder 10-Farb-

Durchflusszytometrie differenzierter analysiert werden.

5.3.2 Prognostische Relevanz der Aktivierungsmarker auf T-Zellen

Die Aktivierung von CXCR3 fordert die durch T-Helferzellen vermittelte Ty1-Antwort
(Loetscher et al., 1998, Belperio et al., 2000). Im Tumorgebiet wird die Produktion von
Tu1-assoziierten Chemokinen wie IP-10, MIG und MIP-1 angeregt. Dadurch werden
Tu1-Zellen in dieses Gebiet gelockt (Baggiolini, 2001). Ty1-Zellen produzieren IFN-y
und unterstitzen die antitumorale Immunitat durch Aktivierung von Makrophagen und
CD8" zytotoxischen T-Lymphozyten. Weiterhin beruht die Ty1-Antwort auf einer IL-2-
Sekretion (Kurt-Jones et al., 1987). Im Gegensatz dazu wird die Ty2-Immunantwort
durch Sekretion von IL-4, -5, -10 und -13 charakterisiert (Murphy et al., 2009). Ty1-

Zytokine inhibieren die Entwicklung der Ty2-Immunitdt und umgekehrt. Auf diese
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Weise kommt es zu einem Gleichgewicht zwischen beiden Populationen, bei dem
entweder Ty1- oder Ty2-Zellen Uberwiegen und somit die Immunantwort bestimmen
(Murphy et al., 2009).

Laut Kondo et al. (2006) ist eine Hochregulierung der Ty1-Immunantwort im hellzelligen
NZK mit einer besseren Prognose verbunden, die vor allem durch Ty1-assoziierte
Chemokine vermittelt wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bekraftigen diese
Beobachtung. Denn fir Patienten mit hdherer CXCR3-Expression (> 80 %) wurde ein
signifikant geringeres Sterberisiko im Vergleich zu denen mit geringerer CXCR3-
Expression (< 55 %) erfasst. Analog zeigten Klatte und Mitarbeiter im hellzelligen NZK,
dass Patienten mit geringer CXCR3-Expression (< 30 %) eine signifikant schlechtere
Prognose hatten als die mit hoher Expression. Diese Arbeitsgruppe beschrieb CXCR3
als unabhangigen Faktor firr erkrankungsfreies Uberleben bei lokalisierten Tumoren.
Dabei untersuchten sie ausschlielich Tumormaterial von Patienten, bei denen keine
Lymphknoteninfiltrationen oder Metastasen diagnostiziert wurden (NOMO). Auch
Crispen und Mitarbeiter brachten zum Ausdruck, dass eine verringerte CXCR3-
Expression mit einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben assoziiert ist und somit
als unabhangiger Faktor fiir progressionsfreies Uberleben nach Nephrektomie bei
Patienten mit lokal begrenzten Tumoren gilt (Crispen et al., 2008). Zur umfassenden
Erweiterung der aufgefiihrten Arbeiten wurden in unseren Uberlebensanalysen
Patienten jedes Grading- und TNM-Stadiums einbezogen. Deshalb kann CXCR3 als
Prognosefaktor fur das Gesamtlberleben der Patienten mit hellzelligem NzZK
beschrieben werden, ungeachtet der bei ihnen diagnostizierten Grading- und TNM-
Stadien. Weiterhin ergaben die Analysen sowohl im Tumor als auch im Blut eine
signifikant héhere mittlere Fluoreszenzintensitdt von CXCRS3 auf T-Zellen bei Patienten
mit nicht metastasierten Tumoren im Vergleich zu denen mit Metastasen. Durch diese
ahnlichen Zusammenhange zwischen CXCRB3-Expression und
Metastasierungsverhalten in Tumor und Blut kénnte CXCR3 in der klinischen Routine
als Faktor dienen, der, im Patientenblut abgenommen, immunologische Prozesse im
Korper widerspiegelt und die Einschatzung der Prognose verbessert. Die
Arbeitsgruppen von Coézar (2004) und Kitamura (2008) beschrieben ebenfalls einen
geringeren Anteil CXCR3" T-Zellen im Blut bei Patienten mit metastasierten NZK.
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass sich die bevorzugt wirkende Ty1-Immunantwort
bei lokalisierten Tumoren wahrend der Progression des NZK andert und eine sinkende
Tu1-Antwort, wie bei Patienten mit metastasierten Tumoren, eine geringere
antitumoralen Antwort bewirkt (Cozar et al., 2004). Ein Grund fir diese Entwicklung der
Tu1-Antwort konnte darin liegen, dass Tumoren von Patienten mit Metastasierung

zumeist grofRer sind als bei Patienten ohne Metastasen. Aufgrund der grélReren
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Tumormasse konnten die Tumorzellen Uber Produktion von IL-10 oder TGF- die
Differenzierung der T-Helferzellen in Ty1-Richtung hemmen. Obwohl in dieser Arbeit
das Patientenkollektiv mit Metastasen (n = 9) gering war, lassen die Ergebnisse eine
Anderung der TIL-Zusammensetzung mit sinkenden Anteilen T.1-assoziierter
Oberflachenmolekile erkennen, welche das Tumorwachstum beglnstigt und zur
Suppression einer effektiven, zytotoxischen Antwort beitragt. Auf der Basis des
Vermobgens einer Interferon-induzierten Chemokinproduktion, die die Ty1-Antwort
fordert und die Angiogenese inhibiert, kdnnte eine Kombination aus Immuntherapie mit
Interferon und lokaler Induktion dieser Chemokine eine Rolle fir die Tumorregression
bei Patienten mit NZK spielen (Reckamp et al., 2008).

Fir Patienten mit relativ geringer HLA-DR-Expression auf T-Zellen (< 55 %) wurde ein
hdheres Sterberisiko vergleichend mit denen mit starker Expression (> 80 %)
errechnet. Weiterhin zeigten die Untersuchungen bei metastasierten Tumoren
geringere Anteile HLA-DR® T-Zellen als bei nicht metastasierten Tumoren. Diese
Resultate kénnten auf die beachtliche Wirksamkeit HLA-DR* T-Zellen im Rahmen der
antitumoralen Immunantwort hinweisen. Diese Beobachtung ist durch die Dominanz
der Ty1- Uber die Ty2-Zellen zu begriinden, da HLA-DR" T-Zellen als Marker der T-
Zell-Aktivierung eine Ty1-Antwort reflektieren. Zudem deutet eine Expression des
Aktivierungsmarkers HLA-DR auf TIL an, dass diese Zellen durch IFN-y stimuliert
wurden. Dies kdnnte durch eine IFN-y-Freisetzung im Tumor erklarbar sein. Van der
Hove beschrieb, dass eine Stimulation mit anti-CD3-Antikérpern, welche eine
Aktivierung der T-Zellen bewirkt, mit einer Hochregulation der HLA-DR-Expression
assoziiert ist und dadurch die antitumorale Antwort verstarken konnte. Folgerichtig sind
hohe Anteile HLA-DR" T-Zellen bei Patienten mit hellzelligem NZK aufgrund einer
erfolgreichen Immunantwort  gegen Tumorzellen mit  einer  besseren

Uberlebensprognose assoziiert (Van der Hove, 1997).

5.3.3 Prognostische Relevanz der Immunsuppressions- und
Immunseneszenzmarker
Sowohl mit wachsender  Tumorgréle als auch mit  zunehmender
Tumorentdifferenzierung erhdhte sich der T-Zellanteil mit dem Oberflachenmarker
CD69. Auch Han et al. beschrieben 2009 einen mit Tumorprogredienz steigenden
Anteil CD69" T-Zellen. Dabei unterstitzten CD69'CD4'CD25 T-Zellen die Suppression
der CD4-T-Zell-Proliferation, dadurch die Insuffizienz der antitumoralen Antwort und
letztlich das Wachstum und die Entdifferenzierung des Tumors (Han et al., 2009). In
einer friheren Studie aus unserem Institut (Riemann et al., 1997) wurde eine geringe
Expression CD25" Zellen im NZK gezeigt (8,4 % der T-Zellen). Deshalb ist auch in
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dieser aktuellen Arbeit von einer geringen CD25-Expression auszugehen.
Darausfolgend kénnte der mit Grading und TumorgréRRe steigende Anteil der CD69" T-
Zellen auf die Beteiligung der CD69" T-Zellen als regulatorische Zellen an der Tumor-
induzierten-lImmunsuppression zurtickzufiihren sein.

Ferner wiesen schlecht differenzierte Tumoren eine signifikant hohere CTLA-4-
Expression vergleichend mit gut und maRig differenzierten Tumoren auf, wobei
maximal 1,4 % der T-Zellen CTLA-4 trugen. Auch bei T3-Tumoren, die umgebende
Gewebe infiltrierten, wurden signifikant hohere Anteile CTLA-4" T-Zellen im Vergleich
zu kleinen T1a-Tumoren gemessen. Im Blut waren die Anteile bei Patienten mit
Metastasen hoéher als bei denen ohne Metastasen. Diese Zusammenhange kdnnen
durch die inhibitorische Funktion des CTLA-4 im Rahmen der T-Zell-Aktivierung erklart
werden. Ein héherer CTLA-4" T-Zell-Anteil scheint mit einer gestorten antitumoralen
Antwort assoziiert. Zudem wird CTLA-4 konstitutiv auf regulatorischen T-Zellen
exprimiert. Wing und Mitarbeiter stellten 2008 dar, dass durch einen Mangel von CTLA-
4 auf regulatorischen T-Zellen eine potente antitumorale Immunitat erreicht wird.
Uberdies wiesen Versuche darauf hin, dass auch eine experimentelle CTLA-4-
Blockade eine antitumorale Aktivitat hervorruft. Infolgedessen bewirkten therapeutische
Versuche mit dem blockierenden Antikérper Ipilimumab bei Patienten mit
metastasiertem, hellzelligen NZK eine Tumorregression (Yang et al., 2007).

Neben wichtigen Faktoren der Immunsuppression wurden zusatzlich Marker
immunseneszenter Zellen untersucht. Dabei gilt der Verlust von CD7 auf Helferzellen
als Zeichen einer T-Zellalterung nach wiederholter Zellteilung (Reinhold und Abken,
1997). Bei Grading 1-Tumoren wurden hdhere Anteile dieser Zellen als bei schlecht
differenzierten Tumoren gefunden. Dieser Zusammenhang ware dadurch erklarbar,
dass schlecht differenzierte Tumorzellen direkt oder indirekt einen hemmenden
Einfluss auf die T-Zellproliferation nehmen, wahrend in gut differenzierten Tumoren
infiltrierte T-Zellen eine optimale Umgebung zur Proliferation vorfinden. Deshalb
weisen gut differenzierte Tumoren einen hoheren Anteil CD4°CD7  T-Zellen auf.
Weiterhin wurde fir die ebenfalls mit Immunseneszenz in Verbindung stehende
Lymphozytensubpopulation der CD57" T-Zellen ein hoherer Anteil in gut als in schlecht
differenzierten Tumoren erfasst. Dieses Ergebnis unterstiitzt den fur CD4'CD7" T-
Zellen dargestellten Zusammenhang der mit zunehmender Entdifferenzierung
sinkenden Anteile immunseneszenter Zellen.

Insgesamt kann zusammenfassend dargestellt werden, dass schlecht differenzierte
Tumoren durch geringere Anteile an NK-Zellen, immunseneszenten T-Zellen und Ty1-
assoziieren Immunzellen sowie erhohte Anteile an CD3" Zellen und regulatorisch

wirkenden T-Zellen infiltriert werden.
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5.3.4 Prognostische Relevanz der Makrophageninfiltration, der BlutgefaRdichte
sowie des Patientenalters

In Paraffinschnitten wurde eine signifikante Zunahme der Makrophagen (CD68") mit
TumorgréfRe sowie —grading gefunden. Auch Toge et al. zeigten 2009, dass
tumorinfiltrierende Makrophagen, markiert durch einen CD68-Antikérper, bei grof3en
Tumoren und in hdéheren Tumorstadien einen hoheren Anteil aufwiesen. Ebenso
beschrieben Reichert und Kollegen 1989 eine Zunahme der intra- und peritumoralen
Makrophagenzahl mit steigendem Gradingstadium. Dabei kédnnen Makrophagen im
Tumor im Wesentlichen zwei verschiedene Funktionen tGbernehmen (Mantovani et al.,
2002). Zum einen kénnen sie ,zytotoxisch* und tumorzerstérend wirken, zum anderen
»Symbiotisch® und dadurch zur Tumorproliferation und —metastasierung beitragen. In
den hier dargestellten Untersuchungen konnte es sich um vorwiegend suppressiv
wirkende Makrophagen handeln, die die Ty1-Antwort unterdricken sowie
Vaskularisierung und dadurch Metastasierung férdern. Bereits 1993 wurde von
Swisher et al. an pulmonalen Makrophagen gezeigt, dass diese die TIL-Proliferation
und -Zytotoxizitdt supprimieren kdénnen. Komohara et al. konstatierten einen
Zusammenhang zwischen einer starken Infiltration durch CD163" Zellen
(antiinflammatorischer Makrophagentyp) und schlechter Prognose der Patienten mit
hellzelligem NZK (Komohara et al., 2011).

Durch Toge wurde weiterhin deutlich, dass die Blutgefal3dichte, anhand der CD34-
Expression gemessen, im NZK bei gut differenzierten und kleinen Tumoren am
héchsten ist. Anhand der erhaltenen Daten konnte bei Grading 1/2 im Vergleich zu
Grading 3/4 eine hdhere peritumorale CD34-Expression verdeutlicht werden. Weiterhin
wurde in nicht metastasierten Tumoren im Vergleich zu metastasierten Fallen eine
signifikant héhere Anzahl peritumoraler Gefal’e gefunden. Nicht zuletzt zeigt dieses
Ergebnis, dass, wie bereits von Shu-Hui am squamésen Zellkarzinom der Mundhdhle
beschrieben, die intratumorale Vaskularisierung fir die Tumorprogression und —
metastasierung bedeutsamer ist als die peritumorale (Shu-Hui et al., 2009). Wahrend
die intratumoralen Blutgefal3e die Ausbreitung der Tumorzellen beglinstigen, scheinen
die peritumoralen einer Metastasierung entgegen zu wirken.

Ferner wurden die krankheitsspezifischen Unterschiede zwischen jungen und alten
Patienten untersucht. Dabei zeigten sich bei den jlingeren Patienten unter 58 Jahren
fir T-Zellen, CD8" T-Zellen, CD57" T-Zellen, CCR5" T-Zellen, HLA-DR" T-Zellen und
CD4"'CD7" T-Zellen signifikant hohere Absolutwerte im Blut. Im Gegensatz dazu
wurden fUr Patienten alter 70 Jahren hdhere Anteile an B-Zellen, CD4" T-Zellen,
CD28" T-Zellen und CD8*/CD28" T-Zellen im Blut gemessen. Weiterhin lebten die

Patienten unter 58 Jahren langer (30,5 £ 6,2 Monate) als die alteren Patienten Uber 70
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Jahren (20,6 + 2,3 Monate). Allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant. Ein
nicht signifikanter Unterschied im krankheitsspezifischen Uberleben zwischen jungen
und alten Patienten mit Erkrankung an einem NZK wurde bereits von anderen Autoren
dargestellt (Gillett et al., 2005). Einige Gruppen berichteten beim NZK Uber ein
signifikant langeres Uberleben jiingerer Patienten (Sanchez-Ortiz et al., 2004).
Wahrend bei den jungeren Patienten 42 % der Tumoren im Stadium T1a und 8 % als
T3-Tumoren klassifiziert wurden, wurden bei den Uber 70-jahrigen Krebspatienten 26
% der Tumoren im T1a- und 44 % im T3-Stadium entfernt. Insgesamt konnten anhand
der Tumorproben der Patienten nur wenige Unterschiede zwischen den einzelnen
Altersgruppen festgestellt werden. Eine Ursache konnte in der Festlegung
ungeeigneter Altersgrenzen liegen. Es wurde eine nur geringe Anzahl erkrankter
Patienten unter 50 Jahren untersucht. Gelingt es zuklnftig in Arbeiten mit hdheren
Fallzahlen mehr Patienten unter 50 Jahren zu rekrutieren, kdnnten sich moglicherweise

vielfaltigere Unterschiede zwischen den Patientengruppen ergeben.

5.4  Ausblick

Eine vielfaltigere, phanotypische und funktionelle  Charakterisierung der
Lymphozytensubpopulationen kénnte Rickschlisse auf ihre Aufgaben und Fahigkeiten
im Tumor und eventuelle Grinde fir ausbleibende, tumorzerstdérende Aktivitaten
aufdecken. In der Zeit von Beginn der Anfertigung dieser Arbeit bis heute sind weitere
Lymphozytensubpopulationen mit daflr charakteristischen Oberflachenmarkern
erkannt wurden, die in den Prozess der antitumoralen Abwehr eingreifen kénnten und
zu Beginn dieser Analyse noch nicht hinreichend bekannt waren. Es sollten
beispielsweise CD4'CD25'FoxP3* T-Zellen und CD4°'CD69'CD25 T-Zellen in
zuklnftigen Studien analysiert werden, nicht zuletzt um die in dieser Arbeit vermuteten
Zusammenhange zu bestatigen oder zu verwerfen. Ebenso kdénnte die
durchflusszytometrische Charakterisierung tumorinfiltrierender Makrophagen das
Verstandnis intratumoraler Immunprozesse erleichtern, wobei Makrophagen u.a. durch
die Anwendung der Oberflachenmolekile CD163 und CD204 gemessen werden
koénnten. Insgesamt sollte zuklnftig die Mdglichkeit der 8- bzw. 10-Farbmessung zur
genaueren Darstellung der tumorinfiltrierenden Immunzellen genutzt werden.

Ebenso sollten die nachsten Analysen an Paraffinschnitten mit einer breiteren Vielfalt
etablierter, paraffingangiger Antikérper durchgeflihrt werden.

In spe sollten grofRRere Patientenkollektive mit hellzeligem NZK und anderen
Tumorentitaten untersucht werden, um vergleichende Beobachtungen beispielsweise

zwischen hellzelligem NZK und Onkozytom durch gréf3ere Stichproben zu stitzen.
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6. Zusammenfassung

Mit Hilfe der Immunphanotypisierung der TIL und PBL bei Patienten mit NZK wurde
versucht, eine Momentaufnahme des Infiltrationsmusters verschiedener Immunzellen
abzubilden, um daraus Schlussfolgerungen fiir die Uberlebensprognose zu ziehen. Bei
der Interpretation der gewonnenen Daten fanden klinische und histologische
Parameter Berucksichtigung.

Im Vergleich zu ahnlichen Studien wurde in dieser Arbeit ein groRReres Kollektiv gepruft,
das 119 Patienten wumfasste und fir die Gruppe der Patienten mit
Nierentumorerkrankungen reprasentativ. war. Dabei wurden Tumoren haufiger
histologischer Typen der Niere untersucht, die sich zum Zeitpunkt der operativen
Entfernung in unterschiedlichen Grading- und TNM-Stadien befanden. Es wurde
anders als in vielen anderen Arbeiten, in denen sich die Untersuchungen auf hellzellige
NZK in bestimmten Tumor- und Metastasierungsstadien beschrankten, in dieser
Dissertation die gesamte Vielfalt der tumordsen Nierenerkrankungen analysiert.

Bei den durchflusszytometrischen Messungen der Tumor- und Blutproben und
immunhistochemischen Farbungen der Paraffinschnitte wurde eine Fille an mAk
verwendet, die ein umfangreiches Spektrum lymphozytarer Oberflachenmolekiile sowie
Makrophagen und Blutgefalle detektierten.

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit wurde deutlich, dass sich Onkozytome und
hellzellige NZK sowohl in ihrer lymphozytaren Zusammensetzung als auch in der
Expression funktioneller Markermolekille unterscheiden. Da Informationen zum
Lymphozytenvorkommen in Nierengewebe von Gesunden nicht verfigbar waren,
sollten die Immunzellinfiltrate des benignen Onkozytoms als Vergleichsparameter fir
die in hellzelligen NZK nachgewiesenen Lymphozytenpopulationen dienen.

Fir einen hohen Anteil an tumorinfiltrierenden NK-Zellen wurde eine hohere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als fir die NZK-Patienten mit geringen Anteilen ermittelt.
Dies koénnte auf eine protektive Wirkung der NK-Zellen im Rahmen des
Tumorwachstums hinweisen. Inwieweit der prozentuale Anteil der NK-Zellen vom T-
Zellanteil abhangt, kénnte nur durch die Zahlung der NK-Zellen in Paraffinschnitten in
zuklnftigen Untersuchungen festgestellt werden. Ebenso war ein hoher Anteil der
Aktivierungsmarker CXCR3 und HLA-DR auf T-Zellen glnstig fir die
Uberlebensprognose. Deshalb  scheint  eine hohe Expression dieser
Oberflachenmolekile mit einer wirksamen antitumoralen Aktivitat assoziiert. Fur CD69
und CTLA-4 wurden hohere Expressionen bei schlecht differenzierten Tumoren im
Vergleich zu gut differenzierten Tumoren gemessen. Daher kénnten CD69* T-Zellen
und CTLA-4" T-Zellen in die tumorale Immunsuppression integriert sein. Durch diese

Ergebnisse wird deutlich, dass bestimmte Markermolekule prognostisch relevant sind
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und zukinftig eine Grundlage in der Beratung und patientenorientierten
Therapieentscheidung bilden koénnten, indem sie als Marker zur Prognose der
Uberlebenswahrscheinlichkeit in die Behandlung einbezogen werden. SchlieRlich ist
eine moglichst genaue Einschatzung des individualen Risikos der Tumorprogression
und -mortalitdt essentiell, um  Patienten zu beraten, individualisierte
Beobachtungsprotokolle zu erstellen und Patienten flir geeignete Therapieplane und
neue klinische Studien auszuwahlen.

In zuklnftigen Studien sollten die Ursachen flr die beschriebenen Zusammenhange
zwischen der Tumorinfiltration bestimmter Lymphozytenpopulationen und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten ergriindet werden. Dies konnte die
Chance bieten, neben der Prognosebeurteilung das Langzeitiberleben der Patienten

durch ein geeignetes Therapieverfahren zu verbessern.
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8. Tabellenanhang
Tabelle 10: TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms (UICC 2002)

T Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Hinweis auf einen primaren Nierentumor

T1 Tumor begrenzt auf die Niere und <7 cm

T1a Tumor begrenzt auf die Niere und <4 cm

T1b Tumor begrenzt auf die Niere und >4 cm und <7 cm

T2 Tumor begrenzt auf die Niere und > 7 cm

T3 Tumor infiltriert das umliegende Gewebe wie gréere Venen,

Nebenniere oder das perirenale Gewebe, breitet sich jedoch nicht

uber die Gerota-Faszie aus

T3a Tumor infiltriert das perirenales Gewebe oder Nebenniere

T3b Tumor infiltriert die Nierenvene(n) oder Vena cava unterhalb des

Zwerchfells

T3c Tumor infiltriert die Vena cava oberhalb des Zwerchfells,
Wandinfiltration Vena cava

T4 Tumor infiltriert die Gerota-Faszie

N Regionare Lymphknoten

NX Regionarer Lymphknotenstatus kann nicht beurteilt werden

NO Keine Lymphknotenmetastasen

N1 Lymphknotenmetastase < 2 cm

N2 Lymphknotenmetastase(n) 2-5 cm

N3 Lymphknotenmetastase(n) > 5 cm

M Fernmetastase

MX Unbekannter Fernmetastasenstatus

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

G Grading

GX Differenzierungsgrad unbekannt

GO Nierenadenom

G1 Gut differenziertes Nierenzellkarzinom

G2 MaRig differenziertes Nierenzellkarzinom

G3 Schlecht differenziertes Nierenzellkarzinom

G4 Undifferenziertes/anaplastisches Nierenzellkarzinom
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Tabelle 11: Vergleich der Lymphozytencharakteristika verschiedener Tumorsubtypen

der Niere
Subtypen des Nierentumors
A B C D E F
B- MWSEM 3,610,4 5,0£2,3 6,1£2,5 6,514,2 1,310,4 0,4
Zellen Median 2,6 2,2 3,8 2,9 1,5 0,4
S Spanne 0,3-27,7 1,1-15,0 0,2-15,8 1,2-19,0 0,6-1,8
*5 Anzahl 91 6 6 4 3 1
j NK- MWSEM 20,0+1,3 24,4+3,4 46,615,6 22,8+5,6 12,947,5 7,7
g— Zellen Median 18,8 25,6 46,0 23,1 10,7 7,7
> Spanne 2,4-69,1 10,7-34,1 28,4-64,9 10,5-34,4 1,0-26,8
5 Anzahl 91 6 6 4 3
) T- MW+SEM 76,4114 70,5441 47,4479 70,7+4,3 85,9+7,8 ,
32 | Zellen Median 77,2 67,1 50,2 69,3 87,8 ,
Spanne 28,4-96,2 | 61,7-88,3 19,3-69,9 | 61,9-82,3 | 71,4-984
Anzahl 91 6 6 4 3 1
NK MWSEM 9,3%1,2 36,0+14,5 8,7+4,7 17,314,5 28,1+16,2 | 12,6
§ p44 Median 5,0 27,8 52 17,4 16,8 12,6
2 Spanne 0,0-66,8 3,2-85,3 1,6-31,8 6,2-28,2 7,4-60,0
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD4 MWSEM 49,7+1,4 55,55,1 40,313,6 57,017,4 46,2+10,2 | 48,2
Median 50,4 54,7 42,4 55,7 48,5 48,2
Spanne 16,1-80,3 | 34,2-68,8 | 28,2-52,4 | 40,6-76,0 | 27,5-62,6
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD8 MW+SEM 55,3+1,7 51,314,2 55,4+3,3 46,1+£8,5 65,2+7,8 | 45,5
Median 53,9 52,9 56,1 48,2 67,4 45,5
Spanne 17,6-93,5 | 38,6-66,2 | 44,9-67,7 | 24,1-63,9 | 50,8-77,4
Anzahl 92 6 6 4 3 1
Ratio | MW+SEM 1,06+0,07 1,1310,2 0,74+0,09 1,5+0,6 0,7+0,2 1,1
CD4/ Median 0,97 1,16 0,7 1,2 0,8 11
CD8 Spanne 0,2-4,6 0,6-1,8 0,6-1,2 0,6-3,2 0,4-1,0
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD13 | MWtSEM 32,4+2,3 25,7+5,6 1,60,5 26,4+16,0 | 29,6+18,8 | 0,8
Median 29,8 25,3 1,2 12,8 19,9 0,8
Spanne 0,3-89,8 2,5-40,9 0,7-4,1 5,9-74,0 3,0-65,8
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD26 | MW+SEM 48,3+1,8 49,3+5,8 25,9+4,6 53,619,7 26,3+2,5 4,8
c Median 49,9 50,0 22,4 49,8 25,6 4.8
% Spanne 7,3-88,3 32,7-73,3 17,0-47,5 | 355-79,3 | 22,4-30,8
N Anzahl 92 6 6 4 3 1
— | cD28 [ MW+SEM 63,3+1,9 70,1+7,6 41,0£54 64,1+7,1 73,4+10,6 | 70,9
3 Median 68,0 73,9 38,3 64,6 76,3 70,9
=2 Spanne 9,9-90,4 45,5-91,4 | 27,7-64,7 | 46,6-80,4 | 53,7-90,1
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD57 | MWtSEM 32,5+1,5 23,4+3,0 46,747,8 32,8+4,5 26,2+1,3 | 11,6
Median 30,9 22,6 51,9 33,8 27,4 11,6
Spanne 2,6-67,9 14,9-33,7 13,8-69,7 | 22,5-41,2 | 23,7-27,5
Anzahl 92 6 6 4 3 1
CD69 | MW+SEM 58,2+2,5 78,0+4,1 18,0+2,6 68,7+4,7 87,1+4,6 | 51,3
Median 59,4 79,8 16,6 70,6 83,0 51,3
Spanne 10,2-97,4 | 58,5-87,0 10,8-25,4 | 55,8-78,0 | 82,0-96,3
Anzahl 82 6 6 4 3 1
CD MW+SEM 6,1+1,1 1,8+0,4 2,0£0,6 8,1+4,5 5,8+4,6 0,3
107 Median 2,0 1,7 1,5 4,3 2,4 0,3
Spanne 0,03-58,9 0,5-2,9 0,2-4,5 2,5-21,4 0,2-15,0
Anzahl 82 6 6 4 3 1
CCR5 | MW+SEM 55,7+2,9 54,7+13,8 52,2+9,1 67,616,3 80,6+7,5 | 88,9
Median 62,0 60,6 53,8 69,7 81,2 88,9
Spanne 0,3-95,1 14,4-91,0 19,2-79,5 | 50,6-80,5 | 67,2-93,3
Anzahl 92 6 6 4 3 1

A = hellzelliges NZK, B = papillares NZK, C = Onkozytom, D = hellzelliges und

papillares NZK, E = hellzelliges und sarkomatoides NZK, F = chromophobes NZK
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Fortsetzung Tabelle 11: Vergleich der Lymphozytencharakteristika verschiedener
Tumorsubtypen der Niere
Subtypen des Nierentumors
A B C D E F
CTLA- | MW+SEM | 1,0£0,1 2,740,9 1,410,3 2,0£0,6 0,8+0,3 | 0,3
4 Median 0,6 1,8 1,3 1,6 1,0 0,3
Spanne 0,04-4,8 0,4-6,1 0,5-2,5 0,9-3,8 0,3-1,2
Anzahl 91 6 6 4 3 1
CXCR3 | MW+SEM | 68,7+2,1 | 62,7¢13,0 | 52,0¢7,6 | 81,9+53 | 70,5169 | 2,6
S Median 73,3 67,8 56,0 84,0 86,8 2,6
o Spanne | 14,7-99,3 | 16,9-93,7 | 25,1-72,8 | 68,5-91,4 | 36,8-87,9
N Anzanhl 92 6 6 4 3 1
5 HLA- | MW+SEM | 63,8+1,8 | 60,7+8,1 40,24¢6,8 | 65,3+3,8 | 71,316,3 | 45,7
° DR Median 66,0 62,8 43,9 67,2 81,4 45,7
X Spanne | 11,5-95,8 | 27,9-81,7 | 20,4-60,1 | 54,7-72,3 | 39,5-93,1
Anzahl 92 6 6 4 3 1
Va24 | MW+SEM | 1,4+0,2 4,0£2,2 3,6+1,5 6,2+2,8 0,4+0,1 1,6
Median 0,7 2,3 1,6 4,7 0,4 1,6
Spanne 0,1-12,3 | 0,1-14,7 0,7-9,7 1,2-14,0 0,2-0,6
Anzahl 92 6 6 4 3 1
c CD4"™ | MW+SEM | 29,3+1,6 | 21,0857 [ 31,4482 17,3+4,4 16,5 64,4
2 CD7 Median 27,8 20,4 29,8 17,3 16,5 64,4
& Spanne 9,7-60,3 | 7,8-356 | 13,4-52,6 | 12,8-21,7 16,5
L Anzahl 48 4 4 2 1 1
T CD4"™ | MW+SEM | 0,4%0,1 0,8+0,4 2,0+0,9 1,1£0,6 0,7+0,7 | 0,01
5 Va24 Median 0,02 0,5 1,2 1,1 0,01 0,01
o Spanne 0,0-7,5 0,02-2,5 0,0-5,0 0,02-2,4 0,0-2,1
> Anzahl 92 6 6 4 3 1
_ CD8 | MW4+SEM | 13,7#12 5,6+1,5 13,7457 9,3 10,0 25,0
g CD7 Median 12,3 5,6 13,7 9,3 10,0 25,0
S < Spanne 3,5-37,2 41-7,1 8,0-19,5 9,3 10,0
X2 Anzahl 36 2 6 1 1 1
SN | CD28 | MW+SEM | 44,8+22 | 48,1124 | 25750 | 41,0¢10,1 | 66,8£10,6 | 52,0
Nl Median 46,6 44,9 29,3 39,2 69,6 52,0
2 Spanne 2,6-86,9 | 11,1-87,3 | 6,7-37,5 | 18,5-67,0 | 47,2-83,6
Anzahl 92 6 6 4 3 1

A = hellzelliges

papillares NZK, E = hellzelliges und sarkomatoides NZK, F = chromophobes NZK

NZK, B = papillares NZK, C = Onkozytom, D = hellzelliges und
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Tabelle 12: Vergleich der Lymphozytencharakteristika zwischen Onkozytom (OZT) und
hellzelligem NZK (MW+SEM)

ozZT Hellzelliges NZK p
n=6 n=92
% der CD56" NK 46,6+5,6 20,0+1,3 0,004
Lymphozyten B-Zellen 6,1+2,5 3,610,4 n.s.
T-Zellen 47 ,4£7,9 76,414 0,014
% der NK NKp44* 8,747 9,3%1,2 n.s.
% der T- CD4" 40,3+3,6 49,7+1,4 0,046
Lymphozyten CD8" 55,4+3,3 55,3+1,7 n.s.
Ratio 0,7+0,09 0,9+0,07 n.s.
CD4/CD8
CD13" 1,61£0,5 32,4+2,3 <0,0001
CD26" 25,9+4,6 48,3+1,8 0,003
CD28" 41,054 63,3+1,9 0,007
CD57" 46,7+7,8 32,515 n.s.
CD69" 18,0+2,6 58,2+2,5 <0,0001
CD107" 2,0+0,6 6,1+1,1 0,002
CCR5" 52,2+9,1 55,7+2,9 n.s.
CTLA-4" 1,4+0,3 1,010, 1 n. s.
CXCR3" 52,0+7,6 68,7121 n.s. (0,079)
HLA-DR" 40,2+6,8 63,8+1,8 0,017
Va24* 3,6+1,5 1,4+0,2 n.s.
% CD4'CD7 31,4182 29,3+1,6 n.s.
Helferzellen Va24* 2,0+0,9 0,4+0,1 n. s.
% CD8'CD7 13,7457 13,7+1,2 n.s.
zytotoxischer CD28* 25,745,0 44,8122 0,010
T-Zellen
Mean CCR5 16,8+4.,4 22,415 n.
CXCR3 29,1+4,0 32,9+1,8 n.
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Tabelle 13: Vergleich des TIL-Phanotyps in verschiedenen Gradingstadien beim
hellzelligen NZK (MW+SEM)

G1 G2 G3+4 p Differenz
n=11 n=62 n=18
% der CD56" NK 17,5+4,9 19,3+2,8 10,1+3,8 0,004 G1/G3+4
Lymphozyten 0,003 G2/G3+4
B-Zellen 3,4+1,6 2,3+0,9 5,8+1,2 n.s.
T-Zellen 79,1454 | 78,5%3,0 84,1+4,2 0,015 G1/G3+4
0,021 G2/G3+4
% der NK NKp44™ 3,814 8,0+2,3 16,9+3,6 n.s. G1/G3+4
(0,068)
0,023 G2/G3+4
% der T- CcD4" 51,845,5 | 52,9+3,1 48,1+4,3 n.s.
Lymphozyten CcD8" 47,3t6,4 | 53,135 62,0+5,0 n.s.
Ratio 1,1£0,2 1,0£0,1 0,8+0,3 n.s.
CD4/CD8
CD13" 36,7+8,4 | 41,2+4,7 34,5+6,5 n.s.
CD26" 54,6+7,5 | 53,7x4,1 45,0+5,8 n.s.
CD28" 64,2+7,3 | 68,5+4,1 73,2457 n.s. G1/G3+4
(0,078)
CD57" 35,845,5 | 33,1£3,0 26,41+4,2 0,029 G1/G3+4
n.s. G2/G3+4
(0,063)
CD69" 56,2+8,4 | 58,1x4,7 81,946,5 <0,0001 G1/G3+4
<0,0001 G2/G3+4
CD107" 2,52 1 7,925 8,6+3,4 n.s.
CCRS5’ 40,1+10,9 | 60,9+6,1 54,0+8,5 n.s. G1/G2
(0,069)
CTLA-4" 0,7+0,4 0,8+0,2 1,8+0,3 0,042 G1/G3+4
0,038 G2/G3+4
CXCR3" 70,548,7 | 77,6+4,8 71,316,7 n.s.
HLA-DR™ 65,6+6,9 | 68,7+3,8 67,0+5,3 n.s.
Va24" 0,7+0,6 1,5+0,4 0,8+0,6 n.s.
% Helferzellen | CD4°'CD7" | 41,7+7,0 | 26,3%3,9 23,9+4,8 0,045 G1/G2
0,013 G1/G3+4
Va24" 0,4+0,4 0,5+0,2 0,2+0,3 n. s.
% CD8'CD7 | 16,5+5,3 17,0+3,0 8,5+3,8 0,044 G2/G3+4
zytotoxischer CD28" 43,9+8,9 | 49,6+4,9 | 55,7+6,9 n. s.
T-Zellen
Mean CCR5 20,6450 | 26,8+2,7 25,8+3,9 n.s.
CXCR3 35,0£7,5 | 35,841 31,645,9 n.s.
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Tabelle 14: Vergleich des TIL-Phanotyps in verschiedenen T-Stadien beim hellzelligen
NZK (MW+SEM)

T1a T1b T2 T3 p Diffe-
n=27 n=26 n=8 n=31 renz
% der CD56" NK [ 19,9+3,1 18,6+3,4 13,1%5,6 14,1£3,5 n.s. | T1b/T2
Lympho- (0,088)
zyten B-Zellen 3,5%1,0 5,9+1,1 4.2+417 3,4+1,1 n.s.
T-Zellen 76,6+3,5 75,5+3,8 82,7+6,2 82,5+3,9 n.s. | T1b/T2
(0,089)
% der NK NKp44" 8,7+2,9 13,8+3,2 14,14£5,3 5,0+3,3 0,033 | T1a/T2
% der T- CD4" 50,0+3,5 50,2+3,9 50,4+6,3 52,3+4,0 n.s.
Lympho- CD8" 56,2+4,1 | 53,645 | 582+7,3 | 48,4+46 | n.s.
zyten Ratio 0,9+0,2 0,9+0,2 0,9+0,3 1,1+0,2 n.s.
CD4/CD8
CD13" 31,1+5,3 36,0£5,9 | 41,1£9,5 39,7+6,0 n.s.
CD26" 46,2147 53,5+5,2 54,6+8,4 51,453 n. s.
CD28" 64,6+4,7 66,2+5,1 71,948,4 69,1+5,2 n.s.
CD57" 34,535 31,3+3,8 32,616,2 28,8+£3,9 n.s. | T1a/T2
(0,085)
n.s. T1a/T3
(0,083)
CD69" 57,015,2 55,8+5,8 66,8+9,4 72,7¢6,0 | 0,013 | T1a/T2
0,045 | T1b/T2
0,002 | T1a/T3
0,033 | T1b/T3
cD107" 2,4+1,4 7,8+3,0 14,449 1,0£0,5 0,011 | T1a/T2
n.s. T1b/T2
(0,082)
0,014 | T2/T3
CCR5" 46,2+7,0 50,0+7,6 | 45,2+12,5 | 63,0+7,8 n.s.
CTLA-4" 0,8+0,2 1,240,3 1,240,4 1,410,3 0,010 | T1a/T3
CXCR3" 68,1+5,5 65,7+6,1 78,9+9,9 72,8+6,2 n.s.
HLA-DR® | 63,9+4,3 70,8+4,8 72,1+7.8 64,3+4,9 n.s.
Va24" 1,1+0,5 1,240,6 0,7+0,7 0,4+0,3 n.s.
% Helfer- CcD4" 33,7+2,7 30,2+3,2 24,615,5 249+29 | 0,049 | T1a/T3
zellen CD7"
Va24" 0,30,3 0,40,4 0,6%0,6 0,404 n.s.
% zytoto- CcD8’ 15,3£2,9 13,245,7 | 15,9+10,0 9,8+4,1 n.s.
xischer T- CD7"
Zellen CD28" 46,3+5,7 | 46,7+6,2 | 50,8+10,1 | 52,1+6,4 n.s.
Mean CCR5 19,743,2 18,9£3,5 27,557 26,0£3,5 S
CXCR3 28,6+4,8 38,0+5,2 | 40,448,3 31,955
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Tabelle 15: Vergleich des TIL-Phanotyps in verschiedenen M-Stadien beim hellzelligen
NZK (MW+SEM

MO M1+2 p
n=9 n=9

% der CD56" NK 25,4143 17,244,3 n.s.
Lymphozyten B-Zellen 3,3%+1,3 3,8+1,3 n. s.
T-Zellen 71,2+4,6 79,0+4,6 n.s.
% der NK NKp44* 18,7+3,8 12,3£3,8 n.s.
% der T- CcD4"* 45,3445 46,944 5 n.s.
Lymphozyten CcD8"* 60,4+5 4 50,3+5,4 n.s.
Ratio 0,940,5 1,0+0,4 n.s.

CD4/CD8
CD13" 28,9175 33,5£7,5 n.s.
CD26" 54,5+6,0 51,1+6,0 n.s.
CD28" 73,059 72,259 n.s.
CD57" 28,0+4,8 28,0+4,8 n.s.
CD69" 67,7+8,7 59,448 2 n.s.
CD107" 12,4+3,1 6,2+2.9 n.s.
CCR5" 53,4195 48,2195 n.s.
CTLA-4" 1,540,3 1,540,3 n.s.
CXCR3" 71,6+7,0 64,7+7,0 n.s.
HLA-DR* 76,2126 57,7+5,6 0,021
Va24* 1,0£0,7 1,0+0,7 n.s.
% CD4'CD7” 29,8+11,3 20,5+4,6 n.s.
Helferzellen Va24* 0,60,4 0,9+0,4 n.s.
% CD8'CD7” 32,564 4,7+4.5 n.s.
zytotoxischer CD28* 56,8+7,2 51,2+7,2 n.s.

T-Zellen

Mean CCR5 23,5+4.9 19,9+4.9 n.s.
CXCR3 43,6+5,8 28,6+4,8 0,033




Tabellenanhang

Tabelle 16: Korrelation des TIL-Phanotyps mit dem Patientenalter beim hellzelligen

NZK (MW+SEM

<58 >70 p
n=12 n=34

% der CD56" NK 17,244,3 15,4+3,6 n. s.
Lymphozyten B-Zellen 3,0+0,8 3,1+0,7 n.s.
T-Zellen 79,8+4,3 81,4+3,6 n.s.
% der NK NKp44* 12,3+3,5 12,8+2,9 n. s.
% der T- CcD4"* 50,1+4,7 48,2+3,9 n.s.
Lymphozyten CcD8"* 52,9459 61,5+4,9 n.s.
Ratio 0,9+40,3 0,8+0,2 n.s.

CD4/CD8
CD13" 35,6+8,3 32,3+6,9 n.s.
CD26" 49,0£6,0 40,5+5,0 n.s.
CD28" 71,3157 65,9+4,8 n. s.
CD57" 25,345,3 30,8+4,4 n. s.
CD69" 60,1+6,5 71,0£5,5 n. s.
CD107" 4,8+1,8 5,5%1,5 n. s.
CCR5" 53,7+9,2 55,2+7,6 n. s.
CTLA-4" 1,0+£0,4 1,4+0,3 n. s.
CXCR3" 75,5+7,0 73,3+5,8 n.s.
HLA-DR* 63,5+5,1 60,0+4,2 n.s.
Va24* 0,5+0,2 0,8+0,4 n. s.
% CD4'CD7” 27,0+4,0 26,8+4,8 n. s.
Helferzellen Vo24* 0,2+0,1 0,07+0,05 n. s.
% CD8'CD7” 12,6+3,8 15,747 n. s.
zytotoxischer CD28" 49,0+7,4 49,0+6,1 n.s.

T-Zellen

Mean CCR5 18,3+5,9 24,6146 n.s.
CXCR3 35,7+5,4 34,4+4.5 n. s.
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Tabelle 17: Vergleich des PBL-Phanotyps in verschiedenen Gradingstadien beim hellzelligen NZK (MW+SEM)

Absolutzahlen (Zellen/ul Prozentuale Anteile
G1+G2 G3+4 P G1+G2 G3+4 p
n=26 n=11 n=30 n=13
CD56" NK 547491 274+129 n.s. 23,1441 16,1+5,3 n.s.
B-Zellen 193+37 200+52 n. s. % der Lymphozyten 8,5+1,7 13,1+2,2 n. s.
T-Zellen 1520+£139 12244196 n. s. 68,4+3,5 70,7+4,7 n. s.
NKp44* 2 2+1 n. s. % der NK-Zellen 0,6+0,2 1,51+0,3 n. s. (0,057)
CD4" 990+91 7331128 n.s. 64,9+4,5 56,4+5,9 n.s.
CD8" 501480 496+113 n.s. 33,414,2 43,615,5 n.s.
CD13" 1010 25+14 n.s. 0,3+0,2 2,1+0,6 n. s. (0,068)
CD26" 787170 667+98 n.s. 52,1+4,0 55,445,2 n.s.
CD28" 12371118 962+167 n.s. 81,4+3,7 78,614,9 n.s
CD57" 300157 294181 n.s. % der T- 19,2426 23,034 n. s
CD69" 70124 60+34 n.s. Lyrr:phozyten 51+1,4 51+1,8 n.s
CD107" 312 242 n.s. 0,3+0,1 0,3+0,1 n.s
CCR5" 4461127 392+179 n.s. 29,1+4,8 29,1+6,3 n.s
CTLA-4" 2 2+1 n.s. 0,1+0,04 0,2+0,06 n.s
CXCR3" 554489 492+125 n.s. 37,4+3,6 38,9+4,8 n.s.
HLA-DR* 372176 404+107 n.s. 23,6127 31,243,5 n.s.
Va24* 1941 1542 n. s. 1,510,2 0,8+0,3 n.s. (0,091)
CD4'CD7 158123 146133 n.s. % Helferzellen 16,5+2,3 20,0+3,2 n.s.
Va24* 111 111 n.s. 0,1+0,08 0,1+0,1 n.s
CD8'CD7 % zytotoxischer T- 6,5+0,5 4,7+0,7 n.s
CD28" 285136 318452 n.s. Zellen 60,545,0 66,81+6,5 n.s
CCR5 M 5,5+1,2 4,117 n.s
CXCR3 ean 13,7£2,7 11,9£2,9 n.s
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Tabelle 18: Vergleich des PBL-Phanotyps in verschiedenen T-Stadien beim hellzelligen NZK (MW+SEM)

Absolutzahlen (Zellen/ul) Prozentuale Anteile
T1a T1b T2 T3 P Differenz T1a T1b T2 T3 p Differenz
n=13 n=8 n=4 n=11 n=13 n=10 n=5 n=15
CD56" NK 291+115 511+166 501+245 262+144 n.s. 15,7455 | 26,3+8,4 19,9+10,0 | 16,616,8 n.s.
B-Zellen 274+36 20452 2312 85145 n.s. (0,096) T1a/T2 % der 11,4421 9,8+3,2 4,3+3,8 8,0£2,5 n.s.
n.s. (0,058) T1b/T2 Lympho-
0,029 T2/T3 zyten
T-Zellen 1552+172 | 14511249 | 1076365 | 1109+215 n.s. (0,063) T1a/T1b 72,9+14,6 | 63,971 75,8+8,4 75,415,6 n.s.
0,024 T1b/T3
NKp44™ 31 2+1 111 2+1 n.s. % der 1,2+0,3 0,8+0,5 0,4+0,6 1,3+0,4 n.s. T1b/T2
NK (0,092)
cD4" 855+99 1008+144 7461211 608+124 n.s. (0,065) T1a/T1b 62,616,1 69,2+9,3 63,2+11,1 | 56,9+7,4 n.s.
0,019 T1b/T3
CcD8" 641+108 570156 372229 482+135 n.s. 36,7+5,7 | 32,68,8 39,6+10,4 | 41,746,9 n.s.
CD13" 2112 16116 616 1110 n.s. 1,7+0,6 0,9+0,5 0,1£0,1 0,8+0,4 n.s. T1b/T2
(0,069)
CD26" 837190 763+131 801192 437+113 n.s. (0,052) T1a/T3 59,0+5,3 | 55,9+8,1 63,919,6 | 42,1464 n.s. T1a/T3
0,041 T1b/T3 (0,074)
CD28" 1158+140 | 1285+202 9474297 747175 n.s. (0,076) T1a/T1b 80,4+5,0 | 88,7+7,7 85,7+9,1 71,116,1 n.s
0,018 T1b/T3
CD57" 29075 261+109 188+160 350+94 n.s. % der T- | 16,8+3,3 9,945,1 15,8+6,1 29,444 1 n.s
CD69" 54429 2142 42+62 63+37 n.s. Lympho- | 3,9+1,8 2,5+1,7 4,8+3,2 5,7+2,2 n.s
CD107" 1+1 7+3 242 0 n.s. zyten 0,2+0,1 0,5+0,1 0,4+0,2 0,2+0,09 n.s
CCR5" 4491165 4514239 120+352 4344207 n.s. 28,1+6,5 | 22,0+10,0 | 27,8+11,8 | 39,8+7,9 n.s
CTLA-4" 31 141 3+1 2+1 n.s. 0,2+0,06 | 0,2+0,05 0,2+0,07 0,2+0,04 n.s
CXCR3" 461+112 641162 3974238 385+£140 0,030 T1a/T1b 30,8+4,9 | 42,8+7,6 42,7+9,0 38,1+6,0 n.s
0,035 T1b/T3
HLA-DR" 561+99 463+143 288+211 3731124 n.s. 35,7+2,9 | 24,9+4,5 26,7+5,3 34,9+3,5 n.s.
Va24" 1441 1542 23+3 1242 0,0001 T1a/T2 1,0+0,3 1,1£0,5 1,7+0,6 0,7+0,4 0,025 T1a/T1b
0,029 T2/T3 n.s. T1a/T2
(0,077)
0,033 T1a/T3
CD4'CD7 120+31 183153 119170 174439 n.s. % 12,3+2,7 19,4+4,6 20,0+6,0 27,3+3,4 n.s.
Va24" 0 1+1 0 0 n.s. Helllfer- 0,1£0,09 | 0,2+0,08 0,3+0,1 0,2+0,07 n.s.
zellen
CD8'CD7 n.s. % 6,6+0,7 5,7+0,9 4,9+1,6 6,2+0,7 n.s.
CD28" 31149 383171 238+105 259162 n.s. zytoto- | 61,1%6,4 76,2+9,8 71,5211,7 | 59,9+7,8 n.s.
xischer
T-Zellen
CCR5 M 4,242 4 3,425 2,3+1,7 8,243 4 . S.
CXCR3 ®aN 1787:25 | 12,3t52 | 16,555 | 14,3t45 | n.s.
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Tabelle 19: Vergleich des PBL-Phanotyps

hellzelligen NZK (MW+SEM)

in verschiedenen M-Stadien beim

Absolutzahlen (Zellen/ul)

Prozentuale Anteile

MO M1+2 p MO M1+2 p
n=2 n=2 n=2 n=5
CD56" NK | 245153 200+53 n.s. % der 17,1£9,1 19,845,8 n.s.
B-Zellen 130136 170136 n.s. Lympho 9,4+3,8 8,324 n. s.
T-Zellen | 1030+177 | 1510177 n.s. -zyten 73,5494 71,9459 n.s.
NKp44* 1+1 3+1 n.s. % der 0,3+0,9 1,3+0,6 n. s.
NK
CD4" 780+108 | 885+108 n.s. 76,349,0 61,9457 n.s.
CD8" 325+299 [ 655+299 n.s. 30,049,5 35,946,0 n.s.
CD13" 21+1 265 n.s. 2,0+1,1 1,3+£0,7 n.s.
CD26" 670+168 | 795+304 n.s. 67,5+10,8 50,9+6,9 n.s.
CD28" 855+67 1125467 n.s. 84,3+9,7 80,316,1 n.s.
CD57" 190£190 | 355+196 n.s. % der T- 17,548,3 20,6+5,3 n.s.
CD69" 34+18 87+18 n.s. Loympho 3,2+3,4 5,0+2,2 n.s.
cD107" 1015 1+1 n.s. _zyten 0,9+0,2 0,4+0,1 n.s.
(0,073)
CCR5" 420+222 | 5001222 n.s. 38,9+12,7 32,9481 n.s.
CTLA-4" 1 3 n.s. 0,09+0,05 0,3+0,06 | 0,037
CXCR3" 515+228 | 470+228 n.s. 46,8+9,9 32,1+6,3 n.s.
HLA-DR® | 320+223 | 535+223 n.s. 29,8+8,4 27,753 n.s.
Vo24" 5+1 611 n.s. 0,5+1,1 0,5+0,7 n.s.
CD4" 90+14 150+10 n.s. % 12,9+8,8 15,2451 n.s.
CD7 Helfer-
Va24" 4 0 0,020 | zellen 0,4+0,2 0,30, n.s.
CcD8" % 6,2+2.4 511, n.s.
CD7 zytoto-
CD28" 205+124 | 360+124 n.s. xischer | 63,9+13,6 62,7+8,6 n.s.
T-Zellen
CCR5 M 10,1+2,4 6,1+1,7 n.s.
CXCR3 ®a" " 206+34 | 10,924 | 0,027
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Tabelle 20: Korrelation des PBL-Phanotyps mit dem Patientenalter beim hellzelligen
NZK (MW+SEM)

Absolutzahlen (Zellen/pul)

Prozentuale Anteile

<58 >70 p <58 >70 P
n=6 n=12 n=6 n=13
CD56" NK | 472+128 | 465146 n. s. %der | 19,7458 | 251466 | n.s.
B-Zellen 265455 358463 n.s. | Lympho [ 9,8+2,0 18,142,3 | 0,014
T-Zellen | 1751162 | 939+185 | 0,005 | -zyten | 70,5+55 | 56,846,3 | n.s.
NKp44* 5+1 1+1 n.s. % der 2,2+0,6 1,1£0,7 n. s.
NK
CcD4* 979+104 | 705+119 n.s. 56,3+4,5 | 72,0¢5,2 | 0,034
(0,095)
cD8* 748+100 | 184+114 | 0,002 414+45 | 239451 | 0,019
Ratio 1,3+%0,5 3,8£0,5 n. s. 1,5+0,5 2,8+0,5 n. s.
CD4/CD8 (0,080)
CD13" 6+10 23+11 n.s. 0,4+0,8 2,2+0,9 n.s.
CD26" 847+127 | 573+144 n.s. 50,9+7,6 | 60,8487 | n.s.
CD28" 1282+124 | 899+141 ns. |, 76,4135 | 92,7440 | 0,007
(0,055) % der T-
CD57" 461573 | 6044 | 0,003 | WYMPNO 53541 | 8.0¢47 | 0,019
CD6Y" 63230 | 42:45 | n.s. | 2" [38:28 | 5332 | n.s.
CcD107" 3+1 1+1 n.s. 0,2+0,1 0,1+0,1 n.s.
CCR5" 6441136 11555 | 0,020 32,846,9 | 23,9¢7.9 | n.s.
CTLA-4" 3+1 141 n. s. 0,240,06 | 0,02+0,06 | n.s.
CXCR3" 648+98 | 362+112 n. s. 38,6x4,4 | 41,1450 | n.s.
(0,068)
HLA-DR” 507+82 128154 | 0,008 27,438 | 19,044 | n.s.
Va24™ 7+15 20417 n. s. 0,5+1,0 1,6+1,2 n. s.
CcD4'CD7 | 158+17 82+19 0,010 % 17,0£1,9 | 13,9+2,1 n. s.
Va24™ 141 141 n. s. Helfer- 0,2+0,1 0,1%0,1 n. s.
zellen
CD8'CD7 % 6,4+1,3 6,2+1,5 n.s.
CD28" 361450 18657 | 0,032 | zytoto- | 58,1+54 | 78,9+6,2 | 0,021
xischer
T-Zellen
CCR5 5,7+0,7 4,1+0,9 n. s.
Mean
CXCR3 10,3+2,5 | 12,925 | n.s.
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Tabelle 21: TIL- und PBL-Phanot

pvergleich beim hellzelligen NZK (MW+SEM)

Hellzelliges NZK

TIL PBL p
% der CD56" NK 20,18+2,09 | 20,65+2,06 n. s.
Lymphozyten n=40
B-Zellen 3,03£0,71 10,19+0,86 <0,0001
n=40
T-Zellen 76,781+2,22 | 69,1612,05 0,006
n=40
% der NK NKp44* 8,52+1,60 0,7640,19 <0,0001
n=41
% der T- CD4* 52,261£1,96 | 61,18+1,99 0,002
Lymphozyten n=41
CD8" 52,26+2,55 | 37,64+1,99 <0,0001
n=41
Ratio 1,210,8 2,014 0,001
CD4/CD8
CD13" 31,24+3,15 | 1,13x0,25 <0,0001
n=41
CD26" 45,76+2,56 | 51,05£2,3 0,049
n=41
CD28" 68,71+2,65 | 77,65+2,07 0,002
n=41
CD57* 31,08%£1,99 | 21,82+1,76 <0,0001
n=41
CD69" 57,09+3,84 | 4,55+0,73 <0,0001
n=39
CD107" 7,28+2,14 0,2940,06 0,002
n=39
CCR5* 69,46+3,58 | 33,13+2,70 <0,0001
n=41
CTLA-4" 0,62+0,13 0,17+0,02 0,001
n=40
CXCR3* 70,66+2,83 | 38,93+2,18 <0,0001
n=41
HLA-DR* 64,15+2,61 | 27,97+1,82 <0,0001
n=41
Va24* 1,50+0,27 0,9940,25 . s.(0,091)
n=41
% CD4'CD7" 29,20+1,89 | 16,80+1,47 <0,0001
Helferzellen n=35
Va24* 0,61+0,25 0,1640,04 . s.(0,058)
n=41
% CD8'CD7" 13,65+1,14 | 6,04+0,43 <0,0001
zytotoxischer n=30
T-Zellen CD28" 52,71£2,95 | 59,20+2,93 . s.(0,051)
n=41
Mean CCR5 28,44+3,49 | 6,33+0,62 <0,0001
n=29
CXCR3 26,20+1,84 | 12,74+0,97 <0,0001
n=29
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Tabelle 22: Histologische Klassifikation der zusatzlich mit Paraffinschnitten
untersuchten Tumoren
Histologische Klassifikation Haufigkeit | Prozent
Hellzelliges NZK 62 88,6
Hellzelliges und papillares NZK 3 4,3
Hellzelliges, fokal sarkomatoides NZK 2 2,9
Hellzelliges, sarkomatoides und papillares NZK 1 1,4
Onkozytom 1 1,4
Unklassifizierbarer Nierentumor 1 1,4
Gesamt 70 100

Tabelle 23: Korrelation der Immunzellinfiltrate in Paraffinschnitten mit dem Grading
beim hellzelligen NZK (in Zellen/2,5 mm? MW+SEM)

G1 G2 G3+4 p Differenz
n=6 n=46 n=9
CD3 intratumoral 54,5+11,1 155,8+26,5 220,9+48,6 0,002 | G1/G3+4
n. s. G1/G2
(0,080)
0,014 | G2/G3+4
CD3 peritumoral 39,2+17,6 70,7+10,0 114,4+22.5 0,037 | G1/G3+4
n. s. G2/G3+4
(0,077)
CD4 intratumoral 76,3+47 1 90,5+22.4 70,0411 n.s.
CD4 peritumoral 79,0+34 .4 80,5+16,4 101,4+30,1 n.s. G1/G3+4
(0,074)
0,034 | G2/G3+4
CD8 intratumoral 87,5+58,1 340,5+82,9 | 608,4+152,2 | 0,014 | G1/G3+4
0,048 | G2/G3+4
CD8 peritumoral 178,5+79,0 | 246,9+58,4 | 420,5+107,2 n.s.
CD15 intratumoral | 96,9+49,2 56,2+23,4 37,9+15,8 n.s. G1/G2
(0,081)
CD15 peritumoral 12,6+7,8 8,5+3,7 5,1£3,2 n. s.
CD20 intratumoral 5,5+3,5 3,7+1,7 9,7+3,1 0,040 | G2/G3+4
CD20 peritumoral 2,6+x11,4 21,2+54 23,3+10,0 n.s. G1/G3+4
(0,066)
CD34 intratumoral | 169,7+65,3 | 179,4+31,1 220,6+57,1 n. s.
CD34 peritumoral | 240,1+72,1 | 219,3+34,3 109,2+62,9 n. s.
CD68 intratumoral | 214,2+70,0 | 233,6+33,3 282,1+61,1 n.s. G2/G3+4
(0,056)
CD68 peritumoral | 81,7+10,6 99,1+16,0 161,1£25,0 0,049 | G1/G3+4
0,027 | G2/G3+4
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Tabelle 24: Korrelation der Immunzellinfiltrate in Paraffinschnitten mit den T-Stadien
beim hellzelligen NZK (in Zellen/2,5 mm?, MW+SEM)

T1a T1b T2 T3 p Diffe-
n=18 n=18 n=6 n=20 renz
CD3 164,0£34,5 72,4+34,3 191,5£52,8 91,1+36,5 0,001 T1a/T1b
intratumoral 0,005 T1a/T3
0,021 T1b/T2
CD3 74,1237 33,5+23,5 113,4+36,2 77,2+25,0 n.s. T1a/T1b
peritumoral (0,088)
0,014 T1b/T2
0,020 T1b/T3
CD4 44,+19,2 52,2+21,2 114,1+48,1 76,7+33,2 n.s.
intratumoral
CD4 67,8+23,0 75,5+22,8 105,8+35,1 86,0+24,3 n.s. T1b/T2
peritumoral (0,057)
CD8 310,7+£115,0 | 191,9+114,2 | 433,24175,9 | 312,5£121,6 n.s. T2/T3
intratumoral (0,063)
CD8 335,9+81,0 | 255,4+80,5 190,2+124,0 333,3+85,7 n.s.
peritumoral
CD15 55,6+32,7 35,7+18,9 81,4+32,7 17,847,9 n.s.
intratumoral
CD15 7,0+3,0 11,0£5,2 13,74£7,9 4,7+2.8 n.s.
peritumoral
CD20 6,0+2,4 5,0£2,3 7,5+3,6 5,725 n.s
intratumoral
CD20 20,0+7,6 17,617,6 7,755 19,848,1 n.s
peritumoral
CD34 188,6142,8 | 245,6+42,5 197,0£65,4 174,6145,2 n.s.
intratumoral
CD34 99,1+47,9 72,7+47,6 235,1+73,4 238,8+50,7 0,049 T1b/T3
peritumoral
CD68 251,3+46,7 | 233,0+46,4 282,1+71,4 199,649 .4 n.s.
intratumoral
CD68 75,6127,4 77,4+27,2 149,9+42,0 74,7+29,0 0,003 T1a/T2
peritumoral 0,008 T1b/T2
0,008 T2/T3
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Tabelle 25: Korrelation der Immunzellinfiltrate in Paraffinschnitten mit den M-Stadien
beim hellzelligen NZK (in Zellen/2,5 mm?, MW+SEM)

MO n=9 M1+2 n=7 p

CD3 intratumoral 115,6+44,8 74,31£50,9 n.s.
CD3 peritumoral 88,9+22 .9 90,7+26,0 n.s.
CD4 intratumoral 101,1+26,8 33,6£30,4 n.s.
CD4 peritumoral 137,2+16,8 77,9+19,0 0,023
CD8 intratumoral 325,6£110,4 109,4+75,9 n.s.
CD8 peritumoral 339,4+81 4 307,9+92,3 n.s.
CD15 intratumoral 23,4226 66,4+25,7 n.s.
CD15 peritumoral 1,1£1,6 8,045 n.s.
CD20 intratumoral 3,412,0 0,923 n.s.
CD20 peritumoral 21,7+7,7 9,7+8,7 n.s.
CD34 intratumoral 171,1£37,9 268,6+42,9 n.s. (0,094)
CD34 peritumoral 234,4+43 .0 92,9+38,7 0,033
CD68 intratumoral 288,9+44.8 217,1+£50,8 n.s.
CD68 peritumoral 93,3+£23,7 175,7+26,9 0,025

Tabelle 26: Korrelation der
Patientenalter beim hellzelligen NZK (in Zellen/2,5 mm?, MW+SEM)

Immunzellinfiltrate

in Paraffinschnitten mit dem

<58 Jahre n=7

>70 Jahre n=23 p
CD3 intratumoral 288,6+51,1 221,7+35,4 n.s.
CD3 peritumoral 131,4+36,2 113,0£25,1 n.s.
CD4 intratumoral 139,6+47,2 99,5+32,7 n.s.
CD4 peritumoral 114,6+33,0 63,4122 9 n.s.
CD8 intratumoral 602,1+157,3 657,6+109,2 n.s.
CD8 peritumoral 505,7+134,7 166,7+83,5 0,015
CD15 intratumoral 35,0+34,3 58,6+23,8 n.s.
CD15 peritumoral 2,9+7,8 10,815,4 n.s.
CD20 intratumoral 8,1+2 4 8,4+1,7 n.s.
CD20 peritumoral 39,8+12,5 27,618,7 n.s.
CD34 intratumoral 186,6+50,2 184,0+34,8 n.s.
CD34 peritumoral 195,4462,0 122,6143,0 n.s.
CDG68 intratumoral 354,4+71,2 296,0+49 .4 n.s.
CD68 peritumoral 103,3+29,6 151,0+20,6 n.s.

Tabelle 27: Vergleich zwischen Onkozytom und hellzelligem NZK anhand der

Paraffinschnitte (in Zellen/2,5 mm?, MW+SEM)

Onkozytom n=1

Hellzelliges NZK n=62

CD3 intratumoral 20 10517
CD3 peritumoral 30 7419
CD4 intratumoral 0 61+£10
CD4 peritumoral 10 7118
CD8 intratumoral 15 290441
CD8 peritumoral 100 249+30
CD15 intratumoral 10 48110
CD15 peritumoral 1 812
CD20 intratumoral 0 4+1
CD20 peritumoral 0 193
CD34 intratumoral 130 204+15
CD34 peritumoral 350 16117
CDG68 intratumoral 20 239+17
CD68 peritumoral 50 106+10




Tabellenanhang

74

Tabelle 28: Uberlebensanalyse fiir TIL beim hellzelligen NZK

Kaplan-Meier-Schatzung

Cox-Regression

Grenze | Gr. | n | MWtSEM p n RR p
CD56" NK <15 1 [ 32 | 36,4+4,1 31 [ 10,94 | 0,037
3 1525 | 2 | 24 | 46,7¢4,2 | 0,007 [ 24 | 2,75 [ 0,40
g >25 3 |24 | 484415 24 1
£ | B-Zellen <2 1 [ 32| 42,6438 31 | 1,36 | 0,66
3 2-5 2 [ 29| 458+4,1 | 0985 | 29 | 3,05 | 0,11
a >5 3 [ 19 ] 419+49 19 1
& | T-Zellen <70 1 | 22 n. b. 22| n.b. | nb.
° 70-85 2 |30 30 | 045 | 0,16
>85 3 | 28 27 1
NKp44* <2 1 [ 23 | 43,621 23] 031 [ 0,33
x =< 2-10 2 | 31| 386+3,7 | 0,115 [ 30 | 0,68 | 0,52
>10 3 [ 27 ] 444444 27 1
CcD4" <45 1 [ 29 | 46,6+3,3 28 | 0,80 | 0,75
45-55 2 | 28| 436+4,3 | 0685 | 28 | 0,58 | 0,36
>55 3 | 24 | 425444 24 1
cD8’ <45 1 [ 24 | 45,0+45 24 | 0,79 | 0,74
45-65 2 | 33 | 42,6¢4,0 | 0,771 [ 33 | 0,80 | 0,74
>65 3 |24 | 44,8+4,0 23 1
CcD13* <20 1 [ 31 | 49,5+3,0 31 [ 23 | 0,31
20-45 2 | 25| 355+4,9 | 0,017 [ 24 | 49 | 0,02
>45 3 | 25| 454+38 25 1
CD26" <36 1 [ 21 | 40,3+3,9 21| 27 | 0,18
36-56 2 [ 31| 435243 | 068530 | 40 | 0,04
>56 3 [ 29 | 46,2431 29 1
c | cD2s* <55 1 [ 28 | 39,1+35 27 | 181 | 0,38
2 55-75 | 2 | 28 | 44,441 | 0,743 [ 28 | 0,46 | 0,24
g >75 3 | 25 | 46,0+3,5 25 1
s | cD57" <25 1 | 34 | 40,9+3,6 33| 043 | 0,36
% 25-40 2 |30 | 46,7¢4,0 | 0,460 [ 30 | 0,64 | 0,61
0 >40 3 | 17 | 41,4431 17 1
= | CD69Y" <50 1 [ 23 n. b. 15 | n.b. [ n.b.
T 50-70 2 |23 21 [ 1,97 | 0,23
X >70 3 | 25 20 | 1
CcD107* <1 1 [ 22 ] 35,7+2,8 22| 125 | 0,76
1-6 2 | 26 | 38635 | 0992 |26 | 1,81 | 0,40
>6 3 |23 | 43,2+41 22 1
CCR5' <40 1 [ 26 | 46,7+3,8 26 | 2,05 | 0,32
40-70 2 | 21| 40,3+4,4 | 0,773 [ 21 | 21 0,23
>70 3 [ 34 ] 44,6+4,0 33 1
CTLA-4* <0,4 1 [ 31| 39,4+3,8 31 [ 059 | 0,46
04-14 | 2 | 28 | 453433 | 0,777 [ 27 | 0,65 | 0,52
>1.4 3 | 21 | 40,9+53 21 1
CXCR3' <55 1 [ 22 ] 34,2+44 22 | 32 [0,049
55-80 2 | 25| 44,4430 [ 0,188 [ 25 | 2,0 | 0,37
>80 3 | 34 | 47,0432 33 1

n. b. = nicht berechenbar
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Fortsetzung Tabelle 28: Uberlebensanalyse fir TIL beim hellzelligen NZK

Kaplan-Meier-Schatzung

Cox-Regression

Grenze | Gr. | n | MWxSEM p n RR p
| HLA-DR? <55 1 [ 23] 41,1+4,4 23 [ 21,0 | 0,007
o2 55-75 | 2 | 35 | 41,4+42 | 0,096 | 34 | 87 | 0,040
. >75 3 | 23] 51,0¢2,6 23 1
© &l Va4’ <0,6 1 | 26 | 42,4+43 26 | 40 [ 0,123
= E 06-1,3 | 2 [ 33 ] 359432 | 0078 [ 32| 26 | 0,256
— >1,3 3 [ 22| 54,0£2,6 22 1
CD4* <25 1 | 17 n. b. 17 1
s| cDb7 2535 | 2 [ 15 15 [ 1,01 | 0,99
. >35 3 ]10 10 [ n.b. [ n.b.
° o[ ©D4° <0,01 1 [ 32 | 45,3+3,6 32| 052 | 0,38
2| Vo24" [ 0,01-04 [ 2 [ 31| 46,8+3,7 | 0,611 [ 30 | 0,14 [ 0,011
>0,4 3 | 18 | 40,6443 18 1
° cD8’ <10 1 | 8 | 22,8452 8 1
&5 .| oor 10-15 | 2 [ 14 | 30,5+2,9 | 0242 [ 14 | 0,15 | 0,12
X8 >15 3 | 8 | 333+0,7 8 | 041 | 057
23] cD2sg’ <35 1 [ 26 | 39,9+3,6 25| 24 [ 0,23
> 35-55 | 2 [ 29| 442+43 | 0950 [ 29 | 11 0,88
2 >55 3 |26 | 43,7¢35 26 1
CCR5 <15 1 | 26 | 41,832 26 | 1,22 | 0,78
15-25 | 2 | 27 | 43,0¢3,7 | 0910 [ 26 | 0,54 | 0,38
5 >25 3 | 24 | 435446 24 1
2 [ CXCR3 <25 1 | 29 | 33,3+39 29 | 2,96 | 0,069
2535 | 2 | 18 | 435+3,3 | 0,565 | 18 | 0,83 | 0,80
>35 3 | 32| 46,4434 31 1

n. b. = nicht berechenbar
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Tabelle 29: Uberlebensanalyse beim hellzelligen NZK in Paraffinschnitten

Kaplan-Meier-Schatzung | Cox-Regression
Grenze | Gr. | n | MWSEM p n RR p

CD3 intratumoral <30 1 23 | 44,3+3,8 22 1 0,74 | 0,70
31-140 2 | 20 | 42,4446 0,9 | 20 | 0,67 | 0,63

>141 3 14 | 46,7+4,2 14 1
CD3 peritumoral <30 1 22 | 53,431 22 |1 1,4 | 0,73
30-100 2 | 21 39,346 | 0,087 [ 20 | 1,1 | 0,90

>100 3 14 | 38,7+5,1 14 1
CD4 intratumoral <10 1 19 | 45,2426 18 | 0,43 | 0,49
10-60 2 | 23 | 37,944,0 0,16 [ 23 | 1,1 | 0,89

>60 3 15 | 47,045,2 15 1
CD4 peritumoral <30 1 18 | 47,946,2 18 1,2 | 0,83
30-90 2 | 21 41,2442 065 [ 20 | 1,3 | 0,72

>90 3 18 | 43,539 18 1
CDS8 intratumoral <100 1 17 | 40,441 17 |1 1,76 | 0,55
100-300 | 2 | 24 | 44,4+3,6 0,99 | 23 |2,23] 0,33

>300 3 16 | 46,1+4,9 16 1
CD8 peritumoral <100 1 21 49,8+4,3 21 10,54 | 0,52
100-300 | 2 | 21 39,1445 0,30 | 20 | 0,37 | 0,31

>300 3 15 | 44,7+4,5 15 1
CD15 intratumoral <10 1 19 | 50,6+3,9 19 1 0,93 | 0,93
10-50 2 | 24| 353435 | 0,099 | 23 [ 2,5 | 0,31

>50 3 14 | 40,9+3,3 14 1
CD15 peritumoral <1 1 15 | 47,3+3,8 15 10,32 | 0,16
1-5 2 | 25 | 39,8%44,3 0,49 | 24 | 0,47 | 0,36

>5 3 17 | 46,747 17 1
CD20 intratumoral <1 1 28 | 42,5+3,0 27 |1 0,67 | 0,70
1-8 2 17 | 41,842 0,71 17 | 1,40 | 0,69

>8 3 12 | 44,158 12 1
CD20 peritumoral <5 1 21 42,2435 20 | 1,06 | 0,94
5-20 2 | 22 | 451+3,9 05 | 22 (1,11 ] 0,88

>20 3 14 | 41,4+49 14 1
CD34 intratumoral <120 1 17 | 42,5+4,9 16 | 1,84 | 0,47
120-220 | 2 19 | 44,241 0,62 [ 19 | 0,54 | 0,44

>220 3 | 21 45,8+4 .1 21 1
CD34 peritumoral <75 1 19 | 47,3+3,5 19 |1 0,55 | 0,49
75-200 2 18 | 39,2458 0,21 18 | 1,65 | 0,54

>200 3 | 20 | 45,3%£3,7 19 1
CD68 intratumoral <175 1 16 | 47,2453 16 | 0,61 | 0,58
175-300 | 2 | 24 | 42,2+4,0 0,83 | 23 | 1,94 | 0,39

>300 3 17 | 44,740 17 1
CD68 peritumoral <80 1 25 | 49,2+4,0 24 1 0,51 ]| 0,44
80-150 2 | 20 | 39,743,3 0,67 | 20 | 0,32 | 0,15

>150 3 12 | 43,1+4,6 12 1
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9. Thesen

1. Immunreaktionen konnen die Tumorentwicklung hemmen. Wichtige am Immun-
und Abwehrgeschehen beteiligte Zellpopulationen stellen die Lymphozyten dar. Sie
werden als Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) in groBer Zahl im
Nierenzellkarzinom (NZK) nachgewiesen. Informationen zur Zusammensetzung der
Immunzellinfiltrate innerhalb des Tumors lassen Ruickschlisse auf die
Funktionalitdt der Immunabwehr zu und kdénnen zu einer Optimierung der
Prognoseeinschatzung beitragen.

2. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie besteht die Méglichkeit, Zellpopulationen in ihrer
intratumoralen Zusammensetzung u.a. anhand Funktions-assoziierter
Oberflachenmolekiile genauer zu charakterisieren. Dabei gleicht die
Phanotypisierung der Immunzellinfiltrate  einer Momentaufnahme  des
Immungeschehens zum Zeitpunkt der Tumorentnahme. In dieser Arbeit wurde bei
119 Patienten mit Tumorerkrankung der Niere (davon 92 hellzellige
Nierenzellkarzinome) die Komposition der tumorinfiltrierenden Lymphozyten
untersucht.

3. Immunhistochemische Paraffinfarbungen  vervollstandigen die  Aussagen
durchflusszytometrischer Untersuchungen, indem sie die Absolutzahlen der
Immunzellinfiltrate sowie die regionale Verteilung und Zuordnung zu bestimmten
Gewebsanteilen aufzeigen. Immunhistochemische Farbungen wurden parallel zu
den durchflusszytometrischen Analysen exemplarisch an 70 Paraffinschnitten
(davon 62 hellzellige NZK) der 119 Patienten mit Nierentumor angefertigt.

4. Mittels einer verbesserten Beurteilung der Uberlebensprognose fiir Patienten mit
hellzelligem NZK sowie durch die Entwicklung einheitlicher, international
anerkannter Prognosescores kann die Beratung und Therapieentscheidung
patientenorientierter gestaltet werden. In dieser Untersuchung wurde das
Uberleben der Patienten fiir durchschnittich 25,6 Monate nachverfolgt. Die
Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde mit der Kaplan-Meier-Methode sowie der
multivariaten Regressionsanalyse nach Cox unter Berlcksichtigung der
Einflussnahme der Kovariaten Grading, T-Stadium und Patientenalter berechnet.

5. Das benigne Onkozytom und das maligne, hellzellige NZK unterscheiden sich
sowohl in ihrer lymphozytdren Zusammensetzung als auch in der Expression
funktioneller Markermolekule. In Paraffinschnitten wurden im untersuchten
Onkozytom 20 intratumorale und 30 peritumorale T-Zellen, pro Gesichtsfeld bei
100-facher VergréRerung (2,5 mm?), beobachtet. Unterdessen wurde das
hellzellige NZK von einer mit 105 intra- und 74 peritumoralen T-Zellen hoheren
Zahl infiltriert.
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Anhand der durchflusszytometrischen Resultate wurde deutlich, dass das
Onkozytom zu einem hohen Anteil von NK-Zellen durchsetzt wird, wahrend beim
hellzelligen NZK hohere Anteile an T-Zellen, insbesondere CD4" T-Zellen sowie T-
Zellen mit Expression der Funktionsmolekile CD69, CD107 und HLA-DR
gemessen wurden. Dabei ist fir HLA-DR" T-Zellen eine wirksame, antitumorale
Aktivitat beschrieben. CD107 gilt als Marker der Degranulation.

6. Der Anteil der tumorinfiltrierenden CD56" NK-Zellen ist ein wichtiger
Prognosefaktor fir das Uberleben der Patienten mit hellzeligem NZK. Ein hoher
Anteil an NK-Zellen war in der hier dargestellten Untersuchung mit einem
geringeren Sterberisiko verbunden. Dies zeigt, dass auch NK-Zellen wahrend der
Tumorentwicklung besonders wirksam entdifferenzierte Zellen zerstéren und damit
eine immense Bedeutung fiir die Tumorabwehr besitzen. Hingegen ergaben sich in
dieser Studie sowohl fiir die Anteile tumorinfiltrierender B-Zellen als auch CD4" und
CD8" T-Zellen keine Zusammenhange mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patienten. Diese Marker konnten sich deshalb nicht als Prognosefaktor etablieren.

7. HLA-DR und CXCR3 sind T-Zellmolekile, die mit einer Ty1-gekoppelten
Interferon-y-Sekretion assoziiert sind und die antitumorale Immunitat unterstiitzen.
Laut der Ergebnisse dieser Arbeit eignen sich die Anteile tumorinfiltrierender HLA-
DR" T-Zellen und CXCR3" T-Zellen in Patienten mit hellzeligem NZK als
Prognosemarker, wobei ein hoher Anteil dieser Markermoleklle mit einer héheren
Uberlebenswahrscheinlichkeit verbunden war.

8. Im hellzelligen NZK existiet ein Zusammenhang zwischen den flr
Immunseneszenz charakteristischen CD57" T-Zellen sowie CD7-negativen
Helferzellen und TumorgroRe und -grading. Dabei wurden in G1-Tumoren hohe
Anteile an immunseneszenten T-Zellen beobachtet, wobei dies auf optimale
Proliferationsfahigkeiten der T-Zellen in diesen Tumordifferenzierungsstadien
schliellen lasst. Hingegen wurden schlecht differenzierte Tumoren durch einen
geringeren Anteil immunseneszenter Zellen infiltriert, was durch eine hemmende
Wirkung des Tumormilieus auf das Proliferationsvermégen der angelockten T-
Zellen in G3/G4-Tumoren erklart werden kdnnte.

9. Fur die Anteile an mit Immunsuppression assoziierten CTLA-4" T-Zellen und CD69"
T-Zellen wurden geringere Anteile in Grading 1 und T1-Stadien als in gréReren,
schlecht differenzierten Tumoren beobachtet. CTLA-4" T-Zellen koénnen als
regulatorische Zellen einer potenten, antitumoralen Immunitat entgegen wirken.
Ebenso wird fuir CD69 diskutiert, dass dieses Oberflachenmolekil neben der
Beteiligung an der T-Zell-Aktivierung und —Proliferation im Tumor ein Marker

suppressorischer T-Zellen sein kénnte.
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10.

11.

12.

13.

Makrophagen kénnen tumorzerstérend wirken, aber ebenso zur Tumorproliferation
und —metastasierung beitragen. Anhand immunhistochemischer Farbungen von
Paraffinschnitten wurde in T2-Tumoren mit 150 peritumoralen Makrophagen
(CD68") eine hohere Anzahl als in T1a-Tumoren mit 76 Makrophagen gemessen.
Weiterhin wurden schlecht differenzierte Tumoren von 161 peritumoralen
Makrophagen infiltriert, wahrend gut differenzierte Tumoren von 82 peritumoralen
Makrophagen durchsetzt wurden. Im hellzeligen NZK war eine hohere
Makrophagenanzahl als im Onkozytom nachweisbar, wobei die Makrophagenzahl
die der T-Zellen deutlich Uberstieg. In einigen wissenschaftlichen
Veroffentlichungen wird die suppressive Wirkung tumorinfiltrierender Makrophagen
diskutiert.

In Grading 1/2-Tumoren wurden im Vergleich zu Grading 3/4-Tumoren eine hdhere
Anzahl an Gefallneubildungen festgestellt, die mittels CD34-Expression im
Paraffinschnitt getestet wurden. In der Literatur ist beschrieben, dass die
intratumorale Vaskularisierung flir die Tumorprogression und —metastasierung
bedeutsamer ist als die peritumorale. Wahrend die intratumoralen BlutgefalRe die
Ausbreitung der Tumorzellen beginstigen, wirken die peritumoralen einer
Metastasierung entgegen.

Das Durchschnittsalter der Patienten mit hellzelligem NZK lag bei 67,6 + 0,9 Jahren
(Altersspanne: 43-86 Jahre), wobei nur wenige Patienten unter 50 Jahren waren.
Anhand der TIL-Daten der Patienten konnten nur wenige Unterschiede zwischen
den einzelnen Altersgruppen festgestellt werden. Dabei zeigten Patienten unter 58
Jahren geringere Anteile tumorinfiltrierender CD8" T-Zellen und CD69" T-Zellen als
altere Patienten Uber 70 Jahren. Gelingt es zukinftig in Arbeiten mit héheren
Fallzanlen mehr Patienten unter 50 Jahren zu rekrutieren, koénnten sich
maoglicherweise vielfaltigere Unterschiede zwischen den Patientengruppen
ergeben.

Die Durchflusszytometrie stellt in Kombination mit immunhistochemischen
Farbungen eine hervorragende Mdglichkeit dar, tumorinfiltrierende Immunzellen
schnell und umfassend zu charakterisieren. Zuklnftig kann zusatzlich die
Moglichkeit der 8- bzw. 10-Farbmessung sowie der Nachweis anderer
Markermolekille wie CD163 und CD204, die tumorinfiltrierende Makrophagen
charakterisieren, zur Darstellung der Immunzellen genutzt werden. Zudem sollten
weitere Lymphozytensubpopulationen wie CD4°'CD25'FoxP3" T-Zellen und
CD4'CD69'CD25 T-Zellen untersucht werden, die in den Prozess der

antitumoralen Immunitat eingreifen.
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