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Referat

In dieser Arbeit wurden die phanotypischen Eigenschaften von tumorinfiltrierenden Lymphozy-
ten (TIL) aus frischen Gewebeproben von Patienten mit Tumoren unterschiedlicher Herkunft
untersucht. Dabei galt die Suche prognostischen Zusammenhangen zwischen bestimmten
Expressionsmustern von Oberflaichenantigenen und der Uberlebenszeit von Patienten mit
nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen (NSCLC) gesucht. Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte
sich mit dem Vergleich phanotypischer Eigenschaften von TIL verschiedener maligner Primar-
tumoren und Metastasen.

Die gesamte Untersuchungsgruppe umfasste 303 Patienten mit Tumordiagnose (125 Lungen-,
116 Nierenzell-, 21 Magen-, 4 Mamma-, 10 Harnblasen-, 7 (")sophagus- und 5 Kolon-/Rektum-
karzinome, 20 Lungenmetastasen, 5 Hirntumore), welche sich an der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg einer chirurgischen Therapie unterzogen. Nach Gewinnung und Aufbereitung
der frischen Tumorresektate erfolgten die Immunfluoreszenzfarbung mit einer Kombination
aus Fluorescein (FITC)- und Phycoerythrin (PE)-markierten monoklonalen Antikdrpern (mAK)
und Analyse mittels Durchflusszytometer. Die resultierenden Daten wurden mit Hilfe uni-
variater und multivariater Analysemodelle (Kaplan-Meier-Modell, Cox-Regressionsmodell,
Allgemeines lineares Modell) statistisch ausgewertet.

Ein Zusammenhang zwischen der Uberlebenswahrscheinlichkeit und der Hohe des Anteils der
B-Zellen, T-Zellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) an den TIL konnte statistisch nicht
nachgewiesen werden. Dies gilt ebenfalls fir CD4*, CD8", HLA-DR", CD56" und/oder CD16",
CD13", CD25", CD57*, CD45R0O", CD69", CD49a" tumorinfiltrierende T-Zellen (TITL) sowie
das Verhéltnis CD4*/CD8" TITL. Fir Lungentumorpatienten war eine moderate Expression von
CD11b, CD26 bzw. CD54 gegeniber einer geringen CD11b-, CD26- bzw. CD54-Expression
mit einem signifikant geringeren Sterberisiko (p < 0,05) assoziiert. Im Ergebnis dieser Untersu-
chung ist es bisher nicht moglich, aus den hier in der Flowzytometrie gewonnenen Daten zum
T-Zellph&notyp und zur lymphozytaren Zusammensetzung eindeutige Aussagen zur Prognose
der NSCLC-Patienten abzuleiten.

Es war nachzuweisen, dass die Expression der untersuchten Oberflachenantigene in den 125
Lungen-und 116 Nierenzellkarzinomen wesentlich von der Tumorentitdt abh&angt. Die Faktoren
Alter und Geschlecht der Patienten und der Tumorsubtyp zeigten hier eine geringe Relevanz.
Metastasen und ihre Primartumoren scheinen sich in ihrem TIL-Profil zu &hneln. Dies konnte
am Beispiel der Lungenmetastasen von Nierenzellkarzinomen und primaren Nierenzell-
karzinomen, sowie Lungenmetastasen von Mammatumoren und primaren Mammatumoren
belegt werden. Bei der vergleichenden Gegentiberstellung der Magen-, Harnblasen-,
Osophagus-, Kolon-/Rektumkarzinome und Hirntumore lieBen sich aus den phanotypischen

Eigenschaften der TIL charakteristische Muster ableiten.

Eisert, Katrin: Immunph&notypisierung tumorinfiltrierender Lymphozyten mittels Durchfluss-
zytometrie. 80 Seiten, 2002
Halle/S., Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, Medizinische Fakultat, Dissertation



Abstract

Tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) of different kinds of tumor were characterized with respect
to their expression of cell surface molecules (immunophenotype). The aim of this study was to
look for significant correlations between the patterns of surface molecules and the survival of
patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). Furthermore, we compared the immunphe-
notype of different primary tumors and/or metastases.

303 tumor probes resected at the Martin Luther University Halle-Wittenberg were investigated
(125 lung cancers, 116 renal cell carcinomas, 21 tumors of the stomach, 4 of mamma, 10 of
bladder, 7 of oesophagus, 5 of colon, 5 of brain, and 20 of lung metastases). After preparation
of lymphocytes by density centrifugation, cells were stained with a combination of a fluorescein
(FITC)- and a phycoerythrin (PE)-labeled monoclonal antibody specific for different surface
molecules and analysed in a flow cytometer. The statistical analyses included uni- and multi-
variate models (Kaplan-Meyer Method, Cox regression Model, General Linear Model).

We found no significant correlation between survival of lung cancer patients and the percen-
tages of tumor-infiltrating B lymphocytes, T cells and natural killer (NK) cells. Similarly, no
significant correlation could be found between survival and CD4+, CD8+, HLA-DR+, CD56+
and/or CD16+, CD13+, CD25+, CD57+, CD45RO+, CD69+, CD49a+ TIL or the ratio
CD4+/CD8+ TIL. We found only an association with patients survival of the percentage of
CD11b+-, CD26+- and CD54+ tumor infiltrating T cells (significant only in case of moderate
expression). Summarizing our results, we cannot give a clear prediction for the patient’s
prognosis with the surface molecules investigated in this study.

Comparing TIL of renal cancer und lung cancer, we found several peculiarities ofimmunophe-
notype. Age and gender of patients as well as the histological subtype of a tumor had a
smaller influence on the surface molecules of TIL. We found similarities between phenotype
of metastases and the appropriate primary tumor. Last not least, specific patterns were
described for the TIL’s immunophenotype of tumors of stomach, bladder, oesophagus, colon

and brain.

Keywords: tumor-infiltrating lymphocytes, immunphennotype, non-small cell lung cancer, flow

cytometer
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1. Verzeichnis der verwendeten Abkurzungen

NCAM
MCP-1
MHC
NK-Zellen
NSCLC
PE
PBS
PBL
RR
SCLC
SD
SSsC
TCR
TGF
TNF
TIL
TITL
VLA

Antigen(e)

activation inducer molecule (CD69)
antigenprasentierende Zellen
Chemokinrezeptor

Cluster of Differentiation
Dipeptidylpeptidase IV (CD26)
Allgemeines Lineares Modell
Granulozyten- Makrophagen-koloniestimulierender Faktor
Fluoresceinisothiocyanat

forward light scatter

Human Leucocyte Antigen
interzellulares Adhasionsmolekdl
Immunglobulin

Interferon

Interleukin
Lymphozytenaktivierungsgen-3
Lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen
monoklonaler Antikorper

neurales Zelladhasionsmolekiil (CD56)
Monozyten-chem otaktisches Protein-1
Major Histocompatibility Complex
naturliche Killerzellen

Non Small Cell Lung Cancer
Phycoerythrin

phosphatgepufferte Saline

peripheral blood lymphocytes
relatives Risiko

Small Cell Lung Cancer
Standardabweichung

side scatter

T-Zell-Rezeptor

transforming growth factor
Tumornekrosefaktor
tumorinfiltrierende Lymphozyten
tumorinfiltrierende T-Lymphozyten

very late activation antigen (CD49a)



2. Einleitung und Problembehandlung

Die moderne Medizin bedient sich verschiedener apparativer Diagnostikverfahren, mit deren
Hilfe sie heute so erfolgreich wie nie zuvor in der Medizingeschichte Tumorerkrankungen
nachweisen kann. Dieser Nachweis gelingt aufgrund der stdndigen Weiterentwicklung der
Medizintechnik und der diagnostischen Verfahrensweisen immer friher. Heute kénnen viele
Patienten einer Tumortherapie zugefiuihrt werden, bei denen man noch vor wenigen Jahren die
Erkrankung erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium oder postmortal festgestellt hatte.

Die etablierten Methoden der Tumorbehandlung hingegen haben ihr Spektrum mit nach-
gewiesener Wirksamkeit nicht wesentlich erweitern kénnen. Die chirurgische Entfernung des
Tumors bzw. seine Massenreduktion, Chemotherapie und Radiatio bilden auch heute noch die
Hauptpfeiler in der modernen Tumortherapie. Bezuglich ihrer Optimierung stofRen sie inzwi-
schen auf Grenzen. Eine erfolgreiche Behandlung bedarf eines hohen MaRRes an Radikalitat,
was den Allgemeinzustand des Patienten zusatzlich zu seiner Grunderkrankung negativ
beeinflusst. Um das Therapieregime an der individuellen Situation des Patienten auszurichten
und eine therapiebegleitende iatrogene Beeintrachtigung des Patienten auf ein Minimum zu
reduzieren, sind prognostische Informationen von groRer Bedeutung. Die Suche gilt dabei
biologischen Parametern, die unabhangig von pathologischen und histologischen Daten
zuverlassige Informationen Gber den Krankheitsverlauf geben, den Behandlungserfolg wider-
spiegeln und neue therapeutische Ansatzpunkte bieten. Immunologische Methoden tragen
wesentlich zur Aufdeckung der Tumorcharakteristika im Zusammenhang mit der Abwehrlage
des Patienten bei. Ein Ziel unserer Untersuchung war es, durch eine Lymphozytenphanotypi-
sierung moglicherweise Aussagen lUber die Immunkompetenz des Patienten zu treffen, um die

so gewonnenen Erkenntnisse in die Therapieentscheidungen mit einflieRen zu lassen.

Wir untersuchten Material aus 303 resezierten Tumoren und Metastasen. Unter Nutzung
verschiedener in der immunologischen Praxis etablierter mAk erfolgte Uber die Durchfluss-
zytometrie eine Charakterisierung der TIL. Ergebnisse vergangener Studien legten die Vermu-
tung nahe, starke oder unter Umstanden sogar signifikante Unterschiede in der Prasenz
einzelner Lymphozytenpopulationen bei verschiedenen Tumorentitaten zu finden (11, 24, 25,
34, 120). Versteht man die Ergebnisse als Momentaufnahme des Immungeschehens innerhalb
des Tumors zum Zeitpunkt seiner chirurgischen Entfernung, so lasst die Analyse der Uber-
lebenszeiten der Tumorpatienten unter Beriicksichtigung der histologischen Untersuchungs-
ergebnisse eventuell eine Einschatzung der Imnmunkompetenz der Patienten zu. Dies kdnnte
einer Prognoseabschatzung dienlich sein und moéglicherweise Ansatzpunkte kinftigerimmuno-
logischer Therapieverfahren aufzeigen. Unter diesen Gesichtspunkten untersuchten wir das
Tumormaterial von 119 Patienten mit Lungenkarzinomen und betrachteten deren Uberlebens-
zeiten in Assoziation mit den vorgefundenen immunhistologischen Tumorcharakteristika.
W rden sich zusatzlich Zusammenhéange mit den im Tumor befindlichen Lymphozyten nach-

weisen lassen? Kénnen quantitative Analysen der einzelnen Lymphozytensubpopulationen



Aussagen zur Prognose und der Effizienz der zellularen Tumorabwehr treffen, und decken sich
diese mit den Prognoseabschatzungen, die nach bisher Ublichen statistischen Verfahren

anhand der TNM-Klassifikation vorgenommen werden?

2.1. Tumorerkrankung und Immunkompetenz

Die meisten Tumoren induzieren Reaktionen des Immunsystems auf zellularer und/oder
humoraler Ebene. Die ausgelésten Abwehrmechanismen im Wirtsorganismus zielen auf die
Eliminierung der entarteten, mit Neoantigenen ausgestatteten Zellen. Das zunehmende
Verstandnis dieser komplexen immunologischen Vorgange bietet ein groRes Potential fir neue
Strategien einer effizienteren Tumorbehandlung. Erste Erfolge in der Imnmuntherapie bestimm-
ter Tumoren (z. B. Melanom, kolorektales Karzinom) sind bisher nur unzureichend bei anderen
Tumoren reproduzierbar. Die Ursachen fiur abweichende Therapieergebnisse muissen in
spezifischen Tumormerkmalen aber auch der individuell unterschiedlichen Immunkompetenz
des betroffenen Patienten vermutet werden. Begreift man die Immunkompetenz eines Patien-
ten vereinfacht als die Fahigkeit zur Erkennung und Bekampfung eines Tumors, so muss bei
der Etablierung eines Tumors zumindest eine der Komponenten versagt haben. Die Identifizie-
rung von Tumorzellen und die Interaktion des Organismus mit dem veranderten Gewebe istan
Antigen-Antikdrper-Reaktionen gebunden. Neben antigenprasentierenden Zellen (APC: den-
dritische Zellen, Makrophagen und B-Zellen), NK-Zellen und kostimulierenden Faktoren spielen
vor allem T-Lymphozyten eine wesentliche Rolle. Die Entwicklungen auf dem Gebiet der
Gewinnung von mAk, die Mdglichkeiten einer gezielten Isolierung, Klonierung und weiterfiih-
renden Analyse am Immungeschehen beteiligter Zellpopulationen fihrten zum Nachweis
funktioneller und phanotypischer Unterschiede zwischen den in die Immunabwehr involvierten
Zellen. In dem Male, wie es der immunologischen Forschung gelingt, phanotypische Merkma-
le mit funktionellen Eigenschaften zu verknipfen, wird es mdglich sein, die komplexen patho-
physiologischen Prozesse im Ablauf maligner Tumorerkrankungen zu entschliisseln. Parallel
werden immunologische Methoden im Rahmen der Diagnostik Aussagen zur Prognose und zu

adaquaten Therapiekonzepten liefern.

2.1.1. Lymphozytenvermittelte Tumorabwehr

Die Effektivitat zellularer Immunreaktionen steht in unmittelbarem Zusammenhang mit der
Funktion der T-Lymphozyten. |hr Aktivitdtsspektrum umfasst in Abhangigkeit von ihrer Differ-
enzierung unterschiedliche Funktionen und charakteristische Eigenschaften, wie Zytotoxizitéat,
Zytokinsynthese und -sekretion. Nach ihrer Entwicklung im Thymus zirkulieren die zunachst
naiven T-Zellen zwischen Blut und peripheren lymphatischen Organen und differenzieren sich
nach einem Antigenkontakt zu sog. Effektorzellen. Mit Hilfe spezifischer mAk lassen sich
CD4"- und CD8'-T-Zellen markieren, welche zwei funktionell unterschiedliche Klassen re-

prasentieren. CD8*-T-Zellen erkennen mit Hilfe ihres T-Zell-Rezeptors (TCR) Tumor-Antigen-



bruchstiicke. Dabei missen die Zielzellen das Antigen in Verbindung mit MHC-Klasse-I-
Molekilen auf der Oberflache exprimieren. Unter dem Einfluss von Zytokinen laufen klonale
Expansions- und Reifungsprozesse der Antigen-sensibilisierten T-Zellen ab. Interleukin(IL)-2
gilt als Wachstums- und Differenzierungshormon fir Lymphozyten (T-, B- und NK-Zellen) und
aktiviert die zytotoxischen CD8*-T-Zellen. IL-2 wird von CD4"-T-Helfer-Zellen produziert,
nachdem sie Komplexe aus MHC-Klasse-lI-Molekiilen und Tumorantigenfragmenten auf APC
registriert haben. Nach ihrer Aktivierung stimulieren sie B-Zellen zur Immunglobulin(lg)-Produk-
tion und induzieren zytotoxische Reaktionen von Makrophagen. MHC-Klasse-lI-Molekile
werden hauptsachlich von APC exprimiert. MHC-Molekdle der Klasse | befinden sich dagegen

auf allen kernhaltigen Zellen.

Das Auftreten von TIL kénnte auf die Erkennung tumorspezifischer Antigene durch T- und B-
Lymphozyten zuriickzufiihren sein. Bei einigen Tumorentitaten, wie malignen Melanomen,
Nierenzell- oder Lungenkarzinomen wurde die Antigenerkennung durch Lymphozyten nach-
gewiesen (11, 24, 25,34, 43, 120). Wie oben bereits beschrieben, synthetisieren und sezernie-
ren aktivierte Lymphozyten nach Antigenkontakt Zytokine als immunmodulatorisch wirkende
Substanzen. Anhand der Zytokinfreisetzung und der Bestimmung an der Zelloberflache
exprimierter Adhasions- und Aktivierungsmarker ist eine Beurteilung der TIL-Aktivitat mdglich.
Die dabei gemessenen Aktivitdtsparameter belegen starke Differenzen sowohl im Vergleich
einzelner Lymphozytenpopulationen als auch zwischen Lymphozyten verschiedener Tumoren-
titdten (11, 41, 85, 101). Nach den Ursachen fiir diese Unterschiede wird intensiv geforscht,
um die komplexen Ablaufe der Tumorbekdmpfung besser zu verstehen und regulierend

beeinflussen zu kénnen.

Die Expression bestimmter Zytokine kennzeichnet weitere funktionelle Subpopulationen der
CD4"- und CD8'-T-Zellen. Die Produktion von IFN-y und IL-2 ist fir T-Helfer-Zellen und
zytotoxische T-Zellen vom Typ 1 (Th1, Tc1) charakteristisch. Von Th2- und Tc2-Zellen werden
vor allem IL-4, IL-5 und IL-10 freigesetzt (42, 43). Letztere fordern so die humorale Immunitat
und blockieren zudem die Typ-1-Reaktion, bei welcher die zelluldre Immunitatim Vordergrund
steht (42, 49, 93). Es konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit der TIL aus NSCLC dazu fahig
ist, Typ-1-Zytokine zu sezernieren (71). Des Weiteren scheint das Verhaltnis der Typ-1- zu
Typ-2-T-Zellen ein Hinweis auf den lokalen Aktivierungsstatus im Tumor zu sein. Im Verlauf
der Tumorerkrankung und -progression kénnte sich ein Missverhaltnis der Zellpopulationen
einstellen und mit einer schlechteren Prognose assoziiert sein. Palmer et al. berichteten, dass
ein erhdhtes Niveau der Typ-2-Zytokine fur die Fahigkeit der Tumorzellen, der Immunsurveil-
lance zu entkommen, mit verantwortlich ist (73). Noch existiert das Problem, eine Zytokin-
expression einer Zellpopulation innerhalb des Tumormikromilieus (TIL, Tumorzellen, Stroma-
zellen) zuzuweisen. Man kann davon ausgehen, dass diese, den Tumor infiltrierenden T-Zell-
Klone eine wichtige immunmodulatorische Rolle spielen. Die Option zur weiteren T-Zell-

Charakterisierung und daraus resultierende Kenntnisse der funktionellen Eigenschaften
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er6ffnen neue Perspektiven zur Beurteilung des lokalen Immunstatus im Tumorgewebe. Die
gezielte Tumormilieubeeinflussung und Induktion des Typ-1-Weges ist ein vielversprechender

Ansatz fur therapeutische Strategien mit dem Ziel einer effektiveren Antitumorreaktion.

Die fur die humorale Immunitat verantwortlichen B-Zellen tragen an ihrer Oberflaiche membran-
standige Immunglobuline (B-Zell-Rezeptoren). Der Kontakt zwischen B-Zell-Rezeptor und
passendem Antigen, sowie meist zusatzliche Aktivierung durch T-Helfer-Zellen, fuhrt zur
Proliferation und Differenzierung in antikdrpersezernierende Plasmazellen sowie B-Gedacht-
niszellen, die die Erinnerung an die Antigene speichern. Die freigesetzten AntikGrper markieren
die erkannten Antigene als Angriffsziel fur andere, zerstérende Abwehrsysteme, wie das

Komplementsystem.

NK-Zellen sind grof3e granuldre Lymphozyten, die weder der B- noch der T-Lymphozytenreihe
zugeordnet werden kénnen. Sie exprimieren F.-Rezeptoren (CD16 und CD56) und erkennen
dartber den Fs-Teil von Immunglobulinen auf der Zielzelle. NK-Zellen entfalten ihre zytotoxi-
sche Wirkung uber Perforine (Lyse der Zielzelle), CD95L (Apoptoseinduktion in der Zielzelle)
und Zytokine (Tumornekrosefaktor(TNF)-a und -B) unabhéangig von einer Antigenprasentation.
Eine verringerte MHC-Klasse-I-Molekiiloberflachenexpression oder deren komplette Sup-
pression ist ein haufiges Phanomen von Tumoren unterschiedlicher Histologie (90). Aufgrund
ihrer Fahigkeit, Tumorzellen ohne vorherige Sensibilisierung und in Abwesenheit des MHC-
Komplexes zu zerstdren, gelten NK-Zellen als wichtige Effektoren (82). In diesem Zusammen-
hang konnte festgestellt werden, dass die zytotoxische Aktivitdt von NK-Zellen in der Lunge bei
Patienten mit Bronchialkarzinomen im Vergleich zu NK-Zellen aus dem peripheren Blut und

aus gesundem Lungengewebe signifikant reduziert ist (116).

2.1.2. Funktionsassoziation der Oberflachenmolekiile auf Lymphozyten

Gruppen monoklonaler Antikérper, die die gleichen Leukozytendifferenzierungsantigene
erkennen, definieren nach internationaler Terminologie sogenannte Differenzierungscluster
(Cluster of Differentiation, CD) und erhielten eine fortlaufende Nummerierung. Basierend auf
der Existenz dieser Differenzierungscluster lassen sich Lymphozyten durch mAk, die Moleklle
auf der Zelloberflaiche erkennen, in Subpopulationen unterteilen (z. B. CD3" fiir T-Zellen),
bestimmten Reifestadien zuordnen (z. B. CD34" fir Stammzellen) und hinsichtlich ihrer

Funktionen beurteilen (z. B. CD45RO fur Zellen nach stattgefundenem Antigen-Kontakt).



Die von uns untersuchten Oberflachenantigene werden nachfolgend kurz beschrieben. Obwohl
die molekularen Strukturen weitestgehend bekannt sind, fehlen teilweise Informationen zu

Funktionen und Wirkungen im Bereich tumorreaktiver Abwehrmechanismen.

+ CD3: Diese Oberflachenmolekile finden sich in Verbindung mit dem T-Zell-Rezeptor auf allen

T-Lymphozyten und dienen der Signalibertragung in das Innere der Zellen.

+ CD4: Das Molekul setzt sich aus vier immunglobulindhnlichen Domanen in Form einer
Einzelkette zusammen und ist fiir T-Helfer-Zellen charakteristisch. CD4"-T-Zellen binden an ein
Antigenfragment in Assoziation mit einem MHC-Klasse-II-Molekil und greifen nach Kontakt
und Aktivierung regulatorisch in den Abwehrprozess ein. Sie regen B-Zellen zur Synthese von

Immunglobulinen an und induzieren zytotoxische Reaktionen von Makrophagen.

* CD8: Das Heterodimer setzt sich aus einer a- und B-Kette zusammen, welche Uber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. Das flr zytotoxische T-Zellen spezifische Ober-
flachenprotein nimmt mit MHC-Klasse-I-Molekiilen Kontakt auf. Als Korezeptor hat CD8
ahnliche Funktionen wie CD4 inne und erhdht die Sensibilitdt von T-Zellen fir durch MHC-

Klasse-I-Molekiile prasentiertes Antigen um das Hundertfache (50).

+ CD11b: Das Oberflachenantigen ist Bestandteil eines Moleklilkomplexes, welcher sich aus
CD11b und CD18 zusammensetzt und zur Familie der Integrine gehort. Seine Funktionen
bestehen in der Rezeptorwirkung fir die Komplementkomponente C3b und in der Bindung von
CD54 (ICAM-1). Welche Aufgaben der auf allen Zellen der myeloischen Reihe anzutreffende

Rezeptor bei T-, B- und NK-Zellen ibernimmt, bedarf noch einer genaueren Klarung.

+ CD13: Dieses auch als Aminopeptidase N bezeichnete Protein galt lange Zeit als ein Differ-
enzierungsmolekil fir Zellen der myeloischen Reihe. T-Zellen aus Tumoren, wie z. B. Lungen-
und Nierenzellkarzinomen, sowie aus Exsudaten entziindeter Gewebe, wie Synovialflissigkeit
bei Arthritis, sind jedoch ebenfalls in der Lage CD13 zu exprimieren (78, 80, 81). Erst seit
kurzem weill man, dass CD13 auf Monozyten direkt in Signaltransduktionsvorgange involviert
ist (88). CD13 wird auf T-Zellen nach direktem Zell-Zell-Kontakt mit verschiedenen Zellen
induziert (79). Da die Aminopeptidase N biologisch aktive Peptide aus der Gruppe der Neuro-
peptide, Kinine und Chemokine spaltet, kdnnten CD13"-TIL deren Signaliibertragung und

Regelmechanismen beeinflussen (79).
+ CD16: CD16 ist der F-Rezeptor fir IgG vom Typ Il und wird von einem Teil der NK-Zellen,
der Makrophagen und von neutrophilen Zellen exprimiert. Seine Funktionen betreffen die

Vermittlung der Phagozytose und antikdrperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitat (50).

+ CD25: Dieses Antigen wird von aktivierten T-Zellen und B-Zellen exprimiert. Als a-Kette istes



ein Baustein des IL-2-Rezeptors, dessen Synthese nach spezifischem Antigenkontakt der T-
Zellen oder nach IL-2-Gabe induziert wird. Erst die Verbindung der a-Kette mit den beiden

anderen Ketten B und vy flhrt zu einer erhéhten IL-2-Affinitat des Rezeptors (50).

+ CD26: Die Aminopeptidase CD26 heif3t auch Dipeptidylpeptidase IV und wird unter anderem
auf aktivierten T-Zellen exprimiert. lnre Funktionen bestehen in der Abspaltung aminotermina-
ler X-Prolin oder X-Alanin-Dipeptide von Oligopeptiden (Neuropeptiden, Chemokinen) und in

der Beteiligung an Signaltransduktions- und Adhasionsvorgéngen (44, 50).

+ CD45RO0O: Die plasmamembranintegrierte Tyrosinphosphatase CD45 (LCA, leukocyte
common antigen) wird von allen hadmatopoetischen Zellen exprimiert und tritt in mehreren
Isoformen auf, welche sich durch den Besitz oder das Fehlen der Exone A,B und/oder C
unterscheiden. lhre Funktion besteht in der Beeinflussung der Signalvermittlung tUber den
Antigenrezeptor von T- und B-Lymphozyten. CD45R0 ist mit 180 kDa die kiirzeste Form und
kann an der Oberflaiche von T- Zellen nach einem stattgefundenem Antigenkontakt nach-
gewiesen werden. In Geweben und auch in Tumoren finden sich zu > 90 % CD45RO" T-
Zellen. Im peripheren Blut ist die Zahl geringer, steigt jedoch mit zunehmendem Alter an (1,

110, 123).

+ CD49a: Das Antigen gehdrt zu den “very late activation antigens” (VLA) und wird an der
Oberflache von aktivierten T-Zellen, Monozyten, aber auch glatten Muskelzellen und Nerven-
zellen gefunden. Das an CD29 gekoppelte Molekiil CD49a zahlt zu den Integrinen und fungiert
als Adhasionsmolekil fur die Proteine Laminin und Kollagen. Einige VLA sind bei der Wan-
derung von Leukozyten an ihre Zielorte von Bedeutung und durch Signaliibertragung an der
Proliferation und IL-2-Rezeptor-Expression von Subpopulationen der T-Lymphozyten beteiligt

(50, 59).

* CD54: Das interzellulare Adhasionsmolekil (ICAM-1) zahlt zur Gruppe der Immunglobulinsu-
perfamilie und ist sowohl auf hdmatopoetischen als auch nichthdmatopoetischen Zellen
anzutreffen. Neben der Bindung der Integrine CD11a/CD18 (LFA-1) und CD11b/CD18 (Mac-1)
dient CD54 als Rezeptor fir Rhinoviren. Seine Bedeutung liegt unter anderem in der Vermitt-
lung von Interaktionen zwischen APC und Lymphozyten, so auch bei der Erkennung und

Aktivierung CD4" TIL-Klone (43, 50).

+ CD56: Es handelt sich um eine Isoform des neuralen Zelladhasionsmolekiils (NCAM) und
wird von einem Teil der NK-Zellen, sowie in einigen neuralen Geweben und Tumoren ex-

primiert (12).

* CD57: Das HNK-1-Antigen (human natural killer cells-1-Antigen) ist als ein Oligosaccharid mit

Proteinen und Lipiden verkniipft und auf NK-Zellen und T-Zell-Subpopulationen prasent. Bei



bestimmten viralen Erkrankungen (HIV, CMV) sind erhéhte Anteile CD57"-T-Lymphozyten
nachweisbar (111, 114). Auf humanen T-Zellen wird CD57 in einem spéaten Differenzierungs-
stadium erworben (26) und es gibt Hinweise dafiir, dass CD57*-T-Zellen zu einer Suppression

der T-Zell-Reaktionen fuhren (9, 112).

+ CD69: Das Molekul (AIM, activation inducer molecule) tragt auf seinem extrazellularen Teil
eine Domane vom Lectin-Typ und dient wahrscheinlich als Signalrezeptor bei der Aktivierung
von T-Zellen. Auf letzteren ist das Oberflachenantigen bereits 30 bis 60 min nach Stimulation
nachweisbar. Die Expression von CD69 kann auf Thymozyten, B- und NK-Zellen sowie
Neutrophilen ebenfalls induziert werden. Bei Rheumatoidarthritis regen CD69*-Lymphozyten
in der Synovialis Makrophagen zur Sekretion von TNF-a und IL-1 an und stimulieren Syn-

oviozyten zur Produktion von Metalloproteinasen (20, 74).

* HLA-DR: HLA (Human Leucocyte Antigen) ist die Bezeichnung fir humane Haupthisto-
kompatibilitatskomplexe. Einzelne Genloci sind durch GroRbuchstaben, die Allele durch Zahlen
gekennzeichnet. Es werden MHC-Klasse-I-Moleklle (HLA-A, -B, -C) mit Vorkommen auf
kernhaltigen Kérperzellen von MHC-Klasse-II-Molekilen (HLA-DR, -DP, -DQ) mit Vorkommen
auf APC, wie dendritischen Zellen, Makrophagen und B-Zellen unterschieden. Von Bedeutung
ist der Komplex bei der Antigenerkennung durch T-Zellen, der Entwicklung der T-Zellen im

Thymus, sowie AbstoRBungsreaktionen nach Transplantationen (50).

2.2. Therapie und Prognose des Lungenkarzinoms

Das Lungenkarzinom ist bezlglich der Inzidenz der zweithaufigste maligne Tumor beim Mann
und der funfthaufigste maligne Tumor bei der Frau (5, 13). Die Entstehung des Lungenkarzi-
noms beeinflussen bekannte Risikofaktoren wie die Inhalation exogener Karzinogene ent-
scheidend. Eine ansteigende Inzidenz unter der weiblichen Bevélkerung innerhalb der letzten
zehn Jahre korreliert mit der Zunahme der Raucherinnen. Eine fir die weitere therapeutische
Vorgehensweise relevante Unterscheidung stellt die histologische Typisierung dar. Dabei
werden grundsatzlich zwei grofle Gruppen voneinander getrennt: die kleinzelligen Karzinome
(SCLC = Small cell lung cancer) mit 20 - 30 % und die nicht-kleinzelligen Karzinome (NSCLC
= Non small cell lung cancer) mit 70 - 80 %. Zur letzten Gruppe zahlen Plattenepithelkarzino-
me, Adenokarzinome, groRzellige Karzinome und adenosquamdse Karzinome (67, 92). Bei
der Diagnosestellung befinden sich < 10 % der NSCLC und < 5 % der SCLC in einem pro-

gnostisch gliinstigen Tumorstadium (Stadium 1| - ).

Die schnelle Metastasierung in fast alle Organe, wie Knochen, Leber, Lunge und Hirn ist fir
beide Gruppen typisch, so dass bereits bei Diagnosestellung klinisch manifeste Fernmetasta-
senin 10 - 20 % bei NSCLC und 40 % bei SCLC auftreten. Diese tumorbiologischen Charak-

teristika fiihren bei SCLC ohne Therapie zu einer durchschnittlichen Uberlebenszeit von 3 - 6



Monaten. Obwohl eine relativ hohe Radio- und Chemosensibilitadt bei SCLC und bei Platten-
epithelkarzinomen vorliegen, sind Heilungen im fortgeschrittenen Stadium nur selten an-
zutreffen. Die Prognose bei NSCLC variiert in Abhangigkeit des Tumorstadiums. Die Funf-
Jahres-Uberlebensrate liegt fiir Stadium | bei 50 - 60 %, Stadium Il bei 15 - 30 %, fiir Stadium
I1IA bei 15 % und ab Stadium [1IB unter 10 %. Die schlechte Prognose spiegelt sich auch in
einer hohen Rezidivrate nach etwa einem Jahr von einem Drittel der Patienten, die sich einer

chirurgischen Resektion unterzogen, wider (14, 29, 91).

Die sich an der Stadieneinteilung (UICC) orientierende Therapie des SCLC setzt sich bei einer
“Limited disease” (Erkrankung auf eine Thoraxseite und Mediastinum begrenzt) aus der
Kombination einer Chemotherapie mit einer Radiotherapie des Mediastinums zusammen. In
Diskussion sind auBerdem prophylaktische Bestrahlungen des Schéadels, die eine Hirnmetasta-
sierung verringern, jedoch auf Grund der niedrigen Patientenzahlen noch keine nachweisbare
Effizienz aufzeigen (69). Die Standardtherapieform sieht im Stadium | und Il die Resektion mit
pra- oder postoperativer Chemotherapie vor. Bei Patienten im Stadium IlIA konnte ein abneh-
mender Einfluss der chirurgischen Therapie auf die Uberlebensrate nachgewiesen werden
(86). Die kombinierte Chemoradiotherapie ergab noch bessere Erfolge als eine alleinige
Chemotherapie in Bezug auf die Langzeitiberlebensraten (120). Bei “Extensive disease”
(kontralaterale Lungenmetastasen oder extrathorakale Fernmetastasen) wird als Therapie der
ersten Wahl die Chemotherapie angewandt. Eine lokale Radiotherapie folgt bei vorhandenem
Resttumor oder bei Progression der Erkrankung. Es erwies sich als prognostisch glinstiger,

beide Therapiemodalitaten gleichzeitig durchzufiihren (32).

Lautet die Diagnose NSCLC mit Stadium I-1I/ IlIA wird die kurative operative Tumorresektion
favorisiert. Dabei bietet die Anwendung einer postoperativen adjuvanten Radiotherapie eine
Verbesserung der lokalen Rezidivfreiheit und der Uberlebenszeit fiir Patienten mit Stadium Il1A
(89). Ab Stadium IlIB ist ein operativer Eingriff haufig nicht mehr indiziert, sondern man fallt die
Entscheidung fir eine Radio- oder Radiochemotherapie. Im Tumorstadium IV erfolgt der
Einsatz einer Chemo- und Radiotherapie unter palliativen Gesichtspunkten und Berlicks-
ichtigung der Beschwerdesymptomatik und individuellen Belastbarkeit des Patienten. Die
Effizienz der Chemotherapie bei operablen und inoperablen Tumoren wurde in verschiedenen
Studien untersucht (7, 22, 32, 61, 121). Dabei bleibt fir lokalisiert wachsende Tumoren im
Stadium IlIA und IlIB der chirurgische Weg im Hinblick auf eine kombinierte Behandlungs-
strategie noch untersuchungsbedurftig. Der multimodale Therapieansatz gewinnt bei diesen
Patienten in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung. Derzeit scheinen die Primar-
operation und Nachbestrahlung sowie ein neoadjuvanter Therapieansatz mit anschlieRender
Operation bei gering ausgepragten und technisch vollstdndig resektablen mediastinalen
Lymphknotenmetastasen gleichwertig zu sein. Bei einer fortgeschrittenen mediastinalen
Metastasierung und im Stadium IlIB hat sich die neoadjuvante Behandlungsoption mit primarer

Radio-/Chemotherapie und anschlieBender Operation bereits etabliert (14).



Trotz erzielter Erfolge nach Entwicklung und Einsatz multipler Kombinationstherapieregime in
den vergangenen Jahren sind die Ergebnisse nach wie vor unbefriedigend. Es gilt also,
bewahrte Behandlungsmuster zu optimieren und zusatzlich nach neuen Ansatzpunkten fiir den
Einsatz effizienterer Therapiekonzepte zu suchen. Die Immuntherapie ist ein wichtiges Stich-
wort auf dem Weg in diese Richtung. Unter dem Oberbegriff Immuntherapie lassen sich
Verfahren zusammenfassen, die mit Hilfe immunologischer Methoden maligne Tumoren im
Wachstum und ihrer Ausbreitung im Organismus hemmen sollen. Noch befindet sich die
Immuntherapie beim Menschen im Stadium der experimentellen und nur in Einzelfallen der
klinischen Forschung. Der tumorimmunologische Stand der Forschung spiegelt sich in den
vielfaltigen Konzepten wider, mit denen eine therapierelevante Beeinflussung maligner Tumo-
ren beim Menschen erzielt werden soll. Das Spektrum reicht von der Modulation der kérper-
eigenen Tumorabwehr z. B. mit Zytokinen, Uber eine Anwendung von mAk und Vakzinen
gegen tumorassoziierte und -spezifische Antigene bis zur genetischen Korrektur von Mutatio-
nen in Tumorzellen (z. B. Transfer des Tumorsuppressorgens p53) (37, 87, 103). Entgegen
aller ermutigenden Forschungsergebnisse gibt es derzeit kein in der Praxis etabliertes immun-

therapeutisches Verfahren zur Behandlung von Malignomen beim Menschen.

3. Material und Methoden

3.1. Patientenrekrutierung

Bei 303 Patienten wurde im Zeitraum vom Juli 1990 bis Februar 1997 im Klinikum der Martin-
Luther-Universitat Halle-W ittenberg ein maligner Tumor reseziert. Die histologische Diagnostik
der gewonnen Gewebeproben oblag dem Institut fir Pathologie. Nach entsprechender Aufbe-
reitung des Materials (siehe 3.2.) fihrte das Institut fir Medizinische Immunologie die flowzyto-
metrischen Messungen durch. Die aus der Analyse stammenden Daten wurden in dieser
Studie retrospektiv beurteilt. Sie umfasste 125 Lungentumoren, 116 Nierenzelltumoren, 21
Magen-, 4 Mamma-, 10 Blasen-, 7 Osophagus- und 5 Kolon-/Rektumkarzinome, 20 Lungen-
metastasen und 5 Hirntumoren. Die fir die statistische Auswertung erforderlichen klinischen
Angaben und die histologische Diagnose wurden den pathologischen Befundberichten entnom-

men.
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3.2. Gewinnung und Praparation der TIL

Die Resektionsproben wurden in einem mit 5 % Kalberserum und Antibiotika (0,75 ul /ml
Refobacin, Merck; 1 pl /ml Fungizone, Life Technologies Eggenstein) versetzten RPMI 1640-
Medium zum Institut fir Medizinische Immunologie transportiert. Hier erfolgten zunachst eine
grobe mechanische Zerkleinerung der Proben und nach Zusatz von 0,1 % Kollagenase und
0,015 % DNAse die Inkubation in Abhangigkeit der Materialkonsistenz fiir 30 bis 60 min bei
37 °C. Die Proben wurden wahrenddessen kontinuierlich gertihrt und anschlieBend ein RPMI-
Medium mit 20 % Kalberserum zugefiihrt, um die proteolytische Aktivitdt abzustoppen. Die
Verwendung eines Metallsiebes diente der groben Entfernung nicht zerlegter Teile und die
Passage eines Ficollgradienten der Anreicherung mononuklearer Zellen und Trennung
abgestorbener Zellen. Das Material wurde nun mittels Pufferldsung (PBS) zweimal gewaschen.
Zur Analyse des Phanotyps wurde eine Lymphozytensuspension von ca. 10° Zellen/ml her-
gestellt und je 100 pl Zellsuspension nach Zugabe von direkt fluoreszenzmarkierten Antikor-
pern (FITC, PE) fir 15 min bei 20 °C unter Lichtabschirmung inkubiert. Dabei kamen die in
Tabelle 1 aufgefihrten mAk zum Einsatz. Die Fixierung mit 1 %-iger Paraformaldehydlésung
in PBS und das folgende zweimalige Waschen mit PBS fanden ebenfalls unter Abdunkelung
statt. Nach der beschriebenen Aufbereitung des Materials wurde die Fluoreszenz mit Hilfe des
Durchflusszytometers (FACScan, BD) im Lymphozytengate gemessen. Insgesamt konnten in
Abhangigkeit von der Tumorentitat und GewebegréRe zwischen 0,5 x 10° bis 3 x 10° Zellen

gewonnen werden. Gliome hatten deutlich geringere Zellzahlen (< 10° Zellen).

Die Tumorresektate von 12 Patienten mit Nierenzellkarzinomen wurden in einer vergleichen-
den Studie zwei unterschiedlichen Prozeduren unterzogen. Es sollte untersucht werden, ob der
Kollagenasezusatz die Resultate der flowzytometrischen Zahlung beeinflusst. Fir die Proben
der Gruppe 1 (n = 12) erfolgte die Aufbereitung wie oben beschrieben. Die Gruppe 2 (n = 12)
erhielt im Zuge der Enzymbehandlung keine Kollagenase. Die flowzytometrischen Messungen
aller Praparate und ein statistischer Vergleich (Mann-W hitney-U-Test) der Ergebnisse schlos-

sen sich an (Ergebnisse S. 29in 4.2.).
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Tab. 1: Herkunft der zur Inmunophé&notypisierung eingesetzten mAk

CD Antikérper Quelle
CD3 Leu-4 BD (Heidelberg)
CD4 Leu-3a BD (Heidelberg)
CD8 Leu-2a BD (Heidelberg)
CD11b Leu-15 BD (Heidelberg)
CD13 Leu-M7 BD (Heidelberg)
CD16 Leu-11 BD (Heidelberg)
CD25 10T 14 Coulter//Immunotech (Hamburg)
CD26 Ta1 Coulter/Immunotech (Hamburg)
CD45RO Leu-45-RO BD (Heidelberg)
CD49a ACT-T-SET (VLA-1) T Cell Sciences (Cambridge)
CD54 Leu-54 BD (Heidelberg)
CD56 Leu-19 BD (Heidelberg)
CD57 10T 10 Coulter/Immunotech (Hamburg)
CD69 Leu-23 BD (Heidelberg)
HLA-DR HLA-DR BD (Heidelberg)
3.3. Durchflusszytometrie

Dieses Verfahren dient der Analyse von Einzelzellsuspensionen nach ihrer Markierung mit
spezifischen Farbstoffen unter Nutzung von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Die in
Losung befindlichen, mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikérpern markierten Zellen
werden im System Uber eine Kapillare einzeln in einem feinen Flissigkeitsstrahl an einem
Laserfenster als Lichtquelle vorbeigeleitet (Abb. 2a und b). Bei unseren Untersuchungen kam
ein Argon-lonenlaser zum Einsatz, der Licht mit einer Wellenlange von 488 nm aussendet. Die
Lichtstreuung in Vorwartsrichtung (FSC = forward light scatter) gilt als MaR fir die ZellgroRe.
Das im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl abgelenkte Seitwartsstreulicht (SSC = side
scatter) wird vor allem durch die intrazelluldaren Bestandteile beeinflusst. Die Fluoreszenz der
Zellen ist Ausdruck ihrer Interaktion mit den spezifischen Antikérpern. Wahrend der Passage
wird jede einzelne Zelle angeregt, analysiert und die Messdaten zur statistischen Aufarbeitung
im Computer gespeichert (Abb. 2c). Die grafisch orientierte Datenanalyse bietet verschiedene
Formen der visuellen Prasentation der Ergebnisse. Es besteht die Mdglichkeit, durch die
Festlegung bekannter Grenzwerte der Streulichteigenschaften nur die Zellen herauszufiltern
(FSC/SSC), die einer bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden kdnnen (z. B. Lymphozy-
ten). Der Filtervorgang, der auch als “Gating” bezeichnet wird, kann wie in unserer Arbeit auf
die Erhebung und Speicherung der Daten aller Zellen, welche sich zum Zeitpunkt der Messung

im Gate befinden (Life-Gate), beschrankt werden. Im Gegensatz zur Einparameterdarstellung
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(Abb. 2d) gestattet die sogenannte korrelierte Zweiparameterdarstellung (“Zwei-Parameter-

Dotplot”, Abb. 2e) die Abbildung zweier Parameter einer Probe zur ldentifizierung der betref-

fenden Leukozytensubpopulationen. Dabei markiert jeder Punkt die Messwerte flr eine Zelle.

Neben verschiedenen Fluoreszenzintensitaten (FL 1 und FL 2

in Abb. 1a) kdnnen auch die

Parameter ZellgroRe (FSC) und Granularitat (SSC) jeder Zelle Uber die x- bzw. y-Achse

abgebildet werden (Abb. 1b)(15). Die Markierung spezifischer Oberflachenantigene (z. B.

CD3%/CD25") bietet die Mdglichkeit einer weiteren Differenzierung und grafischen Prasentation

von Lymphozytensubpopulationen (68).

Dot Plot

Quadranten

i Fl1- FL2+
FI2 5 J/

\2/ Fl1+ FL2+
\v Fl1- FL2-

4 +FL2-
W, Fl1+ FL2

FI1

Abb. 1a: Beispiel fiir ein “Zwei-Parameter-
Dot-plot”. Die Fluoreszenzintensitat (FL)-1
wird auf der x-Achse und die Fluoreszenz-
intensitat fir FL-2 auf der y-Achse aufge-
tragen. Gezeigt wird der Schnittpunkt beider
Kanale als Punkt. Die gekreuzten Linien
markieren Grenzen fur die Unterteilung ne-
gativ (Eigenfluoreszenz) und positiv.
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SSC +

FSC

Abb. 1b: Beispiel fir ein “Zwei-Parameter-
Dot-plot”. Dargestellt sind Leukozyten des
peripheren Blutes. Der Parameter ZellgrofRe
(FSC) jeder gemessenen Zelle wird auf der
x-Achse und der Parameter Lichtstreuung
(SSC) auf der y-Achse aufgetragen. Gezeigt
wird der Schnittpunkt beider Kanale als
Punkt.
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Abb. 2a - 2e: Durchflusszytometrie als Verfahren zur Lymphozytendifferen-

zierung (50)

a) Markierung der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen

b) Einzelmessung im Laserfenster

c) Datenanalyse der mit mAK markierten Zellen
d) grafische Darstellung der Zellpopulationen als Histogramm

e) und als “Zwei-Parameter-Dotplot”



3.4. Statistische Analysen

Die umfangreiche statistische Auswertung und grafische Veranschaulichung der ermittelten
Daten erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms SPSS fiur Windows. Bei allen statistischen

Betrachtungen wurde fiir die Ergebnisse ein Signifikanzniveau von 5 % (p = 0,05) festgelegt.

3.4.1. Uberlebensstatistik

Das Kaplan-Meier Modell basiert auf der Schatzung bedingter Wahrscheinlichkeiten zu jedem
Zeitpunkt eines eingetretenen Ereignisses und der Bildung des Produktwertes dieser W ahr-
scheinlichkeit zur Schatzung der Uberlebensrate zu jedem Zeitpunkt. Unsere Uberlebens-
variable umfasst die Zeit (in Monaten) von der operativen Tumorentfernung bis zum Tod des
Patienten. Es handelt sich um eine zensierte Variable, da am Ende der Untersuchung (Stichtag
1.11.1997) nicht alle Patienten verstorben waren. Die Uberlebensbeobachtung setzt sich fir
jeden Patienten aus zwei Werten zusammen, der Uberlebensdauer bis zum Stichtag (in
Monaten) und einem Indikator (Zensor). Letzterer gibt an, ob das kritische Ereignis (Tod des
Patienten) bis zum Stichtag eintrat oder nicht. Die Expression jedes Oberflachenmarkers auf
den TIL wurde einzeln untersucht und dabei eine Einteilung in je drei Gruppen der registrierten
Expressionsdichte des CD-Molekiils vorgenommen. Zur Festlegung der Grenzen fir die
Gruppierungen wurden vorliegende Erkenntnisse aus Vergleichen einer friiheren Verdéffentli-
chung mit einem ahnlichen Patientenklientel genutzt (81). Die Zuordnung in eine der drei
Gruppen basiert darauf, ob die untersuchten Lymphozyten das markierte Oberflachenmolekiil
in geringem (Gruppe 1), moderatem (Gruppe 2) oder groBRem Umfang (Gruppe 3) aufwiesen.
Mit Hilfe des Logrank-Tests wurden die Uberlebenszeitkurven zwischen den Gruppen vergli-
chen, um zu ermitteln, ob die Hohe der Expression des betreffenden Oberflachenantigens auf
den TIL mit der Uberlebenszeit der Lungenkarzinompatienten in Zusammenhang steht. Die
Signifikanzprifung mit dem Logrank-Test untersucht beobachtete Differenzen mit der Null-
hypothese. Es wurde gepruft, ob die Stichproben derselben Grundgesamtheit entstammen und
die Unterschiede nur zufallsbedingt sind. Der Logrank-Test beachtet ebenfalls das Auftreten
zensierter Daten in den Untersuchungsgruppen. Ein p-Wert < 0,05 gestattet es, die Nullhypo-
these zu verwerfen und anzunehmen, dass die Unterschiede nicht zufallig auftreten. Die
Ergebnisse wurden in Tabellenform aufgelistet, die Uberlebenskurven berechnet und grafisch

dargestellt.

Im weiteren Verlauf wurde mit Hilfe eines multiplen Analyseverfahrens die Wirkung zuséatzli-
cher Variabler (Kovariaten: Subtypen nichtkleinzelliger Lungenkarzinome, TNM-Klassifikation,
Tumorstadium, Grading) auf die Uberlebenszeit (iberpriift. Wie die Kaplan-Meier-Uberlebens-
analyse ist auch die hier durchgefihrte Cox-Regressionsanalyse eine weitere Methode zur
Uberlebensbezogenen Auswertung von Daten, welche in Gegenwart zensierter Falle die Zeit

bis zum Eintreten des Ereignisses (Tod des Patienten) angeben. Bei der Regressionsanalyse
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wird gegen eine Referenzgruppe getestet. Fiir die Gruppierung der Patientendaten wurden
dieselben Grenzwerte wie in der univariaten Analyse festgelegt. Dabei richtete sich die Zu-
ordnung in eine der drei Gruppen wieder danach, ob die untersuchten Lymphozyten das
markierte Oberflachenmolekil in geringem (Gruppe 1), moderatem (Gruppe 2) oder groRem
Umfang (Gruppe 3) aufwiesen. In unserer Analyse wurde Gruppe 1 als Referenzgruppe mit
einem relativen Risiko (RR) von 1 festgelegt. Fur jedes ermittelte CD-Molekil erfolgte die
Analyse von Gruppe 1 gegen Gruppe 2 bzw. Gruppe 3 mit entsprechender Angabe der p-
Werte. Die vonuns in Gruppe 1 aufgenommenen Falle zeigen immer den geringsten Anteil der
B-, T-, NK-, CD4"- und CD8"-Zellen unter den TIL (Prozent der Lymphozyten) bzw. der ex-
primierten Oberflachenantigene (Prozent der T-Lymphozyten). Gruppe 3 umfasst die Falle mit
dem hochsten Anteil. Die Berechnungen wurden nach Adjustierung auf TNM-Stadium, Grading
und Histologie fur alle nichtkleinzelligen Lungenkarzinome mit Tumorstadium | bis Ill, Grading

2 und 3, ohne vorhandenen Residualtumor vorgenommen.

3.4.2. Weitere vergleichende Analysemodelle

Vergleich zentraler Tendenzen

Fir mehrfaktorielle Vergleiche bietet sich zur Orientierung und Faktorenbewertung ein multi-
variates Analysemodell (GLM - Allgemein mehrfaktoriell) an. Zu registrierende signifikante
Effekte kdnnen Zusammenhange zwischen potentiellen Einflussfaktoren und der Expression
der auf den Lymphozyten markierten Oberflachenmolekiile aufdecken. Mit dieser statistischen
Prozedur ist es moéglich, Regressions- und Varianzanalysen fir eine stetige abhangige Varia-
ble (z. B. CD25%) mit verschiedenen Faktoren (unabhéngige Variablen: Geschlecht, Alter und
Histologie) durchzufiihren. Die als Faktoren definierten Variablen unterteilen die Grund-
gesamtheit in Gruppen. Mit Hilfe des GLM kann man Nullhypothesen Uber die Effekte anderer
Variablen auf die Mittelwerte verschiedener Gruppierungen einer einzelnen abhangigen
Variable testen. Es besteht die Option, Wechselwirkungen zwischen Faktoren, sowie Effekte
einzelner Faktoren zu untersuchen, von denen einige zufallig sein kénnen. Unser Ziel bestand
darin, festzustellen, ob die registrierten phanotypischen TIL-Profile mit dem Alter, dem Ge-
schlecht der Patienten, der Organlokalisation und/oder dem histologischen Subtyp des Tumors
in Zusammenhang gebracht werden kdnnen. Der Kenntnis vorhandener signifikanter Unter-
schiede zwischen den untersuchten Patientengruppen (z. B. Lungen- und Nierenzellkarzino-
me) bzw. signifikanter Einflisse einiger untersuchter Faktoren (z. B. Organlokalisation) schlos-
sen sich weiterfUhrende statistische Berechnungen an. Um den ermittelten Zusammenhang
zwischen Alter und CD13-Expression auf T-Zellen von Nierenzellkarzinomen genauer zu
beschreiben, erfolgte an diesem Punkt die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson und die grafische Darstellung der Assoziation. Auf diese Weise werden lineare
Abhéangigkeiten zwischen zwei Zufallsvariablen berechnet, wobei die Normalverteilung der

Beobachtungen als Voraussetzung gilt. Je naher der Betrag des Korrelationskoeffizienten bei
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1 liegt, desto weniger Streuung besteht in der Beziehung der beiden Variablen zueinander und

desto starker ist die lineare Beziehung.

Einfaktorielle Vergleiche

Die fir die einzelnen Oberflaichenmoleklle auf den Lymphozyten berechneten Mittelwerte
sollten weiterhin auf Unterschiede zwischen Patientengruppen mit verschiedenen Tumor-
erkrankungen gepruft werden. Fur Mittelwertvergleiche zwischen zwei Gruppen wurde der T-
Test, zwischen mehr als zwei Gruppen der T-Test mit multipler Bonferroni-Korrektur ange-
wandt. Die Verfahren basieren auf der Annahme, dass die zu untersuchende Stichprobe eine
Normalverteilung aufweist. Zu diesem Zweck wurden die einzelnen Fallgruppen vor weiteren
Berechnungen auf ihre Normalverteilung Uberprift. Lag in den Untersuchungsgruppen keine
Normalverteilung vor, oder handelte es sich um Gruppen mit sehr kleinen Fallzahlen (n < 10),
wurden die Prozeduren fir nichtparametrische Tests durchgefiihrt. Bei Vergleichen zweier
unabhangiger Stichproben kam der Mann-Whitney-U-Test zum Einsatz, bei welchem die
tatsachlichen Datenwerte durch Range ersetzt und die Zugehorigkeit der Gruppen zu einer

Grundgesamtheit Uberpruft werden (98).

3.4.3. Grafische Darstellung der Ergebnisse als Boxplots

Die mit Hilfe der flowzytometrischen Messungen ermittelten Daten fur die einzelnen CD-
Molekile wurden nach entsprechender Gruppierung unter Angabe des jeweiligen Mittelwertes,
der Standardabweichung, des Medians und der Spannweite mit einem minimalen und maxima-
len Wert in Tabellenform ausgewiesen. Eine grafische Darstellung als Boxplots diente der
Visualisierung der Daten und Gegenuberstellung der Gruppen. Bei Boxplots handelt es sich
um auf dem Median basierende Diagramme unter Angabe der Quartile, Extremwerte und
Ausreif3er. Die Box stellt den Interquartilbereich mit den mittleren 50 % der W erte dar. Die quer
Uber die Box verlaufende Linie gibt die Lage des Medians, die von der Box ausgehenden
Linien den gréften und kleinsten Wert an. Werte, welche zwischen 1,5 und 3 Boxlangen vom
oberen oder unteren Rand der Box entfernt sind, werden als AusreilRer speziell markiert (0).
Die angegebenen Extremwerte (*) umfassen Falle, welche mehr als 3 Balkenlangen von der

oberen oder unteren Kante des Balkens entfernt liegen (Abb. 3).
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Beispiel fUr einen Boxplot

yw-Achse

]

}{-A:c:hse

Abb. 3: Beispiel fir einen Boxplot. Auf diese Weise kénnen die statistisch
ermittelten Daten unter Berlicksichtigung des Medians dar werden. Die “Box”
schlief3t als StreuungsmafR einen bestimmten Interquartilbereich der Werte (z. B. 50
%) ein. Weiterhin werden Extremwerte (o) und AusreilRer (*) gezeigt.
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4. Ergebnisse

4.1. Uberlebensanalyse bei Lungenkarzinomen

Fiir die Auswertung der Uberlebensstatistik zur Untersuchung des prognostischen Einflusses
bestimmter T-Zellpopulationen wurden Gewebeproben von 119 Patienten (98 Manner und 21
Frauen) mit primarem Lungenkarzinom nach erfolgter chirurgischer Resektion zwischen Juli
1990 und Februar1997 gewonnen. Die Patienten wiesen ein Durchschnittsalter von 61,5
Jahren auf (Range: 29 - 81 Jahre). Die histologische Klassifikation der Lungenkarzinome
ergab unter Berlicksichtigung der WHO-Kriterien (103): 72 Plattenepithelkarzinome (60,5 %),
29 Adenokarzinome (24,4 %), 4 kleinzellige Lungenkarzinome (3,4 %), 4 grof3zellige Lungen-
karzinome (3,4 %) und 10 adenosquamo&se Karzinome (8,4 %). Bis zum festgelegten Stichtag
der letzten Nachkontrolle (1.11.1997) waren 67 Patienten (56,3 %) verstorben, 52 (43,7 %)
hatten (berlebt. Dabei betrug die durchschnittliche Uberlebenszeit 17,75 Monate (Range: 1 -
55 Monate).

Die TNM-Klassifikation (64) der Resektate fihrte zu folgenden Ergebnissen: 11 mit Tumors-
tadium 1 (9,2 %), 73 mit Tumorstadium 2 (60,8 %), 27 mit Tumorstadium 3 (22,7 %), 8 mit
Tumorstadium 4 (6,7 %). Beziglich des Befalls der regionalen Lymphknoten lag bei 63
Patienten das Stadium NO (52,9 %), bei 25 N1 (21,0 %) und bei 31 N2 (26,1 %) vor. Die Suche
nach Fernmetastasen war bei 110 Patienten (92,4 %) negativ und bei 9 (7,6%) positiv. Unter
Bericksichtigung des Differenzierungsgrades boten sich folgende Ergebnisse: 3 Patienten
Grading 1 (2,5 %), 63 Patienten Grading 2 (52,9 %), 46 Patienten Grading 3 (38,7 %) und 3
Patienten Grading 4 (2,5 %). Die Einschatzung der Tumorausbreitung zum Zeitpunkt der
Resektion ergab: Stadium 1in 51 (42,9 %) Féllen, Stadium IIA bzw. IIB in 24 (20,2 %) Fallen,
Stadium IlIA in 27 (22,7 %), Stadium 1lIB in 8 (6,7 %) und Stadium 1V in 9 (7,6 %). Der Tumor
konnte bei 96 Patienten (80,7 %) vollstandig entfernt werden. Bei 16 (13,4 %) Patienten war

dies nicht der Fall. Fir 7 Patienten wurden diesbeziiglich keine Angaben gefunden.

Fur T-Zellen (CD3"), B-Zellen (CD19%), NK-Zellen, CD4"-und CD8"-T-Zellen erfolgen alle
Angaben in Prozent der Lymphozyten; fir die restlichen Oberflachenantigene: HLA-DR, CD56
und/oder 16, CD13, CD11b, CD25, CD57, CD45R0O, CD69, CD54, CD49a und CD26 in
Prozent der T-Lymphozyten. Das Verhéltnis von CD4"/CD8'T-Zellen wird nach Berechnung als
Ratio angegeben. Es lieBen sich stark schwankende Expressionsdichten der jeweils markier-
ten Oberflachenantigene feststellen. Um einen mdglichen Einfluss des T-Zell-Phanotyps auf
das Uberleben des Patienten zu ermitteln, erfolgte fiir jedes CD-Molekiil eine Einteilung in drei
Gruppen. Die Festlegung der Grenzen basierte auf Erfahrungswerten und Vergleichen einer
friheren Vero6ffentlichung (81). Die Zuordnung in eine der drei Gruppen richtete sich danach,
ob die untersuchten Lymphozyten das markierte Oberflachenmolekul in geringem (Gruppe 1),
moderatem (Gruppe 2) oder groBem Umfang (Gruppe 3) aufwiesen.

Die aus der univariaten Analyse (Kaplan-Meier-Schéatzung, Logrank-Test) resultierenden
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Effekte wurden, ebenso wie die Ergebnisse der multivariaten Analyse (Cox-Regressions-
modell) in Tabelle 2 zusammengefasst. Nach Adjustierung (Histologie, TNM-Klassifizierung
und Grading) kamen nur nichtkleinzellige Lungenkarzinome ohne Residualtumor mit Tumors-
tadium 1, 2 und 3 sowie einem histologischen Differenzierungsgrad von 2 und 3 zur Aus-
wertung. Die grafische Darstellung der Ergebnisse aus der univariaten und der multivariaten
Analyse (Abb. 4/1 bis 4/34) erfolgte fur jedes untersuchte CD-Molekil einzeln und wurde

einander gegenuber gestellt.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit steht nach univariater und multivariater Analyse nicht mit der
Hoéhe des Anteils der B-, T- und NK-Zellen an den TIL in Zusammenhang. Es konnten zwi-
schen der Hohe der exprimierten Oberflachenantigene CD4, CD8, HLA-DR, CD56 und/oder
CD16, CD13, CD25, CD57, CD45R0O, CD69, CD49a sowie dem Verhéaltnis CD4/CD8 keine

signifikanten Beziehungen zur Dauer der Uberlebenszeit ermittelt werden.

Nach univariater Analyse liegt fur CD11b ein signifikanter Effekt zwischen den untersuchten
Gruppen und der Uberlebenszeit vor (p = 0,01; Abb. 4/21). Dieser Effekt wird nach Adjustie-
rung und multivariater Analyse grafisch deutlich sichtbar (Abb. 4/22). Die Gruppe 2 weist im
Vergleich zur Referenzgruppe 1 ein signifikant geringeres relatives Risiko (RR = 0,4; p = 0,04)
auf. Ein fir Gruppe 3 erhdhtes relatives Risiko (RR = 1,43) kann nicht signifikant bestatigt

werden.

Die univariate Analyse bleibt bei CD54 ohne signifikanten Effekt (Abb. 4/29). Im Gegensatz
dazu zeigt sich nach multivariater Analyse fur Gruppe 2 (RR = 0,33; p = 0,03) ein geringeres
relatives Risiko im Vergleich zur Gruppe 1. Das Risiko zu versterben ist fir Gruppe 3 im
Vergleich zu Gruppe 1 ebenfalls verringert (RR = 0,39; p = 0,08) und marginal signifikant (Abb.
4/30).

Signifikante Unterschiede fehlen bei CD26 nach univariater Analyse zwischen den drei Grup-
pen (Abb. 4/33). Nach Adjustierung und multivariater Analyse ergibt sich ein signifikanter Effekt
fir Gruppe 2 (RR = 0,36; p = 0,05) im Vergleich zur Referenzgruppe 1 (Abb. 4/34). Das fur
Gruppe 3 ebenfalls geringere relative Risiko (RR = 0,71; p = 0,64) bleibt ohne Signifikanz.
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Tab. 2: Univariate und multivariate (Adjustierung nach Histologie, TNM-Klassifizierung und
Grading) Analyse prognostischer Faktoren fiir das Uberleben bei Lungenkarzinomen (n = 119)
*p<0,05

CD3 < 69 1 34 24 1
e )
in % der Lym . 70-82 2 44 0,17 32 0,79 0,57
phozyten

> 83 3 41 28 1,43 0,32
CD19 < 9 1 40 26 1
N _
in % der Lym 210 - 20 2 40 0,53 30 0,74 0,50
phozyten

> 21 S 39 28 0,69 0,37
NK-Zellen <3 1 49 37 1
e )
in % der Lym . 4-10 2 47 0,85 36 1,18 0,63
phozyten

> 11 3 23 11 1,17 0,77
CD4 < 30 1 53] 34 1
S _
in % der Lym . 31-45 2 46 0,06 34 0,45 0,06
phozyten

> 46 S 20 16 0,88 0,76
CcD8 <25 1 42 34 1
e )
in % der Lym L 26 - 40 2 50 0,54 33 1,20 0,61
phozyten

> 41 3 27 17 1,75 0,20
Ratio <0,7 1 20 10 [
CD4/CD8 508-20 2 74 0,37 54 0,70 0,47

> 21 3 25 20 0,41 0,14
HLA-DR <39 1 25 22 1
o ~
in % derT > 40 - 60 2 51 0,30 34 1,04 0,92
Lymphozyten

> 61 3 43 28 1,62 0,26
CD56 und/oder < 3 1 40 30 1

T 0

16 in % der T . 4.7 2 47 0,47 38 1,56 0,25
Lymphozyten

> 8 3 31 17 2,06 0,10
CcD13 <9 1 41 34 1
e ~
in % der T . 10-19 2 49 0,29 34 1,56 0,22
Lymphozyten

> 20 3 29 16 1,59 0,30
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Fortsetzung Tab. 2

J

CD25 <15 1 30 23 1

L ~
in %derT > 16 - 24 2 43 0,16 31 0,63 0,30
Lymphozyten

> 25 3 38 27 0,95 0,92
CD11b <11 1 32 25 1
L 3
in % der T . 12-20 2 47 0,01* 34 0,41 0,04*
Lymphozyten

> 21 3 39 24 1,43 0,43
CD57 <12 1 23 20 1
L ~
in % derT . 13-19 2 12 0,58 7 0,80 0,83
Lymphozyten

> 20 3 17 7 2,28 0,31
CD45RO < 87 1 9 7 1
Ly i
in % der T . 88-95 2 38 0,62 31 0,81 0,75
Lymphozyten

> 96 3 21 19 0,84 0,80
CD69 < 84 1 21 15 1
L ~
in % derT s 85-94 2 44 0,92 36 0,82 0,68
Lymphozyten

> 95 3 9 8 0,81 0,78
CD54 <19 1 34 25 1
L 3
in % der T . 20-30 2 19 0,81 17 0,33 0,03*
Lymphozyten

> 31 3 20 16 0,39 0,08
CD49a < 25 1 20 15 1
S ~
in % der T S 26-42 2 32 0,37 26 0,54 0,30
Lymphozyten

> 43 3 19 16 0,54 0,26
CD26 <35 1 17 15 1
. i
I 56 éler v > 36 - 46 2 29 0,60 26 0,36 0,05*
Lymphozyten

> 47 3 20 13 0,71 0,64
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Die nachfolgenden Abbildungen enthalten die grafische Darstellung der Ergebnisse der

Uberlebensanalyse von 119 Patienten mit NSCLC aus Tabelle 2. Fiir jedes Lymphozytenober-

flachenmolekiil werden die Resultate aus univariater und multivariater Analyse einander

gegenuber gestellt. Fir jede Gruppe (1 - 3) erfolgt die Angabe der festgelegten Grenzen in
Prozent der Lymphozyten (CD3, CD19, NK-Zellen, CD4 und CD8) bzw. in Prozent der T-

Lymphozyten (alle weiteren Oberflachenmolekiile) und die Anzahl (n) der Patienten. Die

Markierung der Abbildung mit (*) weist auf einen signifikanten Effekt (p < 0,05) nach univariater

bzw. mindestens einem signifikantem Ergebnis nach multivariater Analyse hin.
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Abb. 4/1: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD3" Lymphozyten (Prozent der
Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/2: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fir CD3" Lymphozyten (Prozent der
Lymphozyten) in NSCLC.
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lyse fiir CD19" Lymphozyten (Prozent der
Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/4: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fiir CD19" Lymphozyten (Prozent der
Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/5: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fur NK-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.

Abb. 4/6: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fur NK-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.
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Abb. 4/7: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD4"-T-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.

Abb. 4/8: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fiir CD4*-T-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.
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Abb. 4/9: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD8*-T-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.

Abb. 4/10: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD8"*-T-Zellen (Prozent der Lympho-
zyten) in NSCLC.
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Abb. 4/11: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir Ratio CD4"-/CD8"-T-Zellen (Prozent
der T-Lymphozyten) in NSCLC.

HLA&-DFR:

urmoie Aok | Fapten-hiss -Tohold rung

. "
Ciupm 3 rla Bl
n+ i3

1

1 —

-

Giupm 2 rl+ a0
ne Nyl

Lininnranin -
Giupm ! rle S0
ne 3=

Uberlebe v= I3k
"

H

Ulbse rlebe wzze It I Mo ¥

Abb. 4/13: Ergebnisse der univariaten
Analyse fiir HLA-DR*-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC.

Abb. 4/12: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fiir Ratio CD4"-/CD8"-T-Zellen (Prozent
der T-Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/14: Ergebnisse der multivariaten
Analyse fir HLA-DR'-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/15: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD56"- und/oder CD16"-T-Zellen
(Prozent der T-Lymphozyten) in NSCLC.

Abb. 4/16: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fiir CD56"- und/oder CD16"-T-Zellen
(Prozent der T-Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/17: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD13"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.

Abb. 4/18: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fir CD13*-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/19: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD25"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.

Abb. 4/20: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fiir CD25"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/21*: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD11b*-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC (p = 0,01).
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Abb. 4/22*: Ergebnisse der multivariaten
Analyse fiir CD11b*-T-Zellen (Prozent der

T-Lymphozyten) in NSCLC (p = 0,04 zwi-
schen den Gruppen 1 und 2).
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Abb. 4/23: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD57"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.

Abb. 4/24: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fir CD57"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/25: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD45R0O"-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC.

Abb. 4/26: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fir CD45RO*-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/27: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fiir CD69"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/28: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fur CD69"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/29: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD54"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.

Abb. 4/30*: Ergebnisse der multivariaten
Analyse fiir CD54"-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC (p = 0,03 zwi-
schen den Gruppen 1 und 2).
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Abb. 4/31: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD49a"-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.

Abb. 4/32: Ergebnisse der multivariaten Ana-
lyse fir CD49a*-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/33: Ergebnisse der univariaten Ana-
lyse fir CD26*-T-Zellen (Prozent der T-Lym-
phozyten) in NSCLC.
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Abb. 4/34*: Ergebnisse der multivariaten
Analyse fiir CD26"-T-Zellen (Prozent der
T-Lymphozyten) in NSCLC (p = 0,05 zwi-
schen den Gruppen 1 und 2).




4.2. Vergleichende Aufbereitung von Tumorproben mit und ohne Kollagenase

Die von 12 Nierenzellkarzinomen gewonnenen Resektate wurden in der ersten Untersuchungs-
gruppe mit einem Kollagenasezusatz behandelt. Fiir eine zweite Gruppe erfolgte keine Zugabe
von Kollagenase. AnschlieBend wurden die flowzytometrischen Messergebnisse statistisch
ausgewertet und die Gruppen miteinander verglichen (Mann-Whitney-U-Test). Es konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Dennoch sind beider Gegenuberstellung
der Daten Differenzen erkennbar. In der Kollagenasegruppe fallen die Messwerte fiir CD8"-,
CD11b*-, CD13"-, CD57"-T-Zellen sowie NK-Zellen geringer, fir CD4*-T-Zellen hdher aus als
in Gruppe 2. Da eine Beeinflussung dieser Oberflachenmolekiile durch die Kollagenase nicht
vollstandig ausgeschlossen werden kann, erachten wir einen einheitlichen Praparationsmodus
fur alle Resektate als notwendig. Fur alle weiteren Tumorproben erfolgte die Aufbereitung wie
unter 3.2. beschrieben mit dem Zusatz von 0,1 % Kollagenase. Die Vergleichsresultate der

Probenbehandlung mit und ohne Kollagenase sind in Tabelle 3 zu finden.

Tab. 3: Ergebnisse der flowzytometrischen Messungen nach Probenbehandlung mit bzw. ohne
Kollagenasezusatz bei hellzelligen Nierenzellkarzinomen

4,4 £37 3,431

75,4 £17,6 72,3+16,9

19,8 +£17,9 23,9+16,6

25,0+£12,0 17,0£9,9

41,2 £16,0 51,9+19,8

0,8 £0,5 0,6 £0,3

66,8 +16,9 61,2+ 20,2

7,1+£83 99+77

33,7+ 14,3 43,4+21.8

26,8 +18,2 31,5+16,8

75+44 71+£5,0

26,4+13,2 36,6111
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4.3. Vergleiche des T-Zellph&notyps verschiedener Tumore

Fir weitere Untersuchungen des T-Zellphanotypes wurden Proben von verschiedenen Karzi-
nomen und Metastasen mit zum Teil bekanntem Primartumor genutzt. Es handelte sich dabei
um Tumorproben von Patienten, fiir welche keine vollstadndigen Uberlebensdaten vorlagen,

aber eine Aufbereitung und flowzytometrische Untersuchung erfolgte.

4.3.1. Primare Lungen- und Nierenzellkarzinome

In einem multivariaten Modell (GLM - Allgemein mehrfaktoriell) suchten wir nach Zusammen-
hangen zwischen dem Phéanotyp der TIL und der histologischen Diagnose, Alter und Ge-
schlecht der Patienten. Die Daten von 125 Patienten mit Lungen- und 114 Patienten mit
nichtchromophoben Nierenzellkarzinomen wurden statistisch bewertet. Die Gruppe der
Lungenkarzinome setzte sich aus 21 weiblichen und 104 méannlichen Patienten zwischen 29
und 81 Jahren (Durchschnittsalter 61,6 Jahre) zusammen. Bei 36 Frauen und 78 Mannern im
Alter zwischen 38 und 80 Jahren (Durchschnittsalter 60,2 Jahre) wurde ein Nierenzellkarzinom

diagnostiziert.

In die multivariate Analyse gingen die Tumordiagnose (Lungen- oder Nierenzellkarzinom), Alter
( < 55 bzw. > 55 Jahre) und Geschlecht als konstante Faktoren ein. Deren Einfluss auf folgen-
de Variablen wurde beurteilt: Anteil der T-, B-, NK-Zellen, CD4"- und CD8"-T-Zellen (Prozent
der Lymphozyten) sowie HLA-DR'-, CD56"- und/oder 16*-, CD13"-, CD11b*-, CD25"-,CD57"-T-
Zellen (Prozent der T-Lymphozyten). Eine weitere Variable ergab sich als Ratio CD4*/CD8"-T-
Zellen. Im dreifaktoriellen Modell (Faktoren: Alter, Geschlecht und Tumorentitat) konnte fur
Lungen- und Nierenkarzinome ein signifikanter Effekt fir die Tumorentitdt nachgewiesen
werden (Tabelle 4). Es fand sich eine signifikante (GLM, p < 0,05) Abhangigkeit von der
Tumorentitat beziiglich der Infiltration des Tumorgewebes mit B- und NK-Zellen, CD4"-, HLA-
DR'-, CD13"-, CD11b"-, CD25"-, CD57*-T-Zellen und des Verhaltnisses CD4"/CD8'T-Zellen
(Tabelle 4).

Um dieses Ergebnis genauer zu prifen, wurde ein Mittelwertvergleich zwischen beiden
Tumorgruppen (Lungen- und Nierenzellkarzinom) fir jede der oben bereits aufgefihrten
Variablen durchgefuhrt (Tabelle 4, Mann-Whitney-U-Test). Mit Ausnahme der T-Zellen ergaben
sich fur alle untersuchten Variablen signifikante Unterschiede zwischen den zwei Tumor-
gruppen. Dabei lagen bei den Lungenkarzinomen die Werte fiir B-Zellen, CD4"- und CD25"-T-
Zellen, sowie das Verhaltnis CD4"/CD8"-T-Zellen hoher als bei den Nierenzellkarzinomen. Im
Gegensatz dazu wies die RCC-Gruppe héhere Werte fir NK-Zellen, CD8-, CD56- und/oder
CD16"-, CD57"-, HLA-DR"-, CD13"- und CD11b*-T-Zellen im Vergleich zu den Lungentumoren
auf (Tabelle 4). Da die Tumorentitat auf das phanotypische Profil der TIL einen Einfluss zu

haben scheint, sollte nun geprift werden, ob die jeweiligen Tumorsubtypen der Lungen- bzw.
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Nierenzellkarzinome mit dem Expressionsprofil der TIL in Assoziation stehen.

Tab. 4: Ergebnisse der flowzytometrischen Phanotypisierung von TIL in primaren Lungen- und

Nierenzellkarzinomen (nichtchromophob). Alle signifikanten Ergebnisse (p < 0,05) fir den
Mittelwertvergleich (U-Test) und die multivariate Analyse (GLM) sind grau unterlegt.

p* Ergebnisse der multivariaten Analyse (GLM, adjustiert auf Tumorentitat (TE), Alter (A) und
Geschlecht (G)) fir den Faktor Tumorentitat.

18,3 +14,3 , 56+5,9

73,7+ 143 , 77,1+£12,4

78+75 s 16,7 £ 11,7

32,2+11,6 28,2+13,5

31,1132 , 35,7+15,7

1,5+£1,0 , 1,1+0,8

52,9154 s 68,4+8,7

71+£85 8,7+10,8

14,7 +£9,9 s 39,3+22,8
18,6 £9,9 s 34,0+ 18,1
208+84 84 +44

15,7+6,9 s 23,5+13,8

Das gewonnene Tumormaterial der Lungenkarzinome wurde histologisch in 76 Plattenepithel-

karzinome, 30 Adenokarzinome, 4 kleinzellige, 4 groRzellige und 11 adenosquamdse Karzino-
me unterteilt. In die multivariate Analyse gingen der Tumorsubtyp, das Alter (< 55 bzw. > 55
Jahre) und das Geschlecht als konstante Faktoren ein. Es erfolgte die Adjustierung auf
Plattenepithel- und Adenokarzinome. Das Geschlecht und das Alter der Patienten, sowie der
histologische Subtyp der Lungentumore blieben fir alle CD-Molekule ohne einen statistisch
nachweisbaren, signifikanten Effekt. Wie aus unseren Berechnungen hervorgeht, scheinen die
gepruften Faktoren Alter, Geschlecht und Tumorsubtyp fir den Phé&notyp der TIL in
Plattenepithel- und Adenokarzinomen der Lunge von untergeordneter Relevanz zu sein. Die
gewonnenen Daten aus der flowzytometrischen Analyse werden in Tabelle 5 aufgefiihrt und in
den Abbildungen 10a -10i (Seite 58) veranschaulicht. Die sehr breite Streuung der ermittelten
Werte mit vielen Ausreiern und stark differierende Fallzahlen (n = 4 - 76) der untersuchten

Gruppen sprechen hier gegen weitere vergleichende statistische Untersuchungen.
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Einige Auffalligkeiten aus Tabelle 5 sollten dennoch Erwahnung finden. GroRzellige Lungen-
karzinome enthielten nur wenig B-Lymphozyten. Sie wiesen im Gegensatz dazu den gréRten
Anteil an T-Lymphozyten unter den TIL auf. Fur die kleinzelligen Lungenkarzinome gelten
diese Feststellungen in umgekehrter Form. Wir fanden dort im Vergleich zu den anderen
Subtypen die hochsten Werte fiir B-Zellen und die geringsten fir T-Zellen. Es fallt auch auf,
dass die Proben der groRzelligen Lungenkarzinome mehr als doppelt so viele CD8*-TITL wie
CD4*-TITL enthielten. Daraus resultiert ein CD4*/CD8"-TITL Verhéltnis < 1 im Vergleich zu den
anderen vier Gruppen. Des Weiteren finden sich fir HLA-DR*-, CD56"- und/oder CD16*- und

CD13*-TITL die héchsten Mittelwerte bei den groRzelligen Karzinomen.
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Tab. 5: Ergebnisse der flowzytometrischen Phanotypisierung der TIL in Lungenkarzinomen.
Differenzierung der Tumore nach histologischem Befund (mean = Mittelwert, median = Median,
range = Spanne zwischen dem kleinsten und gréRten gemessenen Wert)

mean +SD| 18,8149 17,3 £14.2 31,0 £17.,8 7.2 £5,1 16,7+ 8,0
median 13,0 13,5 34,5 6,0 15,0
range 1-57 2-52 7-48 2-14 8-37

n 76 30 4 4 11
mean +SD| 73,5151 73,8 £13,2 56,7 +13,3 86,0+2,7 76,5 +10,0
median 76,0 75,0 60,5 85,0 82,0
range 38 - 97 46 - 94 38 -68 84 - 90 57 - 87
n 76 30 4 4 11
mean +SD 75474 8,9 +8,6 12,296 7,053 6,0 +52
median 5,5 7,0 10,5 6,5 5,0
range 1-40 1-39 3-25 2-13 3-21
n 76 30 4 4 11
mean +SD| 318116 334 +11,5 30,7+10,8 2324123 35,0+122
median 30,0 34,0 30,0 28,5 33,0
range 555 13- 65 21-42 5- 31 17 - 54
n 76 30 4 4 11

mean +SD| 30,5120 296 + 14,4 23,2+ 11,1 52,5+ 12,1 32,9 12,8
median 30,0 275 22,0 48,5 29,0
range 10 - 70 9-64 13 - 36 43-70 19 - 51

n 76 30 4 4 11
mean £ SD 1,5+0,9 1713 1,840,8 0,6+0,3 1,6 £0,9
median 1,2 1.4 17 0,7 1,4
range 0,2-49 03-72 0,8-29 0,1-08 0,5-32
n 76 30 4 4 11
mean +SD| 53,0 15,9 50,7 + 16,0 45,7 £12,0 65,2+17,3 56,0 +8,0
median 53,0 51,5 48,0 64,0 56,0
range 18 - 85 22-78 31- 56 47 - 86 42 - 66
n 76 30 4 4 11
mean +SD 6,259 6,6 +6,1 18,7 +23,7 17,0£27,3 6,1+5,6
median 45 5,0 8,5 3,5 4,0
range 1-36 1-26 4-54 3-58 1-20
n 76 30 4 4 11
mean +SD| 152106 14,2 £6,5 10,2+3,8 19,2 +22,0 12,7 £7,9
median 13,0 12,0 11,0 10,5 10,0
range 1-50 3-30 5-14 4-52 4-33
n 75 30 4 4 11
mean+SD| 17,3%95 21,1 £11,0 16,2+4,8 21,2+14,5 208+78
median 14,0 18,0 18,5 19,0 19,0
range 1-41 7-58 9-19 6 - 41 8- 37
n 75 30 4 4 11

mean+SD| 21882 18,7 £9,3 21,0£43 18,0 £ 13,0 20,6 6,3
median 20,0 17,5 20,0 18,0 22,0
range 9-40 6-53 17 - 27 5- 31 9 - 31

n 71 28 4 3 11

mean+SD| 15,0£6,1 16,0 £ 1,6 20,7 5,8 21,0£9,9 15,2 + 6,1
median 12,0 12,5 24,0 21,0 16,5
range 6-29 2-37 14 - 24 14 - 28 6 - 24

n 35 8 3 2 10
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Die Daten der Nierenzellkarzinome wurden, vergleichbar mit der Auswertung bei den Lungen-
karzinomen, in einer multivariaten Analyse aufgearbeitet. Die histologischen Tumortypen
schlossen 82 hellzellige, 8 chromophile, 2 chromophobe und 14 gemischtzellige Nierenzell-
karzinome ein. In die Mischtyp-Gruppe fanden Tumore mit folgenden histopathologischen
Diagnosen Eingang: hellzellig/ichromophil/eosinophil bzw. hellzellig/chromophil. In 10 Fallen bot
der pathologische Befund keine Mdglichkeit einer Gruppenzuordnung. Diese Daten, sowie die
beiden chromophoben RCC blieben in den weiteren Berechnungen unbertcksichtigt. Dennoch
sollte festgestellt werden, dass sich die chromophoben Nierenzelltumore in ihrem TIL-Phano-
typ von den anderen Subtypen unterschieden. Sie zeichneten sich durch einen héheren Anteil
CD4"- und CD25"-TIL aus. Es konnten im Vergleich zu den drei anderen Gruppen weniger NK-
Zellen, CD8"-, HLA-DR"-, CD56"- und/oder 16*-, CD13"-, CD11b*- und CD57"-TIL registriert

werden.

Im dreifaktoriellen Analysemodell wurde der Einfluss der Faktoren Tumorsubtyp, Alter und Ge-
schlecht auf die von den TIL exprimierten CD-Molekule auf alle nicht chromophoben Nieren-
zellkarzinome untersucht. Die histologische Subklassifizierung wirkte sich bei CD56"- und/oder
16*-TITL signifikant (GLM; p = 0,03) aus. Die Mittelwerte lagen fiir die Gruppe der gemischt-
zelligen Nierenzellkarzinome gegeniiber den hellzelligen und chromophilen RCC etwa doppelt
so hoch (13,5 + 14,8 gegenuber 7,4 £ 6,7 bzw. 8,7 £ 6,9 % der T-Lymphozyten, Tab. 6). Nach
Mittelwertvergleich erwies sich der Unterschied zwischen den Gruppen der hellzelligen und ge-
mischtzelligen RCC als signifikant (multipler Vergleich nach Bonferroni; p < 0,05, Abb. 5).
Zusatzlich fanden wir bei CD13*-TITL fiir den Einflussfaktor Alter (Tab. 6) einen signifikanten
Effekt (GLM; p <0, 05). Das Patientenalter korrelierte dabei negativ mit den registrierten Wer-

ten fir CD13 auf den TIL (Korrelationskoeffizient r = -0,2; p = 0,01; Abb. 6). Da der Wert flrr
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Abb. 5: Gegenlberstellung der Mittelwerte +  Abb. 6: Darstellung des Zusammenhanges
Standardabweichung in Prozent der T- zwischen den flowzytometrisch bestimmten
Lymphozyten fiir CD56%- und/oder 16°-T- Messwerten fir CD13"-T-Lymphozyten in

Lymphozyten bei RCC-Subtypen. Nierenzellkarzinomen (n = 114) und dem
* signifikanter Unterschied zwischen Alter der Patienten (Pearson’s Korrelations-
hellzelligen (n = 82) und gemischtzelligen koeffizientr = -0,2; p = 0,01).

(n = 14) Nierenzellkarzinomen nach

Mittelwertvergleich (Bonferroni-Test;

p < 0,05).
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naher an 0 als an 1 liegt, handelt es sich hier um eine relativ schwache Beziehung. Die
weiterfihrende Suche nach Unterschieden im Expressionsverhalten der TIL in Abhangigkeit
des Tumorgrades fiihrte zum Nachweis eines signifikanten Effektes fiir CD8"-TIL in hellzelligen
Nierenzellkarzinomen (n = 49) (Bonferroni-Test; p < 0,05). Der Anteil CD8*-TIL (Prozent der
Lymphozyten) korrelierte mit dem Tumorgrad schwach positiv. Zwischen Grad | (geringe
zellulare Anaplasie) und Grad Ill (schwere zellulare Anaplasie) waren die Differenzen signifi-
kant (Abbildung 7: Korrelation nach Pearson r = 0,35; p < 0,01). Bei allen anderen CD-Mo-
lekllen blieb die Suche nach einem statistisch relevanten Einflussfaktor ergebnislos. Die ge-
wonnenen Daten aus der flowzytometrischen Analyse sowie die Ergebnisse der multivariaten

Analyse werden in Tabelle 6 aufgefihrt.

CDB8+TIL in Nierenzellkarzinomen
Vergleich in Abhdngigkeit des Tumorgrades
60
C
QL 50-
>
3
.S_ 40+
g
> 304
@
T 204 -
X S
[ce]
8 o
N= é 3I5 é
Grad I* Grad Il Grad III*
Tumorgrad
Korrelation nach Pearson r = 0,35; p < 0,01

Abb. 7: Gegeniiberstellung der Expression CD8'-TIL in hellzelligen Nierenzellkarzinomen
(n =49)in Abhangigkeit des Tumorgrades. * signifikanter Zusammenhang zwischen Grad |
und Il (Bonferroni; p < 0,05)
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Tab. 6: Ergebnisse der flowzytometrischen Phanotypisierung TIL in Nierenzelltumorsubtypen
(median = Median, mean = Mittelwert, range = Spanne zwischen kleinstem und gréftem
gemessenen Wert, n = Anzahl), signifikanter Einfluss des Faktors Tumorsubtyp* bzw. Patien-
tenalter** nach adjustierter Analyse (GLM, adjustiert auf Tumorsubtyp, Alter und Geschlecht)

mean * SD 56 +6,3 3,25+2,5 71+11,9 18,0+2,8
median 4,0 2,5 3,0 18,0 -
range 1-37 1-8 1-47 16 - 20
n 82 8 14 2
mean * SD 77,1+13,7 81,1145 75,4+ 14,4 72,5+3,5
median 80,5 85,0 79,0 72,5 -
range 39 -96 47 - 92 30 -89 70 -75
n 82 8 14 2
mean * SD 16,9+ 12,8 14,9+ 14,8 16,8 +6,7 95+78
median 13,0 11,5 17,0 9,5 -
range 2-59 3-50 9-32 4-15
n 82 8 14 2
mean * SD 27,0+13,4 23,1+10,9 245+12,8 47,0+2,8
median 25,5 28,0 20,5 47,0 -
range 1-71 9-33 9-53 45 - 49
n 82 8 14 2
mean * SD 37,8 +15,5 36,1+152 38,56+ 15,0 26,5+2,1
median 35,5 34,5 36,5 26,5 -
range 2-82 17 - 60 21-77 25-28
n 82 8 14 2
mean * SD 1,2+0,9 0,9+0,5 1,0+0,8 1,80
median 1,0 0,8 0,8 1,8 -
range 0,1-5,9 0,2-1,9 0,2-28 1,8-1,8
n 82 8 14 2
mean * SD 67,0+ 18,4 74,1 +19,7 75,6 £ 14,7 19,0+ 8,5
median 68,5 69,0 75,0 19,0 -
range 18 - 97 38 -98 38-95 13 -25
n 82 8 14 2
mean * SD 7,4* £6,7 8,7*+6,9 13,5+ 14,8 50+14
median 55 6,5 8,0 5,0
range 1-42 4 -25 3-59 4-6
n 82 8 14 2
mean * SD 41,1** + 22,8 33,7**+ 22,6 39,1** + 20,1 8,5+10,6
median 40,5 31,5 41,5 8,5
range 6 -88 10 - 64 12- 80 1-16
n 82 8 14
mean * SD 31,8+16,7 44,6 +26,8 36,6 + 14,5 6,5+7,8
median 27,5 39,5 33,5 6,5 -
range 7 -80 13 -89 13 - 67 1-12
n 82 8 14 2
mean * SD 8,0 £3,9 8,1 +4,7 8,8 £6,2 14,5+4,9
median 7,0 7,5 7,0 14,5 -
range 2-21 3-15 3-22 11-18
n 82 8 14 2
mean * SD 23,6 +13,0 19,7+£17,0 26,7+ 14,7 4,5+2,1
median 22,0 11,0 22,0 4,5 -
range 2-69 7-53 9-50 3-6
n 65 7 12 2
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4.3.2. Sonstige Primartumore und Lungenmetastasen

Bei der Auswertung des Studienmaterials wurden Patienten mit folgenden weiteren Tumordi-

agnosen registriert.

16 7 62 12a-12i 63

8 65 13a - 13f 66

5 9 39 14a - 141 68

Die vorliegenden Fallzahlen (n = 4 - 21) sind flr weitere seriose statistische Analysen zu
gering. Das stark variierende Bild flowzytometrischer Messungen bei TIL unterschiedlichen

Ursprungs weist dennoch einige erwdhnenswerte Besonderheiten auf.

Die in Tabelle 7 und den Abbildungen 12a - 12i gegenuber gestellten Gruppen schlieen
Lungenmetastasen mit primaren Tumoren der Mamma (n = 6), der Niere (n = 4), der Haut
(Malignes Melanom, n = 4) und des Magen-Darm-Traktes (n = 2) ein. Eine deutlich héhere
Expression CD13*- und CD57"-TIL der Nierenkarzinommetastasen im Vergleich zu den

anderen drei Gruppen ist auffallig.

Die Gegenuberstellung der Mammakarzinome (n = 4) mit aus Mammakarzinomen hervor-
gegangenen Lungenmetastasen (n = 6) lasst keine deutlichen Unterschiede im flowzytometri-

schen Spektrum der TIL erkennen (Tab. 8 und Abb. 13a - 13f).

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der flowzytometrischen Analyse und Phanotypisierung von
Magen- (n = 21), Osophagus-(n = 7), Rektum-/Kolon-(n = 5) und Blasenkarzinomen (n = 10)
sowie einer Hirntumorgruppe (Astrozytome, n = 2; Meningiome, n = 3) aufgelistet und in den
dazugehorigen Abbildungen 14a - 14l visualisiert. Bei der Bestimmung des B-Lymphozyten-
Anteils fallt die Gruppe der Magenkarzinome mit einem relativ hohen Wert (24,7 £+ 22,3,
Mittelwert £ SD in Prozent der Lymphozyten) auf. Im Gegensatz dazu fanden wir in den
Hirntumorproben nur sehr wenige B-Lymphozyten (3,4 £ 2,8) und einen im Vergleich zu den

anderen Gruppen um das Zwei- bis Dreifache héheren Anteil NK-Zellen (29,8 + 13,0). Bei der
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Betrachtung der CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten und ihrem Verhaltnis zueinander, wies die
Hirntumorgruppe unter den fiinf verschiedenen Tumorentitaiten den geringsten Anteil CD4"-
TITL (12,8 £ 3,6) und den héchsten Anteil CD8"-TITL (42,4 = 19,2) auf, woraus sich ein sehr
kleiner Wert fiir die Ratio CD4*/CD8" (0,44 + 0,17) ergibt. Fiir die Osophaguskarzinome
wurden reziproke Anteile in den flowzytometrischen Messungen ermittelt; ein hoher CD4*-TITL-
Anteil (38,4 £ 17,1), geringer CD8"-Anteil (18,6 £ 6,0) und ein entsprechend hoher Wert fiir das
Verhaltnis von CD4/CD8" (2,8 + 2,5). Bei Gegenliberstellung der registrierten HLA-DR*-TITL
treten die Nierenkarzinome mit 68,4 + 18,2 % der T-Lymphozyten im Vergleich zu den ande-
ren Tumorgruppen deutlich hervor. In der Gruppe der Hirntumoren finden sich etwa doppelt so
viele CD56"-und/oder CD16"-(16,4 + 9,1), CD11b"-(43,2 + 32,3) und CD57%-(32,2 + 16,4) TITL
wie in den restlichen Gruppen. Bei den Magen- und Nierenzellkarzinomen fallt weiterhin ein
relativ hoher Anteil CD13%-(20,0 + 18,6 und 39,3 + 22,8) TITL auf. Die Gruppe der Osopha-
guskarzinome liegt bei der Expression CD25*-(32,4 + 19,0) TITL gegeniiber den Magenkarzi-
nomen (15,2 + 10,9) und Hirntumoren (15,7 + 21,1) etwa doppelt so hoch, gegenilber den

RCC (8,4 + 4,4) sogar um das Dreifache héher.

Die Ergebnisse (Tab. 9) belegen deutliche Unterschiede in den phanotypischen Eigenschaften
der TIL der einzelnen untersuchten Tumorentitdten. Es ergeben sich bei den einzelnen
Tumorgruppen Muster. So lassen sich bei den Nierentumoren gegeniber den anderen Grup-
pen hohe Werte fiir HLA-DR*- sowie CD13*-TITL herausstellen. Bei den Hirntumoren sind ein
hoher Anteil NK-Zellen mit einem hohen Anteil CD8"-, CD57"- und CD11b*-TITL kombiniert.
Die Osophaguskarzinome weisen neben einem hohen Anteil von CD4"-Helferzellen gleichzeitig
hohe Werte bei der Expression von CD25"-TITL auf. In wie weit diese Differenzen und phano-
typischen Muster von Bedeutung sind, missen Studien mit gréReren Fallzahlen und zusatzli-
chen Informationen zu potentiell beeinflussenden Faktoren zeigen. Auf der Suche nach
Grunden fir diese Unterschiede spielen nicht zuletzt die TN M-Klassifikationen, pathohistologi-
sche Daten zum Tumor, der Diagnosezeitpunkt, durchgefiihrte therapeutische Malknahmen,

Nachfolgeuntersuchungen, die Uberlebenszeit und Patientencharakteristika eine Rolle.
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Tab. 9: Ergebnisse der flowzytometrischen Phanotypisierung von TIL in Primartumoren
unterschiedlicher Lokalisation (mean = Mittelwert, median = Median, range = Spanne zwischen
kleinstem und groRtem W ert, n = Anzahl) Die jeweilige Tumorgruppe mit den héchsten gemes-
senen Werten fliir die exprimierten CD-Oberflachenmolekiile wurden hellgrau unterlegt.

mean + SD
median

range

n

18,3 £14,3

14,0
1-57
125

6,1+7,1
4,0
1-47
116

19,4 £10,0
18,0
5-36

7

16,8 £ 16,2
10,0
1-38
5

2,0
1-8

mean +SD| 73,7+14,3 |76,8+13,4|71,7+11,6| 66,9+21,3 |75,0+18,8 66,8+ 14,5
median 76,0 79,5 71,0 70,0 84,0 71,0
range 38 -97 30 - 96 58 - 92 22 -98 52 -95 45 - 83

n 125 116 7 21 5 5

mean +SD| 7,875 16,7+12,1| 8,6 £5,7 7,8 £6,8 8,0 £ 4,1 10,0 £ 8,9
median 6,0 13,0 7,0 7,0 10,0 6,5
range 1-40 2-59 2-18 1-30 3-12 2-31

n 125 116 7 21 5 10

mean +SD| 32,2+11,6 |27,0+13,1 24,8+13,3 |36,0+18,9(28,8+155| 12,8+3,6
median 31,0 26,0 23,0 30,0 27,0 13,0
range 5-65 1-71 2-46 16 - 57 2-52 9-18

n 125 116 21 5 10 5
mean +SD| 31,1+13,2 | 37,1+ 14,8 29,8+18,9 | 20,6 +9,7 | 33,2+14,9
median 30,0 35,5 20,0 17,0 33,5
range 9-70 2-82 9-81 11-31 6 - 54 -
n 125 116 21 5 10

mean + SD 1,56+1,3 1,1+0,8 1,4 +£0,9 2,1+1,2 1,6 £1,2 0,4 +£0,2
median 1,3 1,0 1,0 2,0 1,3 0,4
range 0,1-7,2 0,1-5,9 0,2 -3,6 0,4 -3,8 0,4 -4,5 0,2-0,6

n 125 116 21 5 10 5
mean +SD| 52,9+ 15,4 55,4+17,5| 53,5+19,5 |51,6+20,8|54,3+17,5|53,4+27,4
median 53,0 57,0 53,0 53,0 58,0 56,0
range 18 - 86 35-80 23-92 30-74 19-74 19 - 87
n 125 7 21 5 10 5

mean +SD| 7,185 8,0 £3,6 78+54 8,6 +£3,8 7,9+9,2
median 4,0 7,0 6,0 9,0 4,0
range 1-58 6-16 1-22 4-14 1-31
n 125 7 21 5 10

mean +SD| 14,7+9,9 16,3+10,1]| 20,0+18,6 | 154+3,9 | 11,9+6,6
median 12,0 15,0 13,0 14,0 9,0
range 1-52 4-34 1-64 12 - 22 3-21

n 124 7 21 5 10

mean +SD| 18,6 +9,9 18,8+12,1 | 22,4+4,5 [17,8+12,7
median 18,0 29,0 15,0 21,0 14,0
range 1-58 1-89 4 - 45 17 - 28 6 - 46

n 124 116 21 5 10

mean +SD| 20,8+8,4 8,3+t4,4 15,2+10,9 | 21,8+5,0 | 24,7+7,2 |15,7+21,1
median 20,0 8,0 10, 22,0 25,0 7,0
range 5-53 1-22 2-40 17 - 29 16 - 36 2-47

n 117 116 21 5 10 4
mean +SD| 15,7+6,9 |23,1+13,8 11,8 +6,2 9,0 £6,7 12,7+6,6
median 14,0 21,0 11,5 7,0 10,0
range 2-37 269 3-25 2-18 4-27
n 58 94 20 5 10
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5. Diskussion

5.1. Epidemiologie der haufigsten Tumorerkrankungen

In den letzten Jahren hat es zahlreiche Fortschritte in Diagnostik und Therapie von Tumor-
erkrankungen gegeben. Dennoch zahlt der Krebs bei der immer alter werdenden Bevélkerung
neben Herz-Kreislauferkrankungen heute zur haufigsten Todesursache. Nach Schatzungen
des Robert-Koch-Instituts in Berlin liegt die Zahl der malignen Neuerkrankungen fir Lungen-
karzinome in Deutschland bei etwa 36.800 jahrlich (13). Das entspricht einer Inzidenzrate von
16,6 % aller malignen Neuerkrankungen bei Mannern und 5 % bei Frauen (Abb. 8 und 9). Mit
27.900 jahrlich erkrankten Mannern nimmt der Lungenkrebs die zweite Stelle in der Rangfolge
der haufigsten Krebserkrankungen ein. Ein bei Médnnern zu beobachtender leicht riicklaufiger
Trend stehtim Gegensatz zu einem Anstieg der malignen Neuerkrankungen fur Lungentumo-
ren bei Frauen und wird auf das veranderte Rauchverhalten der weiblichen Bevdlkerung in den
letzten Jahren zurlickgefiihrt (5). Nierenzellkarzinome werden bei etwa 13.900 Tumorpatienten
jahrlich in Deutschland diagnostiziert, wobei die Haufigkeit bei Mannern hdher liegt als bei
Frauen (13). In der folgenden Tabelle 10 sind diesbezliglich geschatzte Zahlen der von uns
untersuchten Tumoren aufgefiihrt. Die sich anschlieBenden Abbildungen geben die prozentua-
len Anteile an der Gesamtzahl der malignen Neuerkrankungsfalle fir die mannliche (Abb. 8)

und weibliche (Abb. 9) Bevdlkerung in Deutschland wider.

Tab. 10: Auszug aus dem Krebsregister: Geschatzte Zahlen jahrlich an Krebs Erkrankter in
Deutschland (13)

27.900 8.900
8.200 5.700
400 46.300
9.500 9.000
3.100 900
15.100 19.200
11.900 10.700
10.500 5.200
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Maligne MNeuerkrankungen der mannlichen
Bevolkerung in Deutschland (geschatzt)

Anteil maligner Neuer krankungen {in %
0 o 10 14 20 29

18,7
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2| 16,8
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Abb. 8: Maligne Neuerkrankungen der mannlichen Bevdélkerung in Deutschland
(insgesamt 1668.462 Falle)

Maligne Neuerkrankungsfalle der weiblichen
Bevdlkerung in Deutschland (geschatzt)

Anteil m aligner Neuerkrankungen in %

u] 4 10 14 20 25 a0

Brustdrize 254
Drick- fhdastdarm

Gebidrmutterk drper

hagen

Organ

Lunge

Eierstock

Gebirmutterhak

Abb. 9: Maligne Neuerkrankungen der weiblichen Bevdlkerung in Deutschland
(insgesamt 178.755 Falle)
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Bei unterschiedlichen Haufigkeiten zahlen sowohl Lungenkarzinome in einem fortgeschrit-
tenen Tumorstadium als auch metastasierte Nierenzellkarzinome zu einer prognostisch
ungiinstigen Krebsform. Die durchschnittliche relative Fiinf-Jahres-Uberlebensrate fiir Nieren-
zellkarzinome liegt bei 50 % (36). Patienten mit einem diagnostizierten Tumorstadium | und Il
iberleben zu 80 - 90 % die folgenden fiinf Jahre. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate sinkt auf
unter 10 %, wenn es bereits zu einer metastasierenden Tumorausbreitung gekommen ist (13).
Nach wie vor stellt die operative Therapie eine zentrale Rolle dar, auch wenn durch adjuvante
Mafnahmen (z. B. Immuntherapie mit Interferon und IL-2) in seltenen Fallen objektive Re-

missionen bei Patienten mit Metastasen erzielt werden kdnnen (13, 36, 95).

Bei den Lungenkarzinomen betragen die Uberlebensraten 10 % fiir das Tumorstadium 1A
bei alleiniger chirurgischer Therapie und liegen fir das Stadium IlIB noch darunter. Die Durch-
fihrung einer neoadjuvanten Chemo- oder Chemo-/Radiotherapie mit anschlieBender Operati-
on scheint die Prognose der Patienten mit Stadium IlIA signifikant zu verbessern und fiihrte in
Phase-II-Studien zu Fiinf-Jahres-Uberlebensraten von etwa 30 % (14, 29). Diese Zahlen
zeigen, dass trotz derimmer wirksameren Behandlungsmethoden die Vision der Krebsheilung
noch in weiter Ferne steht. Neben den klassischen Behandlungsprinzipien wie Chirurgie,
Radio- und Chemotherapie wird versucht, ausgehend von neuen Ansatzpunkten weitere

Therapiekonzepte zu finden und zu etablieren.

5.2. Genese und Immunologie der Tumoren

Energiereiche Strahlen, chemische Kanzerogene und Viren werden als atiologische Faktoren
fir die Krebsentstehung angesehen. Am Ende der in mehreren Stufen Uber einen langeren
Zeitraum ablaufenden Karzinogenese stehtdie Tumormanifestation. Die Tumorzellen weichen
in ihren Eigenschaften vom Verhalten gesunder Zellen (autonomes, infiltrierendes, zer-
stérendes Wachstum, Metastasierung) ab. Sie entstehen aus normalen Zellen durch Tumor-
transformation. Diese resultiert aus einer Expression zusatzlicher oder veranderter geneti-
scher Informationen, wobei zwei Klassen von Genen eine Rolle spielen. Es handelt sich dabei
um Onkogene und Tumorsuppressor-Gene (54). Die verantwortlichen Onkogene befinden
sich bereits im Genom normaler Zellen als Proto-Onkogene mit transformierender Potenz.
Analysen der von Onkogenen kodierten Proteine belegen deren physiologische Bedeutung fir
die Regulation von Wachstum und Entwicklung. Der Ubergang vom Proto-Onkogen in das
Onkogen kann durch Mutationen, Chromosomenaberrationen, eine verstarkte Expression des
Protoonkogens oder verlangerte Wirkung seiner Produkte (z. B. p53-Protein) verursacht
werden (17, 54). Der mutationsbedingten Aktivierung von Onkogenen steht die Ausschaltung
der Tumorsuppressor-Gene gegenlber. Diese bewirkt einen Verlust von regulierenden
Funktionen. Bei familiar gehauft auftretenden Tumorformen, konnte eine Deletion von Chro-
mosomenabschnitten nachgewiesen werden ((z. B. kleinzelliges Lungenkarzinom del 3(p),

familidres Nierenzellkarzinom t (8;3) (q24; p12)) (21, 57, 108).
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Die Tumorimmunologie ist ein relativ junger Wissenschaftszweig und bietet die Moglichkeit,
neben anderen Forschungszweigen wie der Molekularbiologie und Genforschung, genauere
Informationen Uber die ablaufenden Prozesse der Tumorabwehr zu erhalten. Sie versucht, die
Vorgange bei der Detektion tumords veranderter Gewebe durch Zellen des Immunsystems
aufzuklaren und untersucht die Mechanismen zur Eliminierung entarteter Zellen. Die Erkennt-
nisse sollen die Ursachen fiir eine ineffektive Tumortberwachung und -abwehr aufdecken und
Méglichkeiten zur Beseitigung der Defizite aufzeigen. Die Tumorimmunologie bedient sich
dabei apparativer Untersuchungsmethoden zur Zell- und Gewebedifferenzierung

(Immunhistochemie, Flowzytometrie).

Im Verlauf der malignen Transformation von Tumorzellen kénnen Veranderungen der Ober-
flachenstrukturen auftreten (Expression von Tumorantigenen, Verlust von MHC-Molekilen)
und eine Erkennung der Tumorzellen als fremd wird moglich. Die ausgelésten sowohl humora-
len als auch zellularen Immunreaktionen, an denen Lymphozyten in erheblichem Male
beteiligt sind, fihren zur Bildung spezifischer Antikorper und Killerzellen gegen die regi-
strierten Tumorantigene. Zwischen beiden Effektorsystemen des Immunsystems existieren
sehr komplexe spezifische und unspezifische, kooperative und regulative Beziehungen. So
provozieren durch das Tumorwachstum bedingte Zellnekrosen in der Umgebung Entzin-
dungsreaktionen. Dabei spielen Makrophagen eine wichtige Rolle. Makrophagen nehmen tber
Phagozytose Tumorzellbruchstiicke auf und prasentieren diese in bearbeiteter Form Uber
MHC-Molekile den T-Zellen. Erst durch diese Komplexbildung kdnnen die Antigenfragmente
von T-Zellen erkannt werden. Dies fiihrt im weiteren Verlauf zur T-Zell-Aktivierung und
entsprechenden zytotoxischen Tumorabwehrreaktionen. Makrophagen setzen aulerdem das
endogene Pyrogen IL-1 frei und bewirken so eine Verstarkung der beschriebenen immunologi-

schen und entzindlichen Reaktionen (10).

Wie entzieht sich der Tumor diesen Abwehrreaktionen?

Die Tumorzellen entwickeln verschiedene Mechanismen, um der Wirtsabwehr zu entgehen.
Der Nachweis einiger dieser Strategien, das Immunsystem abzulenken, gelang bei malignen
Melanomen (90). Das Antigenfragment muss den zytotoxischen T-Lymphozyten (ber ein
MHC-Klasse-I-Molekil prasentiert werden. Einige Tumorzellen verringern die Expression der
synthetisierten MHC-Klasse-I-Molekile an ihrer Zelloberflache. Sie verhindern damit ihre
Registrierung und Eliminierung durch T-Zellen. Melanomzellen sind in der Lage, MHC-Klasse-
II-Molekile ohne das kostimulierende Molekil B7-1/CD80 oder B7-2/CD86 zu exprimieren. In
der Umgebung dieser Tumorzellen finden sich gréRere Ansammlungen von CD4*-T-Zellen,
die das Antigen erkennen, aber durch den fehlenden kostimulierenden Faktor B7 spezifisch
inhibiert werden (90). Zusatzlich sezernieren viele Tumorzellen, wie auch NSCLC, die auf
Lymphozyten suppressiv wirkenden Zytokine IL-10 und TGF-B (8). Die ausgepragte antigene

Heterogenitat des Tumors stellt eine weitere Herausforderung fir das Immunsystem dar. Es
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ist vorstellbar, dass die Erzeugung grof’er Zellmassen durch das schnelle neoplastische

Wachstum die Abwehrmechanismen lUberfordert.

Ein wichtiger Weg, Gber den ein Apoptose-Signal in das Zellinnere weitergeleitet werden kann,
lauft GUber das Fas(CD95/APO-1)/Fas-Ligand(FasL)-System. Indem die Tumorzellen FasL
exprimieren und mit den aktivierten T-Zellen in direkten Kontakt treten, kénnen sie Apoptose

in den T-Zellen induzieren und die gegen sie gerichteten Abwehrzellen vernichten (66).

Die hier erwahnten Strategien zum “immunological escape” des Tumors sprechen flr die
Vermutung, dass im Organismus viel haufiger maligne Zellen durch fehlerhafte genetische
Informationstibertragungen entstehen. Diese werden jedoch durch eine intakte Immuniiberwa-
chung bis zu einem bestimmten Zeitpunkt immer wieder eliminiert. Wann der Organismus
dazu nicht mehr in der Lage ist und warum den Tumor infiltrierende Lymphozyten zwar
zytotoxische Aktivitaten zeigen, die Tumorzellen aber nicht mehr zerstdren, entzieht sich
bisher unserer Kenntnis. Genauere Informationen beziiglich der Einflussnahme des Tumors
auf die Zellen des Immunsystems kdnnten eine Chance bieten, neue therapeutische Konzepte
zu entwickeln und durch eine gezielte Ausschaltung immunsupprimierender Effekte die

Wirksamkeit der kdrpereigenen Tumorabwehr zu erhéhen.

5.3.  Prognostische Relevanz von Lymphozyteninfiltraten in Tumoren

5.3.1. Lymphozyteninfiltrate und Prognose von Lungentumorpatienten

Verschiedene Studien haben darauf hingewiesen, dass die Anwesenheit von Leukozyten in
Tumoren auf eine glinstige Prognose schlieRen lasst (30, 31, 81). Gegenstand der jingeren
Forschungistes, Gbereine Lymphozytenphanotypisierung méglicherweise Aussagen uber die
Immunkompetenz des Patienten zu treffen, um die so gewonnenen Erkenntnisse in zuneh-
mendem MaRe in die Therapieentscheidungen mit einfleBen zu lassen. In unserer Uber-
lebensanalyse sollte geprift werden, ob zwischen der Haufigkeit des jeweils bestimmten CD-
Molekiils auf den TIL und der Uberlebenszeit der Lungentumorpatienten ein Zusammenhang
vorliegt. Unter Berlicksichtigung friherer Untersuchungen (81) erfolgte die Einteilung der
flowzytometrisch gewonnenen Daten in drei Gruppen. Die Gruppe 1 wurde als Referenz-
gruppe im Vergleich zu den beiden anderen festgelegt. Sie umfasste Patienten, deren T-
Zellen nur wenige der beurteilten Oberflachenmarker exprimierten. Die Zuordnung zur Gruppe
2 fand bei einer moderaten Expression der Oberflachenmolekiile statt. Gruppe 3 schloss

Patienten mit den héchsten Expressionsraten der untersuchten CD-Molekile auf den TIL ein.

In Ubereinstimmung mit anderen Autoren nahmen T-Zellen unter den TIL in unserer Untersu-
chung den groften Anteil ein, gefolgt von B- und NK-Zellen (11, 30, 71, 107). Eine Abwei-
chung lag bei SCLC dahingehend vor, dass der ermittelte Anteil der B-Lymphozyten im
Vergleich zu den vier NSCLC-Subtypen doppelt so hoch (31,0 £ 17,8 % der Lymphozyten)
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und der Anteil der T-Zellen deutlich geringer (56,7 + 13,3 % der Lymphozyten) war. Bei den
groRzelligen Lungenkarzinomen fiel ein sehr hoher Anteil der T-Zellen auf (86,0 £ 2,7 % der
Lymphozyten), wobei mit einer Ratio CD4/CD8 von 0,7 erheblich weniger CD4- als CD8"-T-
Zellen auftraten. AuBRerdem lieRen sich in dieser Gruppe nur wenige B-Zellen finden (7,2 £ 5,1

% der Lymphozyten) (Tab. 5 S. 33 und Abb. 10a - 10c S. 58).

Wir fanden keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Hohe des relativen Anteils der
B-, T- und NK-Zellen an den TIL und der Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Lungenkarzinom-
patienten (univariates und multivariates Analysemodell). Demnach lassen die Ergebnisse der
vorliegenden Studie die Definition eines aussagekraftigen Prognosemarkers unter T-, B- und
NK-Zellen fir NSCLC nicht zu. Andere Autoren berichten diesbeziiglich von Ergebnissen, die
B-Zellen als Prognosemarker fir LCLC (n = 38) identifizieren (31). Auch wir wiesen in einer
friiheren Studie (81) nach, dass ein hoher Anteil an B-Lymphozyten (> 21 % der Lymphozy-
ten) in 73 NSCLC-Proben signifikant mit einer héheren Uberlebensrate korrelierte (Beobach-
tungszeitraum: 26 Monate). Damals lie3 sich fur die multivariate Analyse (Cox-Regression) ein
gerade signifikanter p-Wert zwischen den Gruppen mit hoher und geringer CD19-Expression
auf den TIL ermitteln (81). Der tendenzielle Verlauf der Uberlebenskurven (Abb. 4/4 S. 23)
stimmt mit den friheren Grafiken Uberein und zeigt fir die Patientengruppen mit einer hohen
CD19 Expression auf den TIL das geringste Sterberisiko an. Eine in der jetzt vorliegenden
Untersuchung héhere Fallzahl von 119 Patienten und eine wesentlich langere Beobachtungs-
zeit von 55 Monaten kénnen fir die nicht mehr signifikanten Ergebnisse mit verantwortlich
sein. Fur T-Lymphozyten und CD8"-T-Zellen stellten Eerola et al. fir Patienten mit SCLC
signifikante Korrelationen vor: ein hoher Anteil in den TIL der Tumorproben fand sich bei den
Patienten (n = 56) mit der langsten Uberlebenszeit (30). Berichte von einem signifikanten
Zusammenhang zwischen hohen T-Zellzahlen im Tumorgewebe und einer besseren Uber-
lebensrate fuir NSCLC-Patienten lassen sich nach der Auswertung unserer Ergebnisse nicht
bestéatigen (53). Eine entsprechende Tendenz ist in der Abbildung 4/2 (S. 23) nur fir Gruppe
2 mit moderaten T-Zell-Anteilen gegeniber der Gruppe 1 mit den geringsten Anteilen erkenn-
bar. Bei Johnson et al. wurden die Daten von 710 Patienten mit Lungenkarzinomen bezuglich
der prognostischen Relevanz der Lymphozyteninfiltration des Tumorgewebes ausgewertet.
Die umfangreiche Studie untersuchte Unterschiede zwischen den Charakteristika der peri-
und intratumordsen Lymphozyteninfiltrate. Die Autoren wiesen dabei eine glnstigere post-
operative Prognose fiir Patienten mit einer relativ hohen Dichte CD3*-TITL im intratumoralen
Lymphozyteninfiltrat nach. Bei Einbeziehung der peritumordsen Infiltrate in die Betrachtung
verschwand die Signifikanz der Prognoseeinschatzung (51). Es ware denkbar, dass eine
heterogene Struktur der Tumorproben, die gleichzeitig auch entziindliche Infiltrate enthalten,
zu veranderten Ergebnissen bei der flowzytometrischen Auswertung fihrt. Zur Prognose von
NK-Zellen in Lungentumoren finden sich wenig vergleichbare Berichte. In einer aktuellen
Studie von Takanami et al. erwiesen sich die aus 150 Adenokarzinomen der Lunge ermittelten

NK-Zell-W erte als signifikante Prognosemarker fir das Gesamtiberleben und fir Tumore mit
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Stadium | (100). Des weiteren wurden fir 50 Plattenepithelkarzinome der Lunge signifikante
Korrelationen zwischen einer hohen absoluten NK-Zellzahl und einer Iangeren Uberlebenszeit
ermittelt, wobei die Unterschiede fur Tumore im Stadium | besonders auffielen (109). In dieser
erwahnten Arbeit erfolgte die Zellzahlung fir jede Probe in einem mikroskopischen Tumoraus-
schnitt von 1 cm? mit Hilfe eines MICRON-Analysators (109). Die abweichenden Registrie-
rungsmethoden von Villegas et al. Sprechen gegen einen Vergleich mit unseren Daten. Die
von Takanami et al. beschriebenen Ergebnisse fir NK-Zellen kénnen durch die vorliegende
Arbeit nicht bestatigt werden. Diesbeziiglich zeigte auch eine separate Uberlebensanalyse mit
NSCLC-Patienten im Stadium | (n = 49) keine signifikanten Effekte (Daten hier nicht gezeigt).
Im Gegensatz zu den zitierten Studien ist unser Patientengut breiter gefachert und umfasste
fir die Uberlebensanalyse Plattenepithel- und Adenokarzinome, groRzellige Lungenkarzinome
und adenosquamodse Karzinome mit Stadium | bis Il (Tab. 2 S. 21). Die Unterschiede in den
Ergebnissen einzelner Autoren, die nach verlasslichen Parametern fir eine Prognoseeinschat-
zung bei Tumorpatienten suchen, lassen sich méglicherweise auch durch die Inhomogenitat
des Patientengutes und unterschiedliche Analysemethoden erklaren. Ein direkter Vergleich
der Resultate wird dadurch deutlich beeintrachtigt. Die Ursachen fur die Differenzen in den
Untersuchungsergebnissen der einzelnen Forschungsgruppen kénnten in zu kleinen Fall-
zahlen liegen, welche sich durch die Adjustierung in der multivariaten Analyse weiter verrin-
gern. Inwiefern die untersuchten Tumorproben fiir die gesamte Lymphozyteninfiltration des
Tumors reprasentativ sind, lasst sich zudem nicht mit letzter Sicherheit feststellen. Aus den
hier registrierten Daten fur T-, B- und NK-Zellen in Lungenkarzinomen konnten wir keinen
signifikanten Zusammenhang zwischen hohen Anteilen dieser TIL-Populationen und einer

ginstigen Prognose ableiten. Dennoch ist eine derartige Korrelation nicht auszuschlieRen.

5.3.2. T-Zellph&notyp und Prognose von Lungentumorpatienten

Wenn sich der Tumor etablieren konnte, sollte von einem vollstdndigen oder teilweisen
Versagen der Immunsurveillance ausgegangen werden. Neben einer Behinderung der
Immunfunktionen der TIL durch vom Tumor sezernierte Substanzen (8) sind die Ursachen fir
das Versagen der TIL auch in einer inadaquaten Reaktion der TIL auf den Tumor-Antigen-
Reiz zu suchen. Weiterhin muss in Betracht gezogen werden, dass TIL entweder nur zufallig
vor Ort auftreten oder spezifische Tumorantigene und/oder tumorassoziierte Antigene erken-
nen und entsprechend reagieren. Die in Tumoren registrierten Lymphozyteninfiltrate setzen
sich zum gréf3ten Teil aus T-Zellen zusammen. Deren genaue phanotypische Charakter-
isierung kénnte Rickschlisse auf ihre funktionellen Fahigkeiten in der Tumorumgebung und
eventuelle Griinde flir ausbleibende tumorzerstérende Aktivitaiten aufdecken. Wir waren der
Meinung, dass prognostische Aussagen in Verbindung mit TITL eine differenziertere Analyse
der exprimierten Oberflaichenmolekiile erfordern. Die flowzytometrischen Messungen der
Tumorproben entsprechen dabei allerdings nur einer Momentaufnahme der im betreffenden

Tumorabschnitt befindlichen Lymphozyten zum Zeitpunkt der Resektion. Fiir die Uberlebens-
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analyse wurde nach folgenden Oberflachenstrukturen unter Verwendung der entsprechenden
mAk gesucht: CD4 und CD8 (Prozent der Lymphozyten), HLA-DR, CD56 und/oder 16, CD13,
CD11b, CD25, CD57, CD45R0, CD69, CD54, CD49a und CD26 (Prozent der T-Lymphozy-
ten). Als Ratio wurde das Verhaltnis CD4"/CD8"-T-Zellen angegeben. Der im Vergleich zu
ahnlichen Studien einmalige Umfang der Analyse und registrierten CD-Moleklile brachte fir
CD11b, CD26 und CD54 signifikante Ergebnisse bezliglich der Expression dieser CD-Moleku-

le auf T-Zellen in Beziehung zur Uberlebenszeit der NSCLC-Patienten.

CD11b ist als a-Kette Bestandteil des Adhasionsmolekils Mac-1 (CD11b/CD18), welches
durch eine B-Kette (CD18) komplettiert wird. Neben LFA-1 (CD11a/CD18) und p150/95
(CD11c/CD18) gehort es zur Familie der Leukozyten-Integrine. Adhasionsmolekile dieser Art
vermitteln einen innigeren Kontakt der T-Lymphozyten und APC, was fur eine effektive
spezifische Abwehr unverzichtbarist (10). Das CD11b-Molekiil konnte mit einer Reihe weiterer
Funktionen in Verbindung gebracht werden, wie beispielsweise der Phagozytose, Zellmigrati-
on, Extravasation der Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten zum Entziindungsgebiet,
Adhasion an das Endothel und Zellkontakt bei der Komplement-abhangigen Abwehr (Typ-IlI-
Rezeptor) (35, 47). Wenige Studien befassten sich bisher mit der CD11b-Funktion im Zu-
sammenhang mit humanen T-Lymphozyten oder TIL. Hoshino et al. untersuchten die Gewe-
beverteilung CD11b*-T-Zellen von Erwachsenen in verschiedenen Organen. Dabei wurde
dieser T-Zell-Subtyp im Vergleich zu Leber und Milz kaum im Lungengewebe und in
Lymphknoten gesunder Probanden nachgewiesen (47). In verschiedenen malignen Tumoren,
wie Nierenzellkarzinomen, Magen- und Osophaguskarzinomen konnten CD11b*-TITL regi-
striert werden (33, 46, 65, 70, 99). CD11b*-T-Zellen traten in allen Lungentumorproben (18,6
+ 9,9 % der T-Lymphozyten, Tab. 4) unserer Studie auf. Bei der Gegenlberstellung der
Ergebnisse fir CD11b*-TITL von Lungen- und Nierenzellkarzinomen lieRen sich zudem
signifikant hohere W erte fir die Gruppe der Nierenzellkarzinome (34,0 + 18,1 % der T-Lym-
phozyten, p < 0,01) feststellen. In dieser Arbeit fielen auch die untersuchten Hirntumore
(Gliome, Astrozytome) durch eine hohe CD11b*-Expression (43,2 + 32,3 % der T-Lymphozy-
ten, Tab. 9) auf. In Anlehnung an die von Hoshino beschriebenen Unterschiede bezlglich der
Verteilung CD11b*-T-Zellen zwischen einzelnen gesunden Organen (47), existieren an-
scheinend auch Differenzen zwischen einigen Tumorformen. Es stellt sich die Frage, in
welchem besonderen Zusammenhang diese TIL-Population mit der Tumorerkrankung steht.
Die univariate Analyse unserer Studie ergab bei der Beurteilung des Uberlebens von Lungen-
karzinompatienten fiir CD11b*-T-Zellen zwischen den 3 Gruppen signifikante Unterschiede
(Abb. 4/21; p = 0,01). Nach Adjustierung und multivariater Analyse wurde fir Gruppe 2 (>12 -
20 % der T-Lymphozyten) gegentiber der Gruppe 1 (<11 % der T-Lymphozyten) ein geringe-
res relatives Sterberisiko ermittelt (RR = 0,4; p < 0,05). Fir Gruppe 3 (>20 % der T-Lympho-
zyten) lag die ungiinstigste Uberlebensrate vor (Abb. 4/22). Angesichts dieser Zahlen scheint
ein ausgewogenes Verhaltnis der Adhasionsmolekiile fir die Effektivitdt der Abwehr eine

entscheidendere Rolle zu spielen als die Quantitat.
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W eiterhin darf das Vorhandensein des CD11b-Molekils aufden T-Zellen nicht isoliert betrach-
tet werden. Es ist bekannt, dass die Expression von CD11b* und CD28" in einem umgekehrt
proportionalen Verhaltnis zueinander stehen soll (119). Im Verlauf der Differenzierung naiver
CD8"-Zellen kehrt sich das Verhaltnis CD11b/CD28 dergestalt um, dass CD11b" auf differ-
enzierten T-Effektorzellen erscheint und CD28 fehlt. Der kiirzlich erbrachte Nachweis von
CD28 und CD11b auf CD8"-T-Zellen lieR die Autoren auf eine Ubergangsform im Zuge ihrer
Differenzierung schlieBen (36). Das Adhasionsmolekll CD28 wirkt als Ligand fur die kostimu-
latorischen Molekiile CD80(B7-1) und CD86(B7-2), welche von APC exprimiert werden. Uber
die Interaktion zwischen APC (B7-2) und T-Zellen (CD28) ist das CD28-Antigen an der T-Zell-
Aktivierung mit beteiligt. Die Bestimmung der CD28-Antigen-Dichte auf CD8"-und CD4"-T-
Zellen ermdglicht eine Separation in jeweils zwei funktionell unterschiedliche Subpopulatio-
nen. CD8*CD28"*-Lymphozyten zeichnen sich durch eine proliferative Kapazitat iber einen
langen Zeitraum aus, bei CD8'CD28-Lymphozyten ist die Proliferationsfahigkeit begrenzt
(14). Rotteveel et al. stellten bei der funktionellen Analyse von CD4"-T-Zell-Klonen, die aus
PBL gewonnen wurden, sowohl Unterschiede beziiglich der CD28-Expression als auch der
Zytokinsekretion fest. CD4'-T-Lymphozyten mit hoher CD28-Dichte produzierten kaum,
CD4'CD28"-T-Zellen dagegen deutlich registrierbare Mengen an IL-2 und IFN-y (83). Das
Zytokinexpressionsmuster der CD4* CD28-T-Zellpopulation entspriache dem von Th1-Zellen,
welche vor allen Dingen die zellulare Abwehr unterstitzen (49). AuRerdem ist es wahrschein-
lich, dass sie an ihrer Zelloberflache CD11b exprimieren (119). Fir die Prognose kdnnte ein
hoher Anteil dieser T-Zellen von Vorteil sein. In unseren statistischen Analysen bezuglich der
CD11b*-TITL wiesen NSCLC-Patienten in Gruppe 2 (=12 - 20 % der T-Lymphozyten) im
Vergleich zur Patientengruppe 1 (<11 % der T-Lymphozyten) ein signifikant geringeres
Sterberisiko auf. Dennoch wird die einfache Schlussfolgerung, eine groBe Zahl differenzierter
Effektor-T-Zellen missten sich auf das Uberleben von Tumorpatienten giinstig auswirken,
durch die vorliegenden Untersuchungsergebnisse fir Gruppe 3 nicht bestatigt. Dies spricht fir
weitaus komplexere Interaktionen dieser T-Zell-Typen im Rahmen der Tumorabwehr. Mit Hilfe
unserer Analysemethode wiesen wir CD11b*-T-Zellen nach, ohne gleichzeitig eine weitere
Differenzierung der moglichen Subtypen (CD4" oder CD8") vornehmen zu kénnen. Zukiinftige
Untersuchungen sollten hier eine exakte Unterscheidung der CD11b*-Subtypen veranlassen,
um die interessanten Daten der Uberlebensanalyse auch retrospektiv genauer werten zu
kénnen. Auch der Nachweis von CD28-Antigenen auf den TIL wéare in diesem Kontext zu
Uberdenken. Mdglicherweise bietet sich dann eine schlissige Interpretation fir unserer
Resultate, dass Lungentumor-Patienten mit einer moderaten Prasenz CD11b*-T-Zellen das

beste Uberlebensergebnis aufweisen.

Das Ektoenzym und Adh&sionsmolekul CD26/Dipeptidylpeptidase IV wurde auf den TITL in
den von uns untersuchten Lungenkarzinomen in stark voneinander abweichenden Prozentsat-
zen exprimiert. Unter Berlcksichtigung der funf histologischen Subtypen wiesen die grof3-

zelligen Lungenkarzinome die geringsten (36,0 + 19,8 % der T-Zellen; n = 2), die kleinzelligen
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Lungenkarzinome die hochsten Werte (51,0 £ 14,1 % der T-Zellen; n = 3) auf (Tab. 5). Die
multivariate Uberlebensanalyse ergab nach Adjustierung auf NSCLC-Patienten fiir Gruppe 2
(=36 - 46 % T-Lymphozyten) das geringste relative Sterberisiko (Abb. 4/34). Der Unterschied
zwischen Gruppe 1 (< 35 % der T-Lymphozyten) und Gruppe 2 war signifikant (p = 0,05). Aus
den Daten geht hervor, dass eine fehlende oder sehr geringe Expression der Dipeptidylpepti-
dase IV mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Ansorge und Mitarbeiter fanden bei
erhdhten TGF-B-Konzentrationen eine Erniedriegung der CD26-Expression auf Lymphozyten
(4). Damit kdnnte eine Verschlechterung der Prognose fiir den Tumorpatienten verbunden
sein, was sich mit unseren Ergebnissen fir NSCLC-Patienten decken wiirde. Mit unseren
Untersuchungen direkt vergleichbare Studien, die Zusammenhange zwischen der Expression
von CD26-Molekilen auf TITL aus Lungenkarzinomen und der Uberlebenszeit beschreiben,
fehlen bisher. Die Ektopeptidase CD26 wurde auf aktivierten Lymphozyten (T-, B-, NK-Zellen)
im peripheren Blut und auf TIL aus verschiedenen Tumoren, wie RCC und Lungentumoren,
nachgewiesen (78, 81). Tumorzellen (6, 19, 97) kdnnen dieses Molekil ebenso exprimieren,
wie Endothel-, Epithel- und Drisenzellen unterschiedlicher Gewebe (19, 23, 44, 63). Funktio-
nell ist CD26 in der Lage, Adenosindesaminase (ADA) zu binden (27). Dieser Komplex
metabolisiert extrazellulares Adenosin, welches die Proliferation von T-Lymphozyten hemmt
(27, 28). Auf diese Weise, sowie durch die Spaltung von Chemokinen (77) kann CD26 auf die
Proliferation und Chemotaxis von T-Lymphozyten modulierend Einfluss nehmen. Diesbe-
ziiglich lieRen sich unsere Daten derart interpretieren, dass CD26"-TITL durch die Bindung
von ADA einen Schutz vor dem proliferationshemmenden Einfluss des Adenosins besitzen,
was die lokale Tumorabwehr begiinstigen kénnte. Die Ergebnisse werden durch Untersu-
chungen an einem transepithelialen Migrations-Modell ergédnzt. Demnach scheint die Ex-
pression des CD26-Molekiils fir die Migration von CD4'-T-Zellen in Epithelgewebe der
Luftréhre mit verantwortlich zu sein (63). Eine fehlende oder eingeschrankte Expression
kénnte das Migrationsverhalten auch bei TIL negativ beeinflussen und so mit einer geringeren
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei den von uns untersuchten NSCLC-Patienten in urséch-
lichem Zusammenhang stehen. CD26 ist im Zuge der Aktivierung und Differenzierung der T-
Lymphozyten neben anderen Markern (z. B. LAG-3, CCR-5, CXCR-3) mit einer T-Helfer-
Typ1(Th1)-Zytokinsekretion assoziiert (3). Obwohl das CD26-Molekul allein nicht als selektiver
Th1-Marker gelten kann, Iasst eine geringe Konzentration des Molekiils auch einen Mangel an
Th1-Zellen vermuten. Die damit verbundene zelluldre Inmundefizienz kénnte sich auch in den
Resultaten unserer Studie widerspiegeln und zur Erkldrung der schlechten Prognose von

NSCLC-Patienten mit einem geringen Anteil an CD26™-TITL beitragen.

Die Resultate der statistischen Untersuchungen fiir CD54"-T-Zellen und der Verlauf der
Uberlebenskurve (Abb. 4/30) nach multivariater Analyse sprechen fiir eine giinstigere Uber-
lebensrate der Gruppen 2 und 3 gegeniber der Gruppe 1. Diese Ergebnisse werden fir
Gruppe 2 (> 20 - 30 % der T-Zellen) signifikant (RR = 0,33; p = 0,03), fir Gruppe 3 (> 31 %
der T-Zellen) marginal signifikant (RR = 0,39 p = 0,08) bestatigt und stimmen mit einer
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friheren Studie unserer Arbeitsgruppe Uberein (81). In Bronchialkarzinomen zeigten TIL und
PBL bezuglich der Expression von CD54-Molekilen unterschiedliche Muster. Dabeiwurde das
Adhasionsmolekil an der TIL-Oberflache haufiger registriert (81, 85, 122). Fir T-Zellen, die
aus dem peripheren Blut von gesunden Probanden stammten, lieRen sich keine oder nur
geringe Expressionsraten feststellen (85). Die erhéhte Prasenz dieser Oberflachenmolekiile
kénnte das Migrationsverhalten der TITL positiv beeinflussen und auf diese Weise mitden von
uns ermittelten glinstigeren Uberlebensraten assoziiert sein. Das Erreichen des Tumors und
ein aktivierter Status der T-Zellen garantieren jedoch noch keine wirksame Immunabwehr. Die
Beeinflussung der TITL durch weitere Faktoren, wie das Mikromilieu in der unmittelbaren
Tumorumgebung, scheint fir eine optimale Funktion der T-Zellen mit verantwortlich zu sein.
Man kann davon ausgehen, dass nicht die Expression einzelner Adhéasions- und Aktivierungs-
marker entscheidend fur die Funktion der T-Zellen ist, sondern die effektivste Kombination der

Oberflachenstrukturen.

Bei der Gegenuberstellung der CD13-Expression durch die TITL der Lungenkarzinome
unterschiedlichen Histologietyps bestanden keine signifikanten Differenzen. Die geringste
CD13-Expression (Gruppe 1; < 9 % der T-Lymphozyten) war mit einer giinstigen Uberlebens-
rate assoziiert. Dieser grafisch sichtbare Zusammenhang blieb ohne statistische Signifikanz
(Abb. 4/17 und 4/18). In einer frGheren Studie, welche die Phanotypisierung der TIL in Lun-
genkarzinomen mit einem kleineren Patientenkollektiv untersuchte, konnte CD13 als signifi-
kanter und damit vielversprechender prognostischer Marker verifiziert werden. Patienten mit
einer niedrigen Prasenz von CD13*-TITL zeigten eine bessere Uberlebenschance (81). Diese
Daten sind beim gegenwartigen Kenntnisstand schwer zu interpretieren. Nicht hinreichend
bewiesen ist bisher die Vermutung, dass die enzymatische Aktivitdt der Aminopeptidase N
(CD13, APN) mit der Angiogenese im Tumor positiv korreliert. Dieser Effekt wirde die Tumor-
progression beginstigen. Untersuchungen von Bhagwat et al. konnten die Metalloproteinase
CD13 mit regulierenden Funktionen bei der endothelialen Morphogenese wahrend der
Angiogenese in Verbindung bringen. Die Behandlung mit CD13-Inhibitoren fihrte im Tier-
versuch unter anderem zu einem signifikant verminderten Tumorwachstum (16, 75). Bei
Patienten mit Nierenzellkarzinomen konnte man nachweisen, dass TIL VEGF (vascular
endothelial growth factor) sezernieren und somit die Angioneogenese des Tumors beschleuni-
gen und die Prognose der Patienten verschlechtern (58). Ob hier eine Koexpression mit CD13
vorliegt, wurde bisher nicht untersucht. Angesichts der bereits erwahnten ermutigenden
Erfolge mit der Inhibition von CD13 im Tierversuch (16), sollten kiinftige Studien hier einen
mdoglichen Zusammenhang zwischen VEGF und CD13 verfolgen. Studien, die die CD13-
Expression auf Tumorzellen untersuchten, berichten von signifikanten Zusammenhangen mit
dem Uberleben der Tumorpatienten (45, 104). Bei der Untersuchung von Hashida et al. waren
APN-/CD13-negative Kolontumore gegentber APN-/CD13-positiven Kolontumoren mit einer
signifikant héheren Uberlebensrate assoziiert (45). Unter Beriicksichtigung aller bisher

bekannten Funktionen des CD13-Molekiils lieie sich auch eine Regulationsfunktion von CD13
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bei der TumorgefaRbildung mit diesem signifikanten Effekt in Einklang bringen. Fur Patienten
mit NSCLC zeigte sich zudem eine glnstige Prognose, wenn auf den Tumorzellen CD10
(Neprilysin) nachweisbar war und CD13 fehlte (104). Neprilysin hydrolysiert mitogene
Bombesin-ahnliche Peptide und nimmt dadurch auf das Wachstum von SCLC hemmenden
Einfluss (95). An NSCLC-Zelllinien wurde nach einer Hemmung der Neprilysin-Expression an
der Zelloberflache ein schnelleres Tumorzellwachstum registriert, was fir eine Beteiligung bei
der Tumorproliferation spricht (39). Neben einer mdéglichen Expression auf TIL und den
Tumorzellen selbst, wird APN auch von Makrophagen/Monozyten und Granulozyten im Tumor
exprimiert. Diese sind zudem in der Lage, chemotaktische Peptide, wie das Monozyten-
chemotaktische Protein (MCP)-1 in die Umgebung zu sezernieren. In einer Forschungsarbeit,
welche sich mit Aktivitaten verschiedener MCP-1-Analoga beschéftigte, dulerten Weber et al.
die Vermutung, dass MCP-1 durch CD13 gespalten werden kénnte (115). MCP-1 induziert die
Migration von Zellen, die den spezifischen Rezeptor CCR-2 besitzen. Uber eine Blockade des
Rezeptors, seine verminderte Expression oder eine veradnderte Aktivitat von MCP-1 ist die
Zellmigration somit beeinflussbar (114). Da durch Zell-Zell-Kontakte (auch mit
Monozyten/Makrophagen) die lymphozytare Expression von CD13 erhéht wird (52), kdnnte im
Hinblick auf die Peptidase-Wirkung von CD13 eine Minderung der MCP-1-Aktivitat resultieren.
Dieser Regelkreis wiirde bei einer hohen Dichte von Abwehrzellen, die sich in vermehrten Zell-
Zell-Kontakten aulert, deren weitere Chemotaxis und Migration limitieren. In Bezug aufdiesen
Reaktionsweg kdnnte sich die vermehrte Expression von CD13 fiir das Uberleben von Tumor-
patienten nachteilig auswirken, was sich in unseren eingangs erwahnten Grafiken (Abb. 4/17
und 4/18) widerspiegelt. Obwohl CD13 mit seinem Funktionsspektrum Uber unterschiedliche
Mechanismen auf die Prognose eines Tumorpatienten einwirkt, kann die Expression von
CD13 auf TITL mit den vorliegenden Resultaten nicht als signifikanter Prognoseparameter fir

NSCLC-Patienten postuliert werden.
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5.4. Gegenuberstellung von TIL-Phanotypen unterschiedlicher Tumore und Lungenme-

tastasen

Der zweite Teil der Studie widmet sich dem Vergleich der TIL-Expressionsmuster verschiede-
ner Tumore und Metastasen: 125 Bronchialkarzinome, 116 Nierenzelltumore, 21 Magenkarzi-
nome, 20 Lungenmetastasen, 10 Harnblasenkarzinome, 7 (")sophaguskarzinome, 5 Kolon-/

Rektumkarzinome, 5 Hirntumore und 4 Mammakarzinome.

Im Vergleich zu den Lungenkarzinomen dominierten bei den TIL der Nierenzellkarzinome
CD8"-Zellen gegeniiber CD4"-Zellen. Diese Feststellung wird von einigen Autoren bestétigt
(56, 60, 65, 106). Es finden sich jedoch auch gegensatzliche Aussagen (11, 55). Die genann-
ten Studien weisen im Vergleich zu unserer Untersuchung deutlich geringere Fallzahlen auf,
was bei der Beurteilung der Ergebnisse Berucksichtigung finden sollte. In Abhangigkeit vom
Tumorstadium und Grading wurden von Igarashi et al. bei RCC- Patienten veranderte Infiltra-
tionsmuster von CD4"-und CD8"-TIL beobachtet (48). Im Stadium 11l/IV und Grad lII/1V lieR
sich bei den meisten Patienten eine Zunahme der CD8"-T-Zellen, assoziiert mit einer Ab-
nahme CD4"-T-Zellen feststellen, wobei die Prognose dieser Patienten als schlecht beurteilt
wurde (48). Bei Vergleichen zwischen Nierenzellkarzinomen registrierten Nagase et al.
signifikant héhere Anteile CD4"-TIL fiir Tumore mit Differenzierungsgrad | gegeniiber Il und Il|
(65). In Abhéngigkeit vom Grading zeigten auch unsere Daten diese Tendenzen. Fiir CD4"-
TIL lies sich keine Signifikanz nachweisen. Der Anteil der CD8'-TIL in RCC korrelierte
schwach positiv mit dem Tumorgrad. Zwischen Grad | (geringe zellulare Anaplasie) und Grad
Il (schwere zelluldre Anaplasie) waren die Unterschiede signifikant (Abb. 7). Nach Osamu et
al. (72) lasst sich der Umstand, dass mit der Entdifferenzierung eines Nierenzelltumors der
Anteil an CD8"-Zellen unter den TIL ansteigt, mit der zunehmenden Antigenitat der Tumor-
zellen bei steigendem Tumorgrading erklaren. Die erhéhte Zahl CD8'-TIL ist als Reaktion auf
die zunehmende proliferative Potenz der Tumorzellen zu werten. Da sich dadurch aber die
Uberlebenszeit nicht verbessert, sondern sogar negativ korreliert, erweist sich diese Immunre-

aktion im Hinblick auf eine erfolgreiche Tumorabwehr als ineffektiv (72).

Sowohl in unserer aktuellen Studie als auch in zuriickliegenden Untersuchungen liel sich fur
die TIL in Lungenkarzinomen ein hoher Anteil CD4"- und ein niedriger Anteil CD8*-T-Zellen
gegenliber RCC aufzeigen (78). Wir konnten weiterhin nachweisen, dass sich die CD25-
Expression der TITL beider Tumorentitdten signifikant unterscheidet. Die flowzytometrisch
registrierten Daten lagen fiir CD25"-TITL in Lungenkarzinomen (20,8 + 8,4 % der T-Lympho-
zyten) um das 2,5fache hoher als bei RCC (8,4 + 4,4 % der T-Lymphozyten). Eine Subpopu-
lation der CD4*-T-Zellen, welche CD25 koexprimieren, kénnen als Suppressor T-Zellen
agieren und einer Aktivierung der CD4" und CD8" T-Zellen entgegen wirken (40, 93). Dabei
erfolgt die Vermittlung der Suppression durch Kontakte zwischen den T-Zellen und Zytokin-

unabhangig (94). Woo et al. fanden bei NSCLC-Patienten in einem friihen Stadium einen
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hohen Prozentsatz CD4'CD25"-T-Zellen, sowie CD8"-T-Zellen, welche nur in geringem
Umfang CD25 exprimierten (118). Es ware vorstellbar, dass es sich bei den von uns regi-
strierten hohen Anteilen CD4"- und CD25"-TITL in Lungenkarzinomen um die eben be-
schriebenen Suppressor-T-Zellen handelt. Erst eine Dreifachfarbung unter Einbeziehung der

CD25-Marker bei CD4"- und CD8"-TITL wiirde dariiber genauen Aufschluss geben.

Neben den bereits diskutierten Unterschieden ergab sich ein signifikanter Effekt beziglich der
Herkunft des Primartumors in Nierenzell- und Lungenkarzinomen (Tab. 4) fir die Infiltration
des Tumors mit B- und NK-Zellen, HLA-DR*-, CD13"-, CD11b*- und CD57"-TITL. In der
Gruppe der Lungenkarzinome fielen im Vergleich zu den Nierenzellkarzinomen hohe Anteile
von B-Zellen auf. Die Nierenzellkarzinome wurden starker von NK-Zellen, HLA-DR*-, CD13*-,
CD11b*- und CD57*-TITL infiltriert. Bei Gegeniiberstellungen von TIL und PBL in RCC wiesen
TIL eine héhere CD8"- und HLA-DR'- Expression (56,105) auf. Die gefundenen Verteilungs-
charakteristika scheinen auf ein Uberwiegen von TIL bei RCC hinzuweisen, die im Rahmen
einer unspezifischen Entzindung sowie bei Abwehrmechanismen in der Frihphase einer
Immunreaktion auftreten. Makrophagen Gibernehmen mit dem direkten zytotoxischen Angriff
auf korperfremde oder transformierte Zellen ebenfalls eine wichtige Position in der frihen
Abwehrphase. Ihre Funktion wird durch Mediatoren, wie Komplementspaltprodukte (C3b)
sowie durch Th1-Zellen sezernierte Zytokine moduliert und stimuliert. CD11b gilt neben CD18
als Rezeptorbaustein fir die Komplementkomponente C3b. Anastassiou et al. wiesen auf
Zusammenhange zwischen der Expression von Adhasionsmolekilen auf Tumorzellen und
Lymphozyteninfiltraten und der Prognose in RCC hin (2). RCC mit einer hohen oder moder-
aten CD31 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1)-Dichte zeigten eine
starkere Infiltration mit PECAM-1"-Leukozyten und eine héhere Uberlebensrate im Gegensatz
zu Tumoren mit einer geringen PECAM-1-Dichte (2). Fur Adhasionsmolekile wie CD11b oder
CD13 waren solche Korrelationen ebenfalls vorstellbar. CD57"-T-Lymphozyten treten vor
allem in einer spateren Phase viraler Infektionskrankheiten auf (111). Dabei scheinen die
CD57"-T-Lymphozyten suppressiv auf das Immungeschehen zu wirken (9, 112). Diese
Suppressionseffekte wiirden sich bei Tumorpatienten eher nachteilig auf das Uberleben der
betroffenen Patienten auswirken, was sich in unseren Daten zur Uberlebensanalyse von

Lungentumoren auch tatsachlich tendenziell widerspiegelt (Abb. 4/24).
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Im Gegensatz zur Tumorlokalisation in der Lunge oder Niere scheint in unserer Studie deren
histologische Subklassifizierung in Bezug auf den TIL-Ph&notyp weniger relevant zu sein.
Auch die Faktoren Alter und Geschlecht der Patienten mit Nierenzell- und Lungenkarzinomen
blieben bis auf eine Ausnahme fiir CD13"-TITL ohne einen nachweisbaren Effekt. Wir er-
mittelten eine schwach negative Korrelation zwischen CD13"-TITL und dem Patientenalter in
den hellzelligen RCC-Proben (Abb. 6). Als immunrelevante Prognosefaktoren spielen das
Alter und Geschlecht im Gegensatz zu Grading und TNM-Klassifikation eher eine unterge-
ordnete Rolle. Dafiir sprechen auch die Untersuchungen von Fujisawa et al. mit PBL von 42
NSCLC-Patienten. Fur die Faktoren Alter, Geschlecht und Histologietyp wurde kein signifikan-

ter Zusammenhang mit dem Uberleben der Patienten gefunden (38).

In unserer Gegenulberstellung der Lungenmetastasen von unterschiedlichen Primartumoren
fallt auf, dass auch die TIL in Metastasen einen dem Primartumor ahnlichen Phanotyp auf-
weisen. So konnten zwischen den ermittelten Daten fir Mammakarzinome und Lungenme-
tastasen mit bekanntem primaren Mammakarzinom keine signifikanten Unterschiede gefun-
den werden (Tab. 8 und Abb. 13a - 13h S. 66). Besonders deutlich wird diese Ahnlichkeit auch
bei der Expression von CD13*-TIL in den Lungenmetastasen der Nierenzellkarzinome, die
weit Gber den Werten der anderen drei Metastasengruppen liegt (Tab. 7 und Abb. 12a - 12f S.
64). Die untersuchte Gruppe der Nierenzellkarzinome zeichnete sich im Vergleich zu den
anderen Tumorentitdten ebenfalls durch einen deutlich héheren Anteil an CD13*-T-Zellen aus
(Tab. 9 S. 39 und Abb. 14i S. 70). Diese Differenzen registrierten auch Ritz et al. (82). Ob
andere Organmetastasen eines primaren Nierenzellkarzinoms ein ahnliches phanotypisches
Bild wie die hier beschriebenen Lungenmetastasen zeigen, missen weitere Vergleiche
aufdecken. Auf der Suche nach einem unbekannten Primartumor kénnten charakteristische
Infiltrationsmuster im Gewebe einer Metastase einen Hinweis geben. Weiterfiihrende Studien
in dieser Richtung werden wertvolle Impulse fir die Tumordiagnostik nach erfolgter Metasta-

senentfernung liefern.

Besondere Erwahnung sollten die Ergebnisse zur Gruppe der Hirntumore (Tab. 9 S. 39 und
Abb. 14a - 14i S. 69) finden. Das Gehirn zahlt neben den Hoden zu den Bereichen des
Koérpers, die durch spezifische Barrieren das Eindringen von Lymphozyten behindern. Dies
erklart zum Teil, weshalb in Hirntumoren die Lymphozytenausbeute eher gering ist. W eiterhin
bedingt das Vorhandensein der Blut-Hirn-Schranke das im Vergleich zu den anderen Tumor-
proben deutlich abweichende phanotypische Bild der Hirntumor-TIL. In Hirntumoren fanden
wir nur wenige CD13"-TIL, wohingegen die Anteile fir CD57, CD11b und CD56 und/oder
CD16 im Vergleich zu den anderen fiinf Tumorgruppen (Lunge, Magen, Osophagus, Ko-
lon/Rektum und Blase) doppelt so hoch, im Vergleich zu den Nierenzelltumoren um etwa ein
Drittel héher lagen (Tab. 9). Es liegt die Vermutung nahe, dass nur bestimmte Lymphozyten-
populationen die Blut-Hirn-Schranke passieren und bis zum Tumor gelangen. Unsere Messun-

gen sollten zur genaueren Charakterisierung des Phanotyps dieser TIL beitragen und Unter-
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schiede zu anderen Tumorentitaten feststellen. Im Vergleich zu den in Tabelle 8 aufgefiihrten
Tumoren fallt die Gruppe der Hirntumore mit einem deutlich geringeren Anteil B-Zellen (3,4
2,8 % der Lymphozyten) und einem hohen Anteil von NK-Zellen (29,8 £ 14,2 % der Lympho-
zyten) auf. Ein CD4/CD8 Verhaltnis von 0,4 + 0,2 ergibt sich aus einem sehr kleinen Anteil
CD4"-TIL gegeniiber CD8"-TIL. Unsere Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen
anderer Autoren, die CD4"-und CD8"-TIL in Medulloblastomen/primitiven neuroektodermalen
Tumoren und Astrozytomen immunphanotypisierten (18, 76). In einer Publikation zu TIL in
malignen Gliomen wurde gegensatzlich zu unseren Untersuchungen ein CD4/CD8 Verhaltnis
von etwa 1:1 registriert (62). Ob Unterschiede zwischen Hirntumoren existieren, die histolo-
gisch von den Gliazellen (z. B. Astrozytome), den Hirnhauten (z. B. Meningiome) oder ande-

ren Hirnstrukturen abgeleitet werden, miissen weitere vergleichende Studien aufzeigen.

CD57, CD56 und CD16 gelten beim Menschen als prototypische NK-Zell-Marker, werden aber
teilweise auch von CD8"-T-Zellen exprimiert. Die Expansion von Zellen mit diesen Charakter-
istika tritt nicht nur bei élteren Patienten sondern auch bei chronischer Aktivierung des Immun-
systems, sowie viralen Infektionen, rheumatischen und autoimmunen Erkrankungen und
Tumoren auf (102). Bei TIL in humanen Gliomen wurde im Vergleich zu PBL eine deutlich
hohere CD56-Expression registriert (84). Zudem lief3 sich in den TIL-Populationen eine
gesteigerte IL-4-Expression nachweisen. Fir IFN-y fand sich gegeniiber den Normalwerten
von gesunden PBL kein erhdhter Wert. Die Autoren schlussfolgern daraus, dass im Tumor
eine Typ-2-Reaktion dominiert (84). Dies ware womaoglich neben anderen Ursachen, wie der
Sekretion immunsuppressiver Substanzen durch die Tumorzellen (117) oder die Behinderung
der Diapedese durch die Blut-Hirn-Schranke, ein weiterer Grund fir die Ineffektivitdt von
Immunreaktionen gegen Gliome. Bei T-Zellen mit NK-Zell-Markern (CD56, CD16) kdnnte es
sich auch um groRe granulare Lymphozyten (large granulary lymphocytes, LGL) handeln.
Weshalb diese Zellpopulation in Hirntumoren in besonders groRem Umfang zu finden war,
bleibt unklar. Das Auftreten CD57 -Lymphozyten ist haufig mit Erkrankungen assoziiert, die
Ausdruck oder Folge eines Immundefizits sind (HIV-Infektion, Transplantatempfanger). So
dokumentierten Wang et al. einen signifikant hohen Anteil an CD8*CD57"-T-Lymphozyten bei
CMV-Infektionen im Vergleich zu Gesunden (111). Es wurde die Vermutung geduliert, dass
CMYV einen persistierenden Aktivierungszustand der T-Zellen bedingt und dass diese T-Zell-
Untergruppe eine wichtige immunmodulatorische, suppressive Rolle spielt (9, 112). In diesem
Zusammenhang kann auch das Auftreten bei chronisch entziindlichen Erkrankungen ver-
standen werden, wenn die suppressive Wirkung der CD57'-Lymphozyten eine Herabre-
gulation der Immunfunktion bewirkt, die im Rahmen der Entziindungsmodulation durchaus
einen Vorteil fir den betroffenen Patienten darstellt. Eine ahnliche Rolle kénnte der CD57"-
TIL-Phé&notyp in Hirntumoren tGbernehmen, auch wenn durch das Vorhandensein der Blut-
Hirn-Schranke die Tumorimmunologie des Gehirns von der in anderen Organen abweicht. Bei
chronischen Erkrankungen mit entsprechend prolongierten Aktivierungszustanden des

Immunsystems verbessert die Suppression immunologischer Prozesse durch die Begrenzung
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der destruktiven Entziindungsvorgange die Situation des Patienten. Ist ein Tumor an einem
solchen persistierenden Aktivierungszustand urséachlich beteiligt, kann sich der gleiche

Regulationsmechanismus allerdings zum Nachteil des Patienten auswirken.

5.5.  Zusammenfassende Bewertung

Wir untersuchten den Phanotyp von TIL und versuchten, unter Verwendung eines breiten
Spektrums mAk und der flowzytometrischen Messmethodik, eine Momentaufnahme des
Infiltrationsmusters abzubilden und daraus mégliche Schlussfolgerungen fiir das Uberleben
von Lungentumorpatienten zu ziehen. Bei der Interpretation der groBen Datenmenge wurden
klinische und histologische Fakten bericksichtigt, wobei wir an vorangegangene Studien
unseres Institutes anknipften. Trotzdem traten signifikante Effekte mit prognostischer Rele-
vanz nur selten deutlich hervor. Die Untersuchung zeigt, dass das Schicksal des Patienten
nicht von der Prasenz einzelner Lymphozytenpopulationen abhangt, sondern wohl von ihrem
moglichst effektiven Zusammenspiel. Die Klarung einer gegenseitigen Einflussnahme der
Lymphozytenpopulationen steht trotz der Fulle bisher gewonnener Erkenntnisse noch am

Anfang.

Dank des besonders umfangreichen Spektrums an lymphozytaren Oberflachenmolekilen in
unserer Studie konnten wir fir drei TIL-Oberflachenmarker einen signifikanten Zusammen-
hang mit der Prognose von NSCLC-Patienten ableiten. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin,
dass sich ein hoher Anteil CD54*-T-Zellen und moderate Anteile CD54"-, CD11b*-und CD26"-
T-Zellen auf TIL gegeniiber geringen Anteilen als giinstiger fiir das Uberleben der Patienten
erweisen. Gelingt es in weiteren Studien, Ursachen fur diese Tendenzen zu eruieren, so bietet
sich die Chance, nicht nur die Prognose einzuschéatzen, sondern durch die Wahl eines
geeigneten, immunologischen Therapieverfahrens das Uberleben fiir den Patienten zu

verbessern.

Den hohen Forschungsbedarf im Bereich der grundlegenden tumorbiologischen und immuno-
logischen Prozesse offenbaren bestimmte Ergebnisse unserer Arbeit. Es zeigte sich, dass
sich weder hohe Anteile einer bestimmten TIL-Population (CD11b und CD26) noch besonders
geringe Anteile (CD11b, CD26 und CD54) positiv auf das Uberleben der NSCLC-Patienten
wirkten. Dies weist auf eine duRerst komplexe Interaktion der an der Tumorabwehr beteiligten
Zellen hin. Je vielschichtiger sich die Wechselwirkungen darstellen, desto wichtiger ist die
GroRe der untersuchten Patientenkollektive, um aussagekraftige und verallgemeinerungs-
fahige Resultate zu erhalten. Weiterhin ist die Vergleichbarkeit der Forschungsergebnisse
durch einen abweichenden methodischen Aufbau der verschiedenen Studien eingeschrankt.
Da Informationen zum Lymphozytenvorkommen in Geweben von Gesunden nicht verfugbar
sind, fehlen Vergleichsparameter als Referenz fir die in den Tumoren nachgewiesenen

Lymphozytenpopulationen. Vergleiche zwischen TIL- und PBL-Mustern bieten dafur keine
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ausreichende Grundlage. Zuverlassige Prognosemarker stellen die Basis fur eine patientenge-
rechte Therapieentscheidung dar. Bestatigt sich auch in anderen Untersuchungen die Rele-
vanz spezieller Membranmolekiile auf TIL fir die Abschatzung der Prognose, muss in weiterer
Forschungsarbeit ein schnelleres und 6konomisches Verfahren zur breiten Anwendung
entwickelt werden, welches fur die Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen eine
sichere Beurteilung der Prognose gestattet. Die inzwischen etablierte Methode der Flowzyto-
metrie wird kunftig in der Routinediagnostik von Tumorerkrankungen an Bedeutung gewinnen.
Dabei sollten auch im Zusammenhang phanotypischer Analysen von TIL Drei- und Mehrfach-
farbungen zum Einsatz kommen, um eine eindeutige Zellidentifizierung zu gewahrleisten.
Informationen zum Auftreten bestimmter TIL-Populationen mit entsprechenden differenzierten
funktionellen Eigenschaften werden im Rahmen der immunologischen Grundlagenforschung

der Gewinnung neuer Erkenntnisse nicht nur auf dem Gebiet der Tumorimmunologie dienen.

57



6. Tabellen und grafische Darstellungen

Abb. 10a - 10c: Grafische Darstellung der in Tabelle 5 (S. 33) ausgewiesenen Ergebnisse fir
Subtypen des Bronchialkarzinoms als Boxplots (PE= Plattenepithelkarzinom, AD= Aden-
okarzinom, KL= kleinzelliges Karzinom, GR= grofRzelliges Karzinom, ADSQU= adenosquamo-

ses Karzinom)
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Abb. 10d - 10i: Grafische Darstellung der in Tabelle 5 (S. 33) ausgewiesenen Ergebnisse fir

Subtypen des Lungenkarzinoms als Boxplots (PE = Plattenepithelkarzinom, AD= Adenokarzi-

nom, KL= kleinzelliges Karzinom, GR= groRzelliges Karzinom, ADSQU= adenosquamdses

Karzinom)
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Abb. 11a - 11d: Grafische Darstellung der in Tabelle 6 (S. 36) ausgewiesenen Ergebnisse fiir

hellzellige, chromophile und gemischtzellige Subtypen des Nierenzellkarzinoms als Boxplots
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Abb. 11e - 11i: Grafische Darstellung der in Tabelle 6 (S. 36) ausgewiesenen Ergebnisse fir

Subtypen des Nierenzellkarzinoms als Boxplots
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Abb. 12a - 12f: Grafische Darstellung der in Tabelle 7 ausgewiesenen Ergebnisse fur Lungen-

metastasen mit bekannter Primartumorlokalisation als Boxplots (Mamma = Mammakarzinom,

Niere = Nierenzellkarzinom, MM = Malignes Melanom, MDT = Karzinom im Bereich des

Magen-Darm-Traktes)
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Abb. 12g - 12j: Grafische Darstellung der in Tabelle 7 ausgewiesenen Ergebnisse fur Lungen-
metastasen mit bekannter Primartumorlokalisation als Boxplots (Mamma = Mammakarzinom,
Niere = Nierenzellkarzinom, MM = Malignes Melanom, MDT = Karzinom im Bereich des

Magen-Darm-Traktes)
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Abb. 13a - 13d: Grafische Darstellung derin Tabelle 8 ausgewiesenen Ergebnisse fir Mam-

makarzinome und Lungenmetastasen mit bekanntem primaren Mammakarzinom als Boxplots
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Abb. 13e - 13h: Grafische Darstellung der in Tabelle 8 ausgewiesenen Ergebnisse flr

Mammakarzinome und Lungenmetastasen mit bekanntem primaren Mammakarzinom als

Boxplots
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Abb. 14a - 14d: Grafische Darstellung der in Tabelle 9 (S. 39) ausgewiesenen Ergebnisse fiir

TIL in verschiedenen Primartumoren
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Abb. 14e - 14h: Grafische Darstellung der in Tabelle 9 (S. 39) ausgewiesenen Ergebnisse fiir

TIL in verschiedenen Primartumoren
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Abb. 14i -141: Grafische Darstellung der in Tabelle 9 (S. 39) ausgewiesenen Ergebnisse fir

TIL in verschiedenen Primartumoren
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Thesen

Das Immunsystem spielt bei der Tumorentstehung ein bedeutende Rolle. Wichtige am
Immun- und Abwehrgeschehen beteiligte Zellpopulationen stellen die Lymphozyten dar.
Sie werden als sog. tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) in verschiedenen Tumoren
nachgewiesen. Informationen zum Immunstatus innerhalb des Tumors lassen Rick-
schliisse auf bestimmte Tumorcharakteristika zu und tragen zu einer Optimierung der

Tumortherapie und besseren Erfolgskontrolle bei.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie besteht die Mdglichkeit, Zellen, wie z. B. TIL genauer
zu charakterisieren und aus diesem Wissen auf deren Funktion oder Fehlfunktionen bei

der Tumorabwehr zu schlieBen.

Die Phanotypisierung der TIL gleicht einer Momentaufnahme des Immungeschehens
zum Zeitpunkt der Tumorentnahme. Sie gestattet Aussagen Uber die Immunkompetenz

der Tumorpatienten.

Es gibteinen Zusammenhang zwischen dem vorgefundenen phanotypischen Muster der
TIL bzw. der Haufigkeit der auf den Lymphozyten registrierten Oberflachenmolekile und

der Uberlebenszeit von Patienten mit nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen.

Die flowzytometrische Bestimmung der Oberflaichenmarker CD11b, CD26, CD54 und
CD13 auf tumorinfilirierenden T-Lymphozyten (TITL) von Lungentumorpatienten eignen

sich als Prognosemarker.

Die Effektivitdt der lymphozytenvermittelten Tumorabwehr hangt nicht proportional von
der Quantitat der Lymphozytensubpopulationen ab. Fir die addquate Funktion der TIL ist
eine starke Expression einzelner Adhasions- und Aktivierungsmarker auf den Zellen

nicht von ausschlaggebender Bedeutung, sondern deren effektivste Kombination.

Die Ergebnisse der flowzytometrischen Analyse werden durch die Zugabe des Enzyms
Kollagenase bei der Aufbereitung von Tumorproben aus Nierenzellkarzinomen beein-

flusst.
Fur das phanotypische Profil der TIL in Lungen- und Nierenzellkarzinomen spielt die

Tumorentitdtim Gegensatz zu weiteren Faktoren wie Alter, Geschlecht und histologische

Subklassifizierung die dominante Rolle.
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11.

12.

13.

In nicht chromophoben Nierenzellkarzinomen besteht eine negative Korrelation zwischen
dem Alter der Patienten und den registrierbaren Werten fir das Adhasionsmolekil CD13

auf den TITL.

In hellzelligen Nierenzellkarzinomen existiert ein Zusammenhang zwischen der CD8"-

Expression auf TIL und dem Differenzierungsgrad des Tumors.

Mammatumore und Lungenmetastasen mit bekanntem primaren Mammakarzinom

gleichen sich hinsichtlich ihres TIL-Phanotyps.

Verschiedene Tumorentitaten lassen sich anhand charakteristischer phanotypischer

Merkmale ihrer TIL unterscheiden.

Der TIL-Phanotyp von Hirntumoren weicht aufgrund der Blut-Hirn-Schranke deutlich von

anderen Tumorentitaten ab.

81



	Referat
	Abstract
	Inhaltsverzeichnis
	1. Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen
	2. Einleitung und Problembehandlung
	2.1. Tumorerkrankung und Immunkompetenz
	2.1.1. Lymphozytenvermittelte Tumorabwehr
	2.1.2. Funktionsassoziation der Oberflächenmoleküle auf Lymphozyten

	2.2. Therapie und Prognose des Lungenkarzinoms

	3. Material und Methoden
	3.1. Patientenrekrutierung
	3.2. Gewinnung und Präparation der TIL
	3.3. Durchflusszytometrie
	3.4. Statistische Analysen
	3.4.1. Überlebensstatistik
	3.4.2. Weitere vergleichende Analysemodelle
	3.4.3. Grafische Darstellung der Ergebnisse als Boxplots


	4. Ergebnisse
	4.1. Überlebensanalyse bei Lungenkarzinomen
	4.2. Vergleichende Aufbereitung von Tumorproben mit und ohne Kollagenase
	4.3. Vergleiche des T-Zellphänotyps verschiedener Tumore
	4.3.1. Primäre Lungen- und Nierenzellkarzinome
	4.3.2. Sonstige Primärtumore und Lungenmetastasen


	5. Diskussion
	5.1. Epidemiologie der häufigsten Tumorerkrankungen
	5.2. Genese und Immunologie der Tumoren
	5.3. Prognostische Relevanz von Lymphozyteninfiltraten in Tumoren
	5.3.1. Lymphozyteninfiltrate und Prognose von Lungentumorpatienten
	5.3.2. T-Zellphänotyp und Prognose von Lungentumorpatienten

	5.4. Gegenüberstellung von TIL-Phänotypen unterschiedlicher Tumore und Lungenmetastasen
	5.5. Zusammenfassende Bewertung

	6. Tabellen und grafische Darstellungen
	7. Literaturverzeichnis
	8. Thesen

