Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik |
der Universitat Wirzburg

Direktor: Professor Dr. med. G. Ertl

Regulatorische T-Zellen und Glukokortikoide

bei Gesunden und bei Nebennierenkarzinompatienten

Inaugural — Dissertation

zur Erlangung der Doktorwirde der
Medizinischen Fakultat
der

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von

Thomas Dexneit

aus Wirzburg

Wirzburg, November 2014



Referent: Prof. Dr. med. M. Fal3nacht-Capeller

Koreferent: Prof. Dr. med. M. Lutz

Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der mundlichen Prifung:

21.07.2015

Der Promovend ist Arzt



Meinen Eltern und

meinen lieben GrolReltern



Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Das menschliche Immunsystem und Tumore
1.1.1 B-Lymphozyten und Tumore
1.1.2 T-Lymphozyten und Tumore
1.1.2.1 CD3 und CD8 positive Zellen und Tumore
1.1.2.2 CD3 und CD4 positive Zellen und Tumore
1.1.2.2.1 Regulatorische T-Zellen und Tumore
1.1.3 Dendritische Zellen und Tumore
1.2 Glukokortikoide - deren physiologische und immunmodulatorische
Wirkungen
1.3 Die Nebenniere — Ort der endogenen Steroidsynthese
1.4 Nebennierenrindentumore
1.4.1 Nebennierenrindenadenome
1.4.2 Das Nebennierenrindenkarzinom
1.4.2.1 Klinisches Bild und Prognose
1.4.2.2 Pathogenese des Nebennierenrindenkarzinoms
1.4.2.3 Therapieoptionen des Nebennierenrindenkarzinoms

2 Fragestellungen der Arbeit

3 Material und Methoden
3.1 Untersuchung des peripheren Blutes auf regulatorische T-Zellen bei
Patienten mit Nebennierenkarzinomen
3.2 Methodik
3.2.1 Gewinnung von Leukozyten
3.2.2 Ermittlung der Zellzahl
3.2.3 Oberflachenfarbung
3.2.4 Intrazellulare Farbung
3.2.5 Durchflusszytometrie
3.2.6 Ermittlung der Absolutzahlen der Zellen
3.3 Immunhistologische Methoden
3.3.1 Herstellung der Paraffinschnitte
3.3.2 Féarbung der Paraffinschnitte mit Antikorpern
3.3.3 Messung und Auswertung der immunhistochemischen
Farbungen
3.4 Die Wirkung von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen bei
Mausen
3.4.1 Mauslinien und Versuchsaufbau
3.4.2 Gewinnung von Lymphozyten
3.4.3 Féarbung der Zellen
3.4.4 Durchflusszytometrie

©~NUhWERPR

10
12

13
15
15
16
16
18
19

21

23
23

23
23
24
25
25
27
27
28
28
28
30

30

30
31
32
32



3.5 Untersuchung des peripheren Blutes auf regulatorische T-Zellen
immunologisch gesunder Patienten unter Glukokortikoidstol3therapie
3.6 Statistik

4 Ergebnisse
4.1 Regulatorische T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit
Nebennierenkarzinom
4.2 Assoziation zwischen peripheren Regulatorischen T-Zellen und der
Prognose beim Nebennierenkarzinom
4.3 Tumor-Immuninfiltrate beim Nebennierenkarzinom
4.4 Korrelation der Immuninfiltrate mit dem Gesamtiberleben
4.4.1 Korrelation des T-Zell-Immuninfiltrats mit dem
Gesamtuberleben
4.4.2 Korrelation des Immuninfiltrats durch dendritische Zellen mit
dem Gesamtiberleben
4.5 Korrelationen der Immuninfiltrate mit dem Rezidiv-freien Uberleben
4.5.1 Korrelation des T-Zell-lImmuninfiltrats mit dem Rezidiv-freien
Uberleben
4.5.2 Korrelation des Immuninfiltrats durch dendritische Zellen mit
dem Rezidiv-freien Uberleben
4.6 Einfluss von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen in vivo
4.6.1 Einfluss von Glukokortikoiden auf Immunzellen im Mausmodell
4.6.1.1 Ergebnisse der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen
4.6.1.2 Ergebnisse der regulatorischen T-Zellen in der Milz
4.6.2 Einfluss von Glukokortikoiden auf die peripheren Immunzellen
vermeintlich immunologisch gesunder Patienten mit Horsturz
4.6.2.1 Vergleich der absoluten Leukozytenzahlen
4.6.2.2 Vergleich der relativen Leukozytensubpopulationen
4.6.2.3 Untersuchung der Nebennierenfunktion nach 14 Tagen
Steroidtherapie

5 Diskussion

5.1 Nebennierenkarzinompatienten mit einer hohen Anzahl zirkulierender
Treg haben ein kiirzeres Gesamtiiberleben, der Kortisolexzess hat
jedoch keinen Einfluss auf die Frequenz der Treg

5.2 Die haufigsten Nebennierenkarzinom-infiltrierenden Immunzellen sind
zytotoxische T-Zellen

5.3 Das Immuninfiltrat beeinflusst das Gesamttberleben von
Nebennierentumorpatienten nicht

5.4 Das Immuninfiltrat beeinflusst das Rezidiv-freie Uberleben von
Nebennierenkarzinompatienten nicht

5.5 Glukokortikoide fihren im Menschen und im Mausmodell weder zu
einem Anstieg der Subpopulation regulatorischer T-Zellen noch
beeinflussen sie die deren Funktion

32

34

35
35

35

38

45
45

50
51

52
52
53

56
59
60

61

61

64

67

69

70



5.6 Eine 14-tagige Glukokortikoidstof3therapie fuhrt zur laborchemischen
Nebennierensuppression
5.7 Diskussion limitierender Faktoren

6 Zusammenfassung

7 Literaturverzeichnis

8 Abbildungsverzeichnis

9 Tabellenverzeichnis
Danksagung
Lebenslauf

75

78

91

93



Abklrzungen

ACC Nebennierenkarzinom (Adrenocortical carcinoma)

AITR activation-inducible tumor necrosis factor receptor

APC Antigen-asentierende Zellen

CC Chemokine der Familie CC

CCL Chemokine der Familie CC

CD Cluster of differentiation, membrangebundene Glykoproteinkomplexe
CD3 Signalkomponente des T-Zell-Rezeptor-Komplex

CD4 Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors

CD8 Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors

CD19 B-Zell-Rezeptor

CD25 alpha-Kette des IL-2-Rezeptors

CD40 stimulierendes Protein, welches in Interaktion mit seinem Liganden bei

B-Zellen einen Isotypenwechsel der Antikdrper bewirkt

CD40L Ligand zu CD40; exprimiert auf aktivierten CD4-positiven T-Zellen, auch
CD 154 genannt

CD45 Tyrosinphosphatase, Vorkommen unter anderem auf allen Leukozyten;
auch B220
CD 80 Expression auf B-Zellen und Monozyten, fuhrt zusammen mit CD86 zu

T-Zell-Aktivierung und -Uberleben, Interaktion mit CD 28 und CTLA-4

CD 86 Expression auf Antigen-prasentierenden Zellen, fuhrt zusammen mit CD
80 zu T-Zell-Aktivierung und -Uberleben, Interaktion mit CD 28 und
CTLA-4

CD127 alpha-Kette des IL-7-Rezeptors

CS Cushing Syndrom



CTL cytotoxic T-lymphocytes

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CXCL Chemokine der Familie CXCL

FoxP3 Forkhead Box P3

GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor

GR-1 Granulocyte differentiation antigene-1
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1
IFN-y Interferon- y

Ig Immunglobulin

IL-2 Interleukin 2

IL-3 Interleukin 3

IL-4 Interleukin 4

IL-5 Interleukin 5

IL-6 Interleukin 6

IL-7 Interleukin 7

IL-9 Interleukin 9

IL-10 Interleukin 10

IL-13 Interleukin 13

MHC Major Histocompatibility Complex (Haupthistokompatibilitatskomplex),
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
TCR T-Zell-Rezeptor (T-cell receptor)
TCRap T-cell receptor-af3

TGF-B tissue growth factor-3
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1 Einleitung

1.1 Das menschliche Immunsystem und Tumore

Das menschliche Immunsystem besteht aus einem komplexen System von
zelluldren und humoralen Anteilen. Dieses hat nicht nur die Abwehr von
Krankheitserregern zur Aufgabe, sondern auch die Erkennung und Eliminierung
fremder und transformierter Zellen. Die Zahl der immunologisch bedeutsamen
Zellen wird auf 2x10'? geschatzt, was bei einer Gesamtzellzahl eines
menschlichen Organismus von 100 Billionen Zellen immerhin 2% betragt [1].

Das Immunsystem wird in die unspezifische und die spezifische Immunantwort
eingeteilt [2].

Die unspezifische oder auch angeborene Immunantwort zeichnet sich dadurch
aus, dass sie ohne Verzdgerung und mit einem breiten Spektrum zur Verfiigung
steht. Eine Resistenz wird durch eine Reinfektion nicht gesteigert, das heil3t, die
unspezifische Immunantwort ,lernt nicht hinzu“. Die angeborene Immunantwort
gliedert sich in einen zellularen Teil bestehend aus polymorphkernigen
Granulozyten, naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und Phagozyten, und in einen
humoralen Teil, dem Komplementsystem [1; 2; 3].

Die spezifische oder erworbene Immunantwort richtet sich hingegen auf einen
auslosenden Mikroorganismus und kann durch eine Reinfektion mit demselben
Mikroorganismus gesteigert werden, sie besitzt also ein Gedachtnis. Nachteil
ist, dass die Immunantwort erst nach einer Latenz von ca. 3 Tagen beginnt.
Zellulare Anteile der spezifischen Immunantwort sind Lymphozyten: B- und T-
Lymphozyten, nach Konvention auch B- und T-Zellen genannt. Der humorale
Anteil der Immunantwort besteht aus Antikérpern [1; 2; 3].

Bereits Ende der 50er Jahre wurde eine Kontrolle von Tumoren durch das
Immunsystem beschrieben. Wahrend der Entwicklung des Immunsystems wird
sichergestellt, dass es korpereigene Strukturen erkennt und diese nicht angreift
(Selbsttoleranz). Die Theorie damals war, dass entartete Zellen bereits so
korperfremd sind, dass das Immunsystem dies erkennt und die malignen Zellen
attackiert [4]. Heute geht man von einem 3-Phasen-Modell der Kontrolle des

Immunsystems lber maligne transformierte Zellen aus. In der Phase 1, der



Eliminierungsphase, hat das Immunsystem ein Ubergewicht, das heit dass
transformierte Zellen durch das Immunsystem zerstort werden. Bei der 2.,
sogenannten Gleichgewichtsphase, werden transformierte Zellen nicht
vollstdndig eliminiert, oder transformierte Zellen durch das Immunsystem
ungewollt selektiert, da sie durch Mutationen dem Immunsystem entgehen (sog.
Immune-Editing). In der 3. Phase kommt es zu einem Immune-Escape, in der
transformierte Zellen sich entweder durch Sekretion immunsuppressiver
Zytokine vor Angriffen des Immunsystems schiitzen (sog. immunregulatorische
Phanomene), oder ihren Phanotyp durch Mutationen so verandert haben, dass
sie durch das Immunsystem nicht mehr erkannt werden. In der Folge wird der
Tumor durch weiteres Wachstum klinisch apparent. Diese Phasen mussen nicht
nacheinander durchlaufen werden, es ist sogar moglich, dass Phasen
Ubersprungen werden [5; 6; 7]. Tumorzellen werden vor allem durch Zellen des
erworbenen Immunsystems, hier vor allem durch T-Zellen, eliminiert [8]. Indirekt
kann man diesen Effekt teilweise bei Patienten, welche an einer angeborenen
oder erworbenen Immunsuppression leiden, beobachten. So erkranken im
Vergleich zur Normalbevolkerung Patienten mit einem angeborenen
Immundefekt, wie dem Wiskott-Aldrich-Syndrom, haufiger an malignen
Lymphomen [1]. HIV positive Patienten erkranken so viel haufiger an mit dem
humanen Herpesvirus 8-assoziierten Kaposi-Sarkomen, dass diese sogar als
AIDS-definierend gelten. Die meisten spontanen Tumore haben bei Patienten
mit einer Immunsuppression kein hoheres Auftreten. Dies legt nahe, dass
virusassoziierte Tumore durch das Immunsystem als korperfremd, spontan
aufgetretene Tumore hingegen vom Immunsystem als ,noch“ koérpereigen
angesehen werden [1]. Bei Patienten, die aufgrund von Transplantationen oder
Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis, immunsuppressiv therapiert
werden, fallt das Uberdurchschnittlich haufige Auftreten von Malignomen (hier
vor allem Lymphome) auf [9]. Die Arbeitsgruppe von MacKie et al. berichtete
2003 UuUber ein Wiederaufflammen eines Malignen Melanoms bei zwei
immunsuppressiv therapierten Organempfangern, denen jeweils eine Niere
eines Patienten, der 16 Jahre zuvor an einem Malignen Melanom erkrankt war,

transplantiert worden war [10]. Schlief3lich gibt es noch eine Reihe Klinischer



Studien, welche verschiedene Tumore auf Infiltration des Tumorgewebes durch
Immunzellen untersucht und mit dem Uberleben der Patienten korreliert haben.
Teilweise korreliert die Infiltration des Tumorgewebes mit einer besseren
Uberlebensrate, wie zum Beispiel bei Ovarialkarzinomen [11], kolorektalen
Karzinomen [12; 13] oder beim Malignen Melanom [14]. Einige Studien lassen
auch darauf schlief3en, dass nicht die Menge, sondern die Art der infiltrierenden

Zelle ausschlaggebend fur die Prognose ist [15].

1.1.1 B-Lymphozyten und Tumore

B-Zellen entwickeln sich aus undifferenzierten lymphatischen Progenitorzellen
im Knochenmark [16]. Dort findet unter Einwirkung eines speziellen
Mikromilieus der Stromazellen die Entwicklung tUber Pro-B- und Pra-B-, zur
unreifen B-Zelle und schlief3lich zur reifen B-Zelle statt [17; 18]. Wahrend dieser
Stadien kommt es zu Genumlagerungen, Transkriptionen und Translationen der
Immunglobulin-Gene. Die somatische Genumlagerung des B-Zell-Rezeptors
erfolgt Uber mehrere Schritte, bis zum fertigen Antigenrezeptor: einem
membranverankerten Immunglobulin, welches die gleichen Antigen-bindenden
Eigenschaften hat, wie der I6sliche Antikorper der differenzierten B-Zellen. Das
Oberflachenmolekil CD (Cluster of Differentiation) 19 charakterisiert alle B-
Zellen (CD19=B-Zell-Rezeptor). Die B-Zellen zirkulieren kurze Zeit im
peripheren Blut und lassen sich dann in einem sekundar lymphatischen Organ
nieder, wo sie den B-Zell-Pool bilden [19]. Im Laufe der B-Zell-Entwicklung
reifen unterschiedliche B-Zell-Linien heran, welche sich durch die Klasse des
gebildeten  Antikdrpers (Immunglobulin)  unterscheiden und sich zu
Plasmazellen differenzieren kdnnen, um hochspezifische Antikdrper zu
synthetisieren und auszuschitten: Immunglobulin (Ig) M (vor allem zur
Agglutination), IgA (Sekretion nahe Epithelien), IgE (Opsonisierung von
Mikroorganismen) und 1gG (grof3ter Anteil, Opsonisierung von pathogenen
Keimen und Neutralisation von Toxinen) [1; 2; 3]. Eine Plasmazelle produziert
somit hochspezifische Antikorper, welche korperfremde Zieltargets erkennen
und fur das weitere Immunsystem sichtbar machen. Diese Zielmolekiile kénnen

gegen Mikroorganismen, aber auch gegen Tumore gerichtet sein. In der



heutigen Medizin sind in vitro hergestellte Antikbrper ein essentieller Bestandteil
moderner Krebstherapien. Des Weiteren spielen B-Zellen bei der T-Zell-
Aktivierung und Differenzierung eine entscheidende Rolle und kénnen somit in
vivo die T-Zell-immunantwort gegen Tumore entscheidend beeinflussen [20].
Yu et al. zeigte ein besseres Uberleben von Patienten mit Magenkarzinomen,
bei denen eine erhdéhte Anzahl von zirkulierenden B-Zellen im Blut vorhanden
war [21].

1.1.2 T-Lymphozyten und Tumore

T-Zellen entstehen aus pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen, welche
Uber Blutgefal3e in den retrosternal gelegenen Thymus einwandern. Im Thymus
erfolgt in enger Interaktion mit den Stromazellen des Thymus die
Differenzierung der Stammzellen Uber verschiedene Reifungsstadien der T-
Zellen. Sie entwickeln sich Uber die Stadien der Doppel-Negativ und Doppel-
Positiv-Zellen zu reifen T-Zellen [2; 22]. Wéahrend der Entwicklung der T-Zellen
werden diese mehrfach auf die Funktionalitdt und auch auf das Erkennen von
Fremd- und Eigenantigenen hin gepruft und entsprechend selektiert [1; 22].
Dies ist essentiell fur die Erhaltung der Selbst-Toleranz. Die T-Zell-Reifung ist
mit der Fertigstellung des T-Zell-Rezeptors und der Freisetzung der T-Zellen
aus dem Thymus abgeschlossen [2]. Das Oberflachenmolekil CD3 entspricht
einem Teil des T-Zell-Rezeptors und charakterisiert alle T-Zellen [1].

In der Entwicklung wird dabei auch analog den B-Zellen die Differenzierung
festgelegt. Die T-Zell Population besteht aus af-Zellen, welche entweder die
Oberflachenantigene CD4 oder CD8 tragen, oder yd-Zellen, welche nur den T-
Zell-Rezeptor tragen. Die Funktion der einzelnen Zellen und somit auch die
Aufgabe im Immunsystem ergibt sich aus den Co-Rezeptoren. So bindet die a3-
Doméane an MHC-1-Molekule [23], die B2-Domane hingegen an MHC-2-
Molekdle [24].

Im Kontext mit Neoplasien besteht eine Aufgabe von T-Zellen darin,
Tumorzellen zu eliminieren. Dies wurde bei immunkompetenten und
immuninkompetenten Mausen, die UV-Licht ausgesetzt wurden, gezeigt. Durch

Schadigung der DNA durch ultraviolettes Licht wurden bei den T-Zell-



depletierten Mausen Tumore induziert bzw. kam es zu einem Tumorwachstum.
In normalen immunkompetenten Mausen hingegen wurde die Tumorbildung
verhindert [25; 26].

Bei der Abwehr von Tumoren spielen auch beim Menschen T-Zellen eine
entscheidende Rolle [8; 27]. Hier wurden die zirkulierenden T-Zellen des Blutes
[28; 29] sowie die den Tumor infiltrierenden T-Zellen [30] untersucht und T-
Zellen in vitro mit Tumorzellen zusammen gebracht [31]. So zeigte sich bei
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen ein signifikanter Unterschied im 5-Jahres-
Uberleben von 38 Prozent, wenn der Tumor durch T-Zellen infiltriert wurde.
Fand sich im Tumorgewebe kein T-Zell-Infiltrat betrug das 5-Jahres-Uberleben
hingegen nur 4,5 Prozent [11]. Ein signifikant langeres Uberleben zeigte sich
auch bei Patienten mit malignen Melanomen und entsprechenden T-Zell-
Tumorimmuninfiltraten [32].

In neuroendokrinen Tumoren des Pankreas fihrte eine héhere Tumorinfiltration
durch CD3 positive T-Zellen zu einem signifikant langerem Rezidiv-freien
Uberleben als bei Tumoren mit einer geringeren Tumorinfiltration durch CD3

positive Zellen [33].

1.1.2.1 CD3 und CD8 positive T-Zellen und Tumore

Die Zellen, welche die beiden Oberflachenmolekile CD3 und CD8 (Co-
Rezeptor des TCR) tragen, entsprechen ca. einem Drittel der im peripheren Blut
zirkulierenden T-Zellen. Sie entwickeln sich zu zytotoxischen T-Zellen. Diese
dienen der Abwehr virusinfizierter oder transformierter Zellen. Die CDS8
positiven zytotoxischen T-Zellen interagieren mit MHC | Molekilen der
korpereigenen Zellen. Auf den MHC | Molekilen werden Proteinfragmente
(=Antigene), welche in der Zelle produziert werden, nach auf3en hin préasentiert.
Somit erkennt das Immunsystem, ob in der Zelle koérpereigene oder
korperfremde Proteine gebildet werden. Erkennt eine zytotoxische T-Zelle das
Antigen als korperfremd, werden von ihr Perforine und Granzyme aus-
geschiuttet, welche die infizierte oder transformierte Zelle absterben lassen [1].
Zusatzlich dazu wird IFN-y sezerniert, was dazu fuhrt, dass umliegende
Stromazellen vermehrt MHC | Molekile exprimieren. So wird die lokale

Immunantwort verstarkt. Nach erfolgter Eradikation der Zellen, welche das Ziel-



Antigen besitzen, geht ein Grof3teil der CD8 positiven T-Zellen in Apoptose
uber. Ein kleiner Teil wandelt sich in sogenannte Ged&achtniszellen (auch
Memory-Zellen) um, welche dann in der Blutbahn zirkulieren. Gerat das
Immunsystem anschlie3end erneut mit diesem Antigen in Kontakt, so wird Uber
eine klonale Zellexpansion eine erneute Immunantwort generiert [27].

Die meisten Tumore exprimieren MHC Molekule der Klasse | und sind negativ
fur MHC 1l Molekile, so auch Nebennierenkarzinome [34]. Da CD8 positive,
zytotoxische T-Zellen mit den MHC | Molekllen interagieren, kdnnen sie so
durch Erkennen von Tumorantigenen die Tumorzellen direkt Uber einen
Membranangriffskomplex lysieren [27]. Problematisch ist jedoch die Tatsache,
dass die meisten Tumorantigene Autoantigene sind, was bedeutet, dass das
Immunsystem die entartete Zelle als korpereigen erkennt und diese nicht lysiert.
In Studien von Rosenberg et al.,, in denen CD8 positive Zellen von
Tumorpatienten in vitro mit Tumorantigenen stimuliert und anschlie3end dem
Patienten zugefuhrt wurden, zeigte sich eine adaquate Immunantwort gegen die
Tumore [35; 36; 37], was ein weiterer Hinweis fur einen antitumordsen Effekt
der CD8 positiven T-Zellen ist. In einer weiteren Studie wurde nach einer
intravendsen Depletion der CD4 positiven Zellen eine starke Immunantwort
gegen den Tumor durch CD8 positive Zellen und den Riickgang von Tumoren
beobachtet, was ebenfalls den antitumordsen Effekt der CD8 positiven Zellen
gegen Tumore zeigt [38; 39].

Bei Mamma-Karzinomen und Kkolorektalen Karzinomen zeigten Kklinische
Studien ein signifikant langeres Uberleben von Patienten, wenn der Tumor
durch CD8 positive zytotoxische T-Lymphozyten infiltriert wurde [12; 13; 40; 41].
Ein langeres Rezidiv-freies Uberleben wurde bei einer Tumorinfiltration durch
CD8 positive T-Zellen in Glioblastomen gezeigt [42].

Neben soliden Tumoren werden auch Lymphome durch zytotoxische T-Zellen
immunologisch kontrolliert: Die Arbeitsgruppe von Laurent et al. zeigte einen
CD8 und Granzym B positiven Lymphozytensaum um follikulare Lymphome
und ein damit verbundenes, langeres progressionsfreies Uberleben nach

Kombinationschemotherapien mit Rituximab [43].



1.1.2.2 CD3 und CD4 positive T-Zellen und Tumore

Die Zellen, welche die beiden Oberflachenmolekile CD3 und CD4 (Co-
Rezeptor des TCR) tragen, entsprechen ca. zwei Drittel der im peripheren Blut
zirkulierenden T-Zellen. Die T-Helferzellen (Th-Zellen) interagieren mit MHC Il
Molekilen von Antigen-prasentierenden Zellen (s. 1.1.3), welche zun&chst
phagozytierte und anschlieRend im Zellinneren zu Peptidfragmenten
prozessierte Antigene prasentieren. Anhand unterschiedlicher
Zytokinsekretionen nach Antigenkontakt und Interaktion mit anderen
Immunzellen, kann man die T-Helferzellen in 2 Klassen unterscheiden: Zum
einen Tnl-Zellen, welche IL-2, TNF-f und IFN-y sezernieren und so
zytotoxische T-Zellen stimulieren, zum anderen Th2-Zellen, welche IL-4, IL-5 IL-
6 IL-9, IL-10 und IL-13 sezernieren und unter anderem B-Zellen bei der
Antikorperproduktion unterstutzen [1; 44; 45]. Die Zytokine IL-2, IL-6, IL-10 und
IL-13 kénnen jedoch beim Menschen auch von anderen Zellen gebildet werden.
Beide T-Helfer-Zelltypen sezernieren auch gemeinsame Zytokine: IL-3, TNF-q,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), Enkephalin und
verschiedene Chemokine.

Ahnlich den CD8 positiven Zellen, migrieren sowohl in Mausmodellen als auch
in menschlichen Tumoren tumorspezifische CD4 positive Zellen in das
Tumorstroma [46; 47; 48]. Es wurde bei einigen Tumoren gezeigt, dass auch
CD4 positive Zellen Tumorzellen in Abwesenheit von zytotoxischen T-Zellen
eliminieren kdnnen [48; 49]. In den meisten Fallen sind jedoch CD4 positive und
CD8 positive T-Zellen zusammen an der Tumorabwehr beteiligt [50]. Die
Aufgabe der CD4 positiven T-Zellen im Tumorgewebe ist es also, die
zytotoxischen T-Zellen zu stimulieren und so die Immunantwort zu generieren.
Dies kann in 3 Phasen gegliedert werden: 1. Induktionsphase, 2.
Aufrechterhaltungsphase und 3. Gedéachtnisphase [27].

Die Induktionsphase basiert auf einer Prasentation von Tumorantigenen durch
antigenprasentierende Zellen wie den dendritischen Zellen [51; 52], wobei CD4
positive T-Zellen in den meisten Fallen eine essentielle Rolle bei der Induktion
von antigenprésentierenden Zellen tbernehmen [1]. Die Interaktion zwischen

diesen beiden Zellen erfolgt mittels Co-Rezeptoren, wie CD40 in Interaktion mit



CDA40L [53; 54; 55; 56], CD86 [57], CD80 oder ICAM-1 [58], und Zytokinen wie
IL-12 [57; 59], was zu einer Induktion einer effektiven Immunantwort der CD8
positiven T-Zellen gegen Tumorzellen fuhrt [60; 61]. Dies wurde in
verschiedenen Mausexperimenten gezeigt: tumorspezifische CD8 positive T-
Zellen konnten ohne CD4 positive T-Zellen keine effektive Immunantwort gegen
Tumore aufrecht erhalten [62] und geschieht zum Beispiel durch die Sekretion
von IL-2 [27]. Nach erfolgter Immunantwort sind CD4 positive T-Zellen bei der
Generierung von CD8 positiven zytotoxischen Gedachtniszellen beteiligt [63;
64; 65; 66; 67]. Bei der Generierung einer erneuten Immunantwort durch bereits
vorhandene CTL-Gedachtniszellen sind CD4 positive T-Zellen ebenfalls
unabdingbar.[68; 69]. Eine Reaktivierung von CTL-Gedachtniszellen in
Effektorzellen ist in Abwesenheit von CD4 positiven T-Zellen unmdglich [62], die
CTL-Gedachtniszellen wirden funktionslos bleiben [27].

Auch spielt die Art der oben beschriebenen Immunantwort eine Rolle. Infiltrieren
Thl-Zellen Tumore, korreliert dies mit einer CTL-Immunantwort und fihrt zu
einer besseren Immunantwort gegen den Tumor [70; 71; 72]. In einigen Studien
hingegen wurde beschrieben, dass ein Infiltrat durch Th2-Zellen die
Immunantwort gegen den Tumor herunterreguliert [72; 73; 74]. Bei Patienten
mit einem fortgeschrittenen Tumorleiden beschrieb die Arbeitsgruppe um
Pellegrini et al. einen Wechsel der Immunantwort von Thl- zu Th2-Zellen [75].
Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Zytokine der Tn2-Zellen sogar ein
Tumorwachstum indirekt Uber eine Suppression der tumorspezifischen CTL
bewirken kdnnen [76]. Tumore kdnnen aber auch Interleukine und Chemokine
wie IL-6 und CCL frei setzen, was zu einer Tn2-Zellantwort fihrt und somit das
Tumorwachstum begunstigt [77; 78; 79]. Es gibt jedoch auch Hinweise dafur,
dass Th2-Zellen ebenfalls einen Effekt gegen Tumore besitzen. Dies geschieht
wohl durch Induktion von Immunzellen des angeborenen Immunsystems wie
Makrophagen und Eosinophile, welche dann Tumorzellen mittels
Sauerstoffradikalen schadigen [80].

Eine Infiltration des Tumorstromas durch CD4 positive T-Zellen kann sowohl zu
einer Stimulation der CD8 positiven T-Zellen [27; 81; 82] und der angeborenen

Immunantwort [80] und somit zu einem Tumorregress, als auch zu einer



Suppression der CD8 positiven T-Zellen und somit einem Tumorprogress
fuhren [39; 83; 84]. Eine generelle Aussage, ob die Tumorinfiltration durch CD4
positive T-Zellen zu einem Tumorregress oder —progress fuhrt, ist also nicht
mdglich. Jedoch muss auch das Rezidiv-freie Uberleben betrachtet werden.
Wenn man die Tumorinfiltration durch CD4 positive T-Zellen beziglich des
Rezidiv-freien Uberlebens untersucht, zeigte sich bei Patienten mit
Glioblastomen durch eine Tumorinfiltration durch CD4 positive T-Zellen jedoch

auch kein signifikanter Einfluss [42].

1.1.2.2.1 Regulatorische T-Zellen und Tumore

Regulatorische T-Zellen (Treg) sind eine sehr kleine Subpopulation der CD4
positiven T-Zellen. lhr Anteil der T-Zellen im peripheren Blut ist normalerweise
kleiner als funf Prozent. Jedoch sind sie fur die Erhaltung der Selbst-Toleranz
gegen Eigenantigene sowie der Aufrechterhaltung der Homdoostase des
Immunsystems von essentieller Bedeutung [85]. Sie kénnen sowohl in vivo, als
auch in vitro die Funktion, Aktivierung und die Proliferation von CD4 und CD8
positiven T-Zellen, B-Zellen, antigenprasentierenden Zellen, NK-Zellen und
NKT-Zellen supprimieren [86]. Dies geschieht Uber antiinflammatorische
Zytokine, wie IL-10 oder Transforming Growth Factor-B (TGF-B), aber auch
Uber eine direkte Zell-Zell-Interaktion mittels Rezeptoren wie CTLA-4 [1]. In den
letzten 10 bis 20 Jahren sind viele verschiedene Subpopulationen von
regulatorischen T-Zellen beschrieben worden [87; 88]. Am besten untersucht
sind die regulatorischen T-Zellen, welche CD4 und CD25 (a -Kette des IL-2-
Rezeptors) exprimieren [85; 89]. Da diese beiden Merkmale nicht nur fur
regulatorische T-Zellen sondern auch auf aktivierte CD4 positive T-Zellen
zutreffen, wurde in vergangener Zeit nach weiteren charakteristischen
Merkmalen gesucht. Als weitere phanotypische Merkmale zur Differenzierung
von naturlich vorkommenden regulatorischen T-Zellen von Tnh2-Zellen wurden
die Molekile CTLA-4* [90; 91], FoxP3*, AITR* [92] und CD127'°% [93; 94]
erforscht. Von vielen Autoren wird der intrazellulare Transkriptionsfaktor
Forkhead Box P3, kurz FoxP3, als der beste Marker zur Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen angesehen [86; 95; 96]. Eine Mutation des DNA-bin-

denden Transkriptionsfaktors FoxP3 fiihrt zu fatalen Autoimmunkrankheiten [97;



98]. Dieser Marker ist jedoch ebenfalls nicht 100% spezifisch fur regulatorische
T-Zellen, er kann auch vorribergehend in anderen Effektor-T-Zell-Populationen
induziert werden, wahrend diese aktiviert sind [99].

Eine zentrale Rolle spielen regulatorische T-Zellen beim Tumorwachstum und
der Modulation der Immunantwort gegen Tumore. Es ist bekannt, dass bei
vielen Tumorpatienten die Zahl der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen im
peripheren Blut im Vergleich zu gesunden Menschen stark erhoht ist [100; 101].
AulRerdem wurde bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen nachgewiesen, dass
eine niedrige Rate der Effektor-T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen (Teft / Treg)
mit einem schlechteren Uberleben korreliert [102; 103]. Die erhohte Anzahl
zirkulierender regulatorischer T-Zellen kénnte dadurch erklart werden, dass die
regulatorischen T-Zellen sich aufgrund von Prasentation von Tumorantigenen
durch antigenprasentierende Zellen und durch Tumoren sezernierte Interleukine
wie TGF-f3 spezifisch vermehren [1].

Es gibt auch Hinweise, dass sich regulatorische T-Zellen in einer signifikant
héheren Anzahl in malignem, als in gesundem Gewebe befinden [15; 104]. Die
Induktion von regulatorischen T-Zellen koénnte ein Mechanismus des Tumors
sein, dem Immunsystem zu entgehen [105]. Eine Reihe von Tumorentitaten
wurde auf das Vorhandensein einer Infiltration des Tumorgewebes durch
regulatorische T-Zellen untersucht und die Infiltration des Tumorgewebes mit
dem Uberleben korreliert. Teilweise zeigten sich prognostisch unginstige
Ergebnisse, wenn das Tumorgewebe durch regulatorische T-Zellen infiltriert
war, wie zum Beispiel beim Ovarialkarzinom [15], oder hepatozellularen
Karzinom [106]. Hingegen bei kolorektalen Tumoren [107], Hodgkin- [108] oder
B-Zell-Lymphomen [109] zeigte sich ein besseres Uberleben, wenn
Tumorgewebe durch regulatorische T-Zellen infiltriert wurde. Bei Adeno-
karzinomen des Pankreas zeigte sich ein kiirzeres progressionsfreies Intervall,
wenn die Karzinome durch regulatorische T-Zellen infiltriert waren [110]. Auch
bei Untersuchungen von Patienten mit Prostata-Karzinomen ergab sich ein
kurzeres Rezidiv-freies Uberleben bei einer hohen Anzahl regulatorischer T-
Zellen im Tumorinfiltrat [111]. Im Mausmodell optimierte die Depletion von
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regulatorischen T-Zellen die Immunantwort gegen Tumoren und erhohte die

Erfolgsrate einer experimentellen Immuntherapie [112].

1.1.3 Dendritische Zellen und Tumore

Die dendritischen Zellen entwickeln sich aus Vorlauferzellen der Monozyten [2].
Sie kommen physiologisch in Oberflachengeweben vor. Sie prozessieren und
prasentieren den T-Zellen als kdrperfremd identifizierte Antigene. So spielen sie
bei der Generierung einer Immunantwort als hochpotente T-Zell-Stimulatoren
eine Schlusselrolle [113; 114]. Eine weitere wichtige Aufgabe dendritischer
Zellen ist die Erhaltung der Selbsttoleranz, indem sie den T-Zellen Autoantigene
prasentieren. Jedoch werden durch diesen Mechanismus regulatorische T-
Zellen gebildet bzw. autoreaktive T-Zellen mittels Apoptose eliminiert [115].
Dendritische Zellen initiieren oder regulieren Immunantworten auch in der
Tumorimmunologie [116; 117; 118]. Eine Tumorinfiltration durch dendritische
Zellen wurde in unterschiedlichen Tumorentitaten beschrieben und kann sowohl
das Uberleben, als auch das Auftreten von Rezidivtumoren beeinflussen. Die
dendritischen Zellen kénnen ein Mikromilieu schaffen, was unter anderem uber
eine Suppression von T-Zellen zur Tumorprogression beitragt [119; 120]. Die
Tumorinfiltration durch dendritische Zellen wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Der Typus der dendritischen Zellen und die Lokalisation des
Immuninfiltrats scheinen eine entscheidende Rolle bezuglich des Rezidiv-freien-
und des Gesamtiberlebens zu spielen. So zeigte sich bei Patienten mit
kolorektalen Karzinomen ein schlechteres Uberleben bei einer hohen
Expression von HLA-DR positiven dendritischen Zellen mit einer
intraepithelialen Infiltration [121]. Die Arbeitsgruppe von Sandel et al. zeigte ein
kiirzeres Rezidiv-freies Uberleben bei Karzinompatienten, bei denen eine hohe
Anzahl unreifer dendritischer Zellen an der Tumorgrenzflache gefunden wurde,
sowie ein schlechteres Uberleben bei Patienten, bei denen im Epithel reife
dendritische Zellen gefunden wurden [122]. Bei Mammakarzinomen sind
aggressivere Tumore mit einer hohen Tumorinfiltration durch dendritische
Zellen assoziiert [123]. Auch eine gemeinsame Tumorinfiltration durch

dendritische Zellen und regulatorische T-Zellen korrelierten beim
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Mammakarzinom mit einem schlechteren Uberleben [124; 125]. Bei Patienten
mit Melanomen hingegen zeigte sich kein signifikanter Unterschied fur das
Uberleben der Patienten, deren Tumore durch dendritische Zellen infiltriert
waren [126]. Patienten mit kolorektalen Karzinomen, deren Tumore durch
S100-positive dendritische Zellen infiltriert waren, zeigten ein signifikant
besseres Uberleben [127]. Die Arbeitsgruppe von Jensen et al. beschrieb ein
signifikant kurzeres Rezidiv-freies Uberleben bei Melanom-Patienten, deren
Tumore durch CD123 positive dendritische Zellen infiltriert wurden. Die
Anwesenheit von DC-LAMP-Zellen im Melanom-Umfeld fuhrte jedoch zu einem
signifikant  besseren  Rezidiv-freien  Uberleben  [128]. Auch  bei
Mammakarzinomen fiihrte die Infiltration durch CD123 positive dendritische

Zellen zu einem kiirzeren Rezidiv-freien Uberleben [125].

1.2 Glukokortikoide - deren physiologische und immunmodulatorische
Wirkungen

Glukokortikoide gehdren zu der Gruppe der Steroidhormone. Diese binden an
den intrazellularen Glukokortikoidrezeptor, welcher in nahezu allen Zellen von
Saugetieren vorhanden ist [129]. Dies erklart die groRe Vielfaltigkeit der
physiologischen Wirkungen von Glukokortikoiden [130; 131]. Entscheidenden
Einfluss nehmen Glukokortikoide auf den Metabolismus des Korpers [132], die
Wahrnehmung, den Tag-Nacht-Rhythmus [133] und auf die Entwicklung von
Geweben [134]. Des Weiteren besitzt das kdrpereigene Kortisol auch eine
Aldosteron-dhnliche Wirkung [135]. Wahrend einer Immunantwort haben
Glukokortikoide einen entscheidenden Einfluss auf das Immunsystem [136;
137]. Dies geschieht zum einen Uber direkt immunsuppressive, zum anderen
jedoch auch dber indirekt immunmodulatorische Mechanismen, so zum Beispiel
Uber eine Aktivierung von Zellverbadnden [138]. Bei einer Immunantwort werden
durch Ausschittung von Kortisol neutrophile Granulozyten aus dem
Knochenmark freigesetzt. Gleichzeitig wird jedoch die Fahigkeit der
Neutrophilen zur Transmigration (Diapedese) durch GefalRe hin zum
Entzindungsherd herabgesetzt [139; 140]. Zeitgleich kommt es durch die

Wirkung des Kortisols zur Apoptose von basophilen und eosinophilen
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Granulozyten [141; 142]. Die Bewegung der im Blut zirkulierenden Monozyten
wird durch Kortisol &hnlich modifiziert. Auch die Funktion der Monozyten wird
durch Glukokortikoide veradndert. Die Fahigkeit der Phagozytose der
Gewebsmakrophagen wird durch Glukokortikoide gesteigert. Somit kommt es
zu einer beschleunigten Beseitigung von fremden Antigenen und Mikro-
organismen [143]. Ebenfalls wird die Synthese von Interleukinen auf Ebene der
Genexpression durch  Glukokortikoide beeinflusst:  proinflammatorische
Interleukine, wie zum Beispiel IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18 und TNF-a, und
proinflammatorische Chemokine, wie CC und CXCL, werden stark supprimiert,
wahrend andere antiinflammatorisch wirkende Zytokine wie IL-10 und TGF-
herauf reguliert werden [144]. Durch Glukokortikoide wird die Bildung von
Plasmazellen positiv beeinflusst. Dies bedeutet, dass in Folge einer
gesteigerten Produktion von Plasmazellen der Spiegel der Antikdrper auch
maf3gebend reguliert wird [145]. Aulerdem haben Glukokortikoide einen
Einfluss auf die Differenzierung der T-Zellen. Hier fordern sie die Bildung und
Differenzierung von Th2 Zellen. Parallel dazu entstehen unreife dendritische
Zellen [146]. Weiterhin besitzen Glukokortikoide die Fahigkeit eine Apoptose in
T-Lymphozyten zu induzieren [147].

Durch die immunmodulatorischen Eigenschaften werden Glukokortikoide seit
Uber 60 Jahren bei inflammatorischen und autoimmunen Erkrankungen
eingesetzt [148]. Seit ca. 30 Jahren ist ein Zusammenhang zwischen Gluko-
kortikoiden und ,Suppressor®-T-Zellen bekannt [149; 150]. Es gibt Hinweise aus
in vitro-Studien, dass Glukokortikoide die Subpopulation der regulatorischen T-
Zellen ansteigen lassen. Vereinzelt zeigen klinische Studien, dass
Glukokortikoide die Subpopulation der regulatorischen T-Zellen auch in vivo
ansteigen lassen, so zum Beispiel bei Patienten mit Asthma bronchiale [151],
multipler Sklerose [152; 153] und systemischen Lupus Erythematodes [154]. In
diesen Studien wurden die regulatorischen T-Zellen nur unzureichend
charakterisiert. Ein weiteres Problem stellt die Tatsache dar, dass die Patienten
dieser Studien durch ein geschadigtes Immunsystem an einer

Autoimmunkrankheit litten. Die Effekte der Generierung von Th2-Zellen sowie
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dendritischer Zellen kdnnen fur den vermuteten Anstieg der regulatorischen T-
Zellen in den Studien verantwortlich sein [155].

1.3 Die Nebenniere — Ort der endogenen Steroidsynthese

Die Nebennieren (Glandulae suprarenales) sind paarige Organe, welche
retroperitoneal am Oberpol der Nieren, lateral der groBen GefalRe liegen.
Histologisch wird Nebenniere in Rinde und Mark unterteilt [156].

In der Nebennierenrinde werden Steroidhormone aus Cholesterin synthetisiert.
Die Nebenniere ist Effektororgan in einem Regelkreis (Hypophysen-
Nebennieren-Achse, s. Abbildung 1) und wird durch die Hypophyse, speziell
durch die Sekretion das adrenokortikotropen Hormons (ACTH) gesteuert. Die
Hypophyse selbst unterliegt der Steuerung des Hypothalamus, welcher
Corticotropin-releasing Hormone (CRH) sezerniert [2; 156].

Hypothalamus

$O

= Hypophyse

IO

Kortisol

Nebenniere

Abbildung 1: Darstellung der Hormonregulation in der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennieren-Achse

Die Nebennierenrinde (Cortex glandulae suprarenalis) entsteht aus dem
mittleren Keimblatt, dem Mesoderm, und wird histologisch in 3 Zonulae
unterteilt: Zonula glomerulosa, Zonula fasciculata und Zonula reticularis [2].

Die histologische Einteilung spiegelt sich auch in der unterschiedlichen

Sekretion von Hormonen wider. In der Zonula glomerulosa, welche ca. 10-15
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Prozent des Gewebevolumens ausmacht, werden  hauptsachlich
Mineralkortikoide mit dem Hauptvertreter Aldosteron sezerniert, welches als
Reaktion auf erhéhte Kaliumwerte und erniedrigte Natriumwerte im Serum Uber
das Renin-Angiotensin-System ausgeschittet wird. Geringer wird die
Mineralkortikoidsekretion durch ACTH gesteuert [156]. In der Zonula
fasciculata, welche ca. 80 Prozent des Gewebevolumens ausmacht, werden
Glukokortikoide, vor allem Kaortisol, gebildet. Reguliert wird die Kortisolsekretion
Uber die Ausschittung von ACTH aus dem Hypophysenvorderlappen [2].

Die Zellen der Zonula reticularis, welche ca. 5-10 Prozent des
Nebennierenrindenvolumens  ausmacht, bilden  Sexualhormone, wie
Dehydroepiandrosteron (DHEA), welches die Vorstufe von Testosteron ist. Bei
Frauen wird zirka 70 Prozent des DHEA in den Nebennieren gebildet, 30
Prozent in den Ovarien [3].

Im Nebennierenmark (Medulla glandulae suprarenalis) befinden sich adrenerge
und noradrenerge Zellen, welche dem Sympathikus unterliegen. Aus
Phenylalanin, beziehungsweise L-Tyrosin, stellen die chromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks Adrenalin und Noradrenalin in einem Verhaltnis von 80 zu
20 her. Bei Bedarf, zum Beispiel in Stresssituationen, wird vor allem Adrenalin
in den Blutkreislauf sezerniert [2].

1.4 Nebennierenrindentumore

1.4.1 Nebennierenrindenadenome

Nebennierenadenome sind h&ufig und treten im mittleren Lebensalter auf. Die
Grolle von Nebennierenadenomen kann sehr unterschiedlich sein. Aus Sek-
tionsstudien lasst sich die Pravalenz von Nebennierentumoren auf ca. 1,4-8,7%
schatzen [3]. In einem Konsens-Statement wurde die Inzidenz von Neben-
nierenadenomen auf 3 Prozent der Bevolkerung tber 50 Jahren beziffert [157].
Sie bestehen aus den physiologischen Nebennierenzellen phéanotypisch
ahnlichen Zellen und sezernieren je nach Ursprung Hormone. Sie kdnnen sich
klinisch dementsprechend auch in einem Uberfunktionssyndrom &uRern:

primarer Hyperaldosteronismus, Hyperkortisolismus oder Cushing Syndrom.
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Der Hyperkortisolismus, ist eine &tiologisch heterogene Erkrankung, die durch
eine lang anhaltende Wirkung von Kortisol gepragt ist und dessen peripher
katabole und zentral anabole Wirkung das klinische Bild verursacht. Zirka 60-70
Prozent sind hypophysér, also durch einen ACTH-produzierenden Tumor der
Hirnanhangsdrise bedingt, in zirka 20-25 Prozent der Falle ist ein
Nebennierenadenom die Ursache und bei rund 10-15 Prozent ist das Cushing-
Syndrom (CS) ein Teil eines paraneoplastischen Syndroms. Hier sind die
kleinzelligen Bronchialkarzinome oder Bronchialkarzinoide mit einer ektopen
ACTH-Produktion die héaufigste Ursache [3; 158]. Viel haufiger als das
endogene CS ist das exogene, durch eine langerfristige iatrogene
Glukokortikoidzufuhr bedingte CS.

Der primare Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) ist eine inadaquat hohe
Sekretion von Aldosteron. Ursachen sind bilaterale mikronodulare
Nebennierenrindenhyperplasien bzw. Nebennierenadenome [158].

Ein adrenaler Hormonexzess durch Sexualhormone fihrt klinisch zu einer
Virilisierung bzw. zu einer Feminisierung. Dies ist prinzipiell selten und steht
meist im Zusammenhang mit Nebennierenkarzinomen [159].

Die meisten Nebennierenadenome sind hormoninaktiv [158].

1.4.2 Das Nebennierenrindenkarzinom

1421 Klinisches Bild und Prognose

Das Nebennierenrindenkarzinom (ACC) ist eine sehr seltene Erkrankung mit
einer limitierten Prognose. Die exakte Inzidenz ist schwer zu bestimmen. Die
meisten Autoren beschreiben in ihren Publikationen eine Inzidenz von 1-2 auf
eine Million Einwohner [160; 161; 162]. Die Arbeitsgruppe von Kebebew et al.
beschreibt in einer Studie die Inzidenz des Nebennierenkarzinoms von 0,78 pro
Million in 12 US-Staaten [163]. In unverotffentlichten Daten des deutschen
Nebennierenkarzinom-Registers der Wdurzburger Arbeitsgruppe liegt die
Inzidenz groRer als 1 pro Million. Frauen sind haufiger von einem
Nebennierenkarzinom betroffen als Manner, das Verhéltnis betragt etwa 1 zu
1,5[160].

60 Prozent der Patienten mit einem Nebennierenkarzinom leiden unter einem

Steroidexzess. Der grof3te Anteil der Patienten mit Nebennierenkarzinomen
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zeigt das klinische Bild eines rasch voranschreitenden Cushing-Syndroms mit
und ohne Virilisierung [164; 165; 166]. Bei Frauen kann sich ein Steroidexzess
in Form eines Hirsutismus und einer Virilisierung, das heil3t einer Vertiefung der
Stimme, einer androgenen Allopezie, Brustatrophie und einer Oligo- bzw.
Amenorrhoe, auBern. Seltener sind Ostrogen-produzierende Nebennieren-
karzinome. Bildet ein Nebennierentumor Ostrogene ist dies pathognomonisch
fur ein Nebennierenkarzinom. Diese machen ca. 5-10 Prozent bei den
Patienten mit Nebennierenkarzinomen aus. Klinisch manifestiert sich dies in
einer Hodenatrophie und Gynékomastie, dies erschwert auch die Diagnose bei
Frauen. Ein Auftreten der Ostrogenaktivitat in der Postmenopause kann hierbei
einen wichtigen Hinweis liefern. Extrem selten kann sich ein
Nebennierenkarzinom mit einem Aldosteronexzess (Conn-Syndrom) und
klinisch mit einer moderaten Hypokaliamie mit Serumkaliumwerten um 2,3 +
0.08 mmol/l manifestieren. Jedoch ist eine Hypokalidmie wesentlich haufiger
durch ein Cushing-Syndrom verursacht. Dies wird durch eine inkomplette renale
Aktivierung der 11 B-Dehydrogenase Typ 2 aufgrund einer enorm gesteigerten
Cortisol-Produktion verursacht, was zu einem konsekutiven Mineral-
kortikoidexzess fihrt. Auch bei Patienten mit klinisch hormoninaktiven Tumoren
findet sich in genaueren Analysen mittels Gaschromatographie und Massen-
spektrometrie nahezu in allen Féllen eine erhdhte Hormonproduktion [167].
Klinisch manifestieren sich hormoninaktive Nebennierenkarzinome oft mit
unspezifischen Beschwerden wie Flankenschmerzen und einem Vollegefihl.
Bei vielen anderen Tumorentitaten zeigt sich eine ausgepragte B-Symptomatik
mit Fieber, Nachtschweild und Gewichtsverlust. Beim Nebennierenkarzinom tritt
eine B-Symptomatik selten auf. Selbst bei einem ausgedehnten Tumorbefall ist
das Allgemeinbefinden oft wenig beeintrachtigt [168].

Die klinische Einteilung erfolgt nach der TNM-Klassifikation, welche durch das
European network for the Study of Adrenal Tumors (ENSAT) erganzt wurde
(siehe Tabelle 1).
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Tabelle 1: Aktuelle ENSAT-Klassifikation fir Nebennierenkarzinome

Stadium | T1, NO, MO
Stadium Il T2, NO, MO
Stadium I T1-T2, N1, MO
T3-T4 NO-N1, MO
Stadium IV Tx, Nx, M1
T1<5cm
T2=25cm

T3: Tumorinvasion in Nachbargewebe
ohne Infiltration von Nachbarorganen
T4: Tumorinfiltration in Nachbarorgane
oder Tumor/Thrombus in der V. cava
oder V. renalis

NO: keine regionalen Lymphknoten-
metastasen (LK)

N1: regionale LK-Metastasen

MO: keine Fernmetastasen

M1: Fernmetastasen

Obwohl die Tumore durch verbesserte Diagnostik immer friiher erkannt werden,
liegt das 5-Jahres-Uberleben nur zwischen 16 und 44 Prozent [168]. Wesentlich
hangt die Prognose des Nebennierenkarzinoms vom Tumorstadium ab. Eine
Auswertung von 478 Patienten des deutschen Nebennierenkarzinomregisters
ergab 5-Jahres-Uberlebensraten von 84% im Stadium |, 63% im Stadium I,
51% im Stadium Il und 15% im Stadium IV [169]. Bei metastasierten
Nebennierenkarzinomen betragt das mediane Uberleben nach
Diagnosestellung weniger als 12 Monate. Alter oder Geschlecht scheinen fir
die Prognose keine Rolle zu spielen [170; 171; 172; 173].

Mit einer schlechteren Prognose assoziiert, und damit auch als
Prognosefaktoren geeignet, sind eine hohe Mitoserate, atypische Mitosen, ein
hoher Ki67-Index, ein Hinweis fur eine TP53-Mutation, der Nachweis einer
Gefallinvasion, Nekrosen sowie die Grof3e des Primartumors tber 12 cm [171;
174; 175].

1.4.2.2 Pathogenese des Nebennierenrindenkarzinoms
Die Pathogenese von Nebennierenkarzinomen ist nach wie vor weitgehend
ungeklart [176]. Eine klassische Entwicklung aus einer Adenom-Karzinom-

Sequenz, wie zum Beispiel beim Kolonkarzinom, wurde in Einzelfallen gezeigt,
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ist jedoch in prospektiven Studien, in denen Inzidentalome Uber einen langeren
Zeitraum beobachtet wurden, nicht gesehen worden [168; 176; 177]. Bei
einigen hereditdren Syndromen besteht ein erhdhtes Risiko an einem
Nebennierenkarzinom zu erkranken, sodass sich aus molekularen Ergebnissen
einige Erkenntnisse uber die Pathogenese ableiten lassen. Beim Li-Fraumeni-
Syndrom kommt es zu einer Mutation auf dem Locus 17p13, auf dem das p53
Tumorsuppressorgen lokalisiert ist [176; 178]. Wird das 2. Allel des p53
Tumorsuppressorgens durch eine Mutation inaktiviert, ist die Funktion komplett
unterdrickt [179]. In neueren Studien wurde mittels Arrays zur Bestimmung von
Single Nucleotid-Polymorphismen gezeigt, dass ein deutlicher Unterschied in
den Aberrationen zwischen Adenomen und Karzinomen besteht. In der Studie
von Ronchi et al. zeigte sich die Alteration von 11pl15.5 mit einer
Uberexpression von IGF2 als frihe Alteration in einer mehrstufigen
Kanzerogenese [176]. In einer ganz aktuellen Arbeit des ENSAT-Netzwerks
wurden mittels Genom-Sequenzierung zahlreiche neue Mutationen entdeckt,

deren genaue Bedeutung jetzt allerdings noch aufgeklart werden muss [176].

1.4.2.3 Therapieoptionen des Nebennierenrindenkarzinoms

Der bisher einzige sinnvolle kurative Therapieansatz ist eine radikale
Adrenalektomie. Trotzdem kommt es bei bis ca. 80 Prozent der Patienten zu
einem Tumorrezidiv [180].

Der Goldstandard fir die adjuvante Therapie nach einer RO-Resektion ist hach
aktuellem Forschungsstand Mitotane [180; 181]. Je nach Proliferationsindex
(Ki67) besteht ein unterschiedlich hohes Risiko fir ein Tumorrezidiv. Hier kann
bei einem niedrigen Proliferationsindex aktuell im Rahmen einer Studie eine
Mitotane-Gabe erwogen werden [180; 181].

Bei einer R1- oder Rx-Resektion steht die Strahlentherapie zusatzlich zur
Mitotane-Therapie zur Verfigung [180]. Durch die Bestrahlung des Tumorbettes
wird die Lokalrezidivrate gesenkt, sie hat jedoch weder einen Einfluss auf das
Gesamtuberleben noch auf das krankheitsfreie Intervall [180; 182; 183]. Im
Falle einer R2-Resektion besteht in Einzelfallen die Indikation zu einer
Nachresektion [180].
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Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es wenige Daten fir eine optimale Therapie beim
Auftreten eines Tumorrezidivs. Tritt ein Rezidiv frih auf (in weniger als 6
Monaten), sollte die Chemotherapie gewahlt werden, tritt ein Rezidiv spater auf
(nach 12 Monaten), sollten zunéchst chirurgische MaRnahmen mit dem Ziel
einer kompletten Resektion ergriffen werden und der Patient anschliel3end
weiterhin mit Mitotane behandelt werden. Ist der Tumor inoperabel, kann eine
Bestrahlung oder eine Chemoembolisation erwogen werden [181].

Beim  fortgeschrittenen = Nebennierenkarzinom ist nach  aktuellem
Forschungsstand die first-line-Therapie eine Kombination aus Mitotane,
Etoposid, Doxorubicin und Cisplatin [181]. Kommt es unter dieser Therapie zu
einem Tumorprogress, sollten andere Chemotherapeutika eingesetzt werden.
Andere Chemotherapeutika, vor allem Stoffe fir die sogenannte “Targeted
Therapy“, und deren Wirkung auf das Nebennierenkarzinom werden in
aktuellen Studien untersucht. Bei einer Kombination eines IGF-R1-Antikorpers
(Cixutumumab) und eines mTOR-Inhibitors (Temsirolimus) zeigte sich bei 42%
der Patienten mit fortgeschrittenem Nebennierenkarzinom nach 6 Monaten eine
stable disease. MalRige Erfolge zeigten Tyrosinkinaseinhibitoren wie Sunitinib
(progressionsfreies Uberleben in 14,3% der therapierten Patienten) oder
Dovitinib (progressionsfreies Uberleben in 23% der therapierten Patienten).
VEGF-Antikorper zeigten trotz hoher Expression von VEGF-Rezeptoren bei
Nebennierenkarzinomen kein Ansprechen [181]. Die Wirkung der “Targeted
Therapy“ auf das Nebennierenkarzinom ist sehr unterschiedlich. Auch aus
diesem Grund werden neue Therapieansatze fur das Nebennierenkarzinom

bendtigt.
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2 Fragestellungen der Arbeit

Das Nebennierenkarzinom ist ein seltener Tumor, der haufig Glukokortikoide
sezerniert und regelhaft mit einer schlechten Prognose assoziiert ist.

Seit ca. 60 Jahren ist bekannt, dass das Immunsystem bei der Kontrolle von
Tumoren eine Rolle spielt. Bei zahlreichen Malignomen konnte gezeigt werden,
dass hierbei T-Zellen von besonderer Bedeutung sind. Bei einzelnen Tumoren
kommt es beispielsweise zu einer Induktion der regulatorischen T-Zellen (siehe
1.1.2.2.1), die dazu fuhrt, dass die Tumore dem Immunsystem entgehen.
Passend hierzu ist, dass bei diesen Erkrankungen die Anzahl der
regulatorischen T-Zellen im Tumor bzw. im Blut mit einem kiirzen Uberleben
der Patienten korreliert. Da mehrere Studien nahelegen, dass Glukokortikoide
regulatorische T-Zellen induzieren, ist eine der Ausgangshypothesen dieser
Arbeit, dass diese Subpopulation der T-Zellen beim Nebennierenkarzinom
entscheidend zur schlechten Prognose beitragt. Generell ist bisher allerdings
sehr wenig zu Immunzellen (lokal und systemisch) beim Nebennierenkarzinom

bekannt.

Daher ergaben sich folgende Fragen:

1) Unterscheidet sich die Anzahl der regulatorischen T-Zellen im
peripheren Blut von Patienten mit Nebennierenkarzinom in Abhéngigkeit

vom Glukokortikoidexzess?

2) Lassen sich regulatorische T-Zellen in besonderem Ausmal in den
Tumoren bei Nebennierenkarzinom-Patienten nachweisen bzw. wie ist das

Immuninfiltrat dieser Tumore generell charakterisiert?

3) Korreliert die Zahl der regulatorischen T-Zellen oder anderer
Immunzellen im Tumor bzw. im peripheren Blut mit der Prognose der

Patienten mit Nebennierenkarzinom?

Um die Rolle der Glukokortioide auf die regulatorischen T-Zellen in vivo

genauer zu untersuchen, wurden abschlielend noch Untersuchungen an
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gesunden Probanden bzw. Mausen gemacht. Hierbei ging es konkret um die
Frage:

4) Wie st die Wirkung von (exogenen) Glukokortikoiden auf

regulatorische T-Zellen bei der Maus und bei immungesunden Menschen?
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3 Material und Methoden

3.1 Untersuchung des peripheren Blutes auf regulatorische T-Zellen bei
Patienten mit Nebennierenkarzinom

Das Blut von 231 Nebennierenkarzinompatienten wurde auf regulatorische T-
Zellen in Abhangigkeit vom endogenen Steroidexzess untersucht. Gesunde
tumorfreie Probanden stellten die Kontrollgruppe dar. Die Patienten wurden in 3
Gruppen(G) eingeteilt: G1: Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der
Untersuchung kein Tumor detektierbar war, G2: Patienten, bei denen zum
Zeitpunkt der Untersuchung ein Tumor, jedoch kein Glukokortikoidexzess
nachweisbar war, und G3: Patienten, bei denen zum Zeitpunkt der
Untersuchung ein Tumor mit Glukokortikoidexzess nachweisbar war.

Den Patienten wurde 2,5 ml Blut zur Bestimmung eines grof3en Blutbildes
(Gerinnungshemmer: EDTA) sowie 40 ml heparinisiertes Blut (5000 IE Heparin-
Natrium, Fa. ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) entnommen und

anschlielend einer FACS-Untersuchung zugefihrt.

3.2 Methodik
Die Arbeit mit den Immunzellen wurde in einer Sterilbank durchgefuhrt.

3.2.1 Gewinnung von Leukozyten

Das heparinisierte Blut wurde unmittelbar nach Abnahme 1:2 mit Phosphate
buffer saline [PBS] (Fa. Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) verdinnt
und anschlielend auf einen Ficoll-Hypaque-Gradienten (Ficoll-Paque™ PLUS,
Fa. GE Healthcare Bio-Sciences AB, Minchen, Deutschland) aufgebracht. Die
Separation des Blutes erfolgte mittels Zentrifugation mit 1900 rpm fir 30
Minuten. Daraus ergibt sich aufgrund der Dichteunterschiede eine
charakteristische Schichtung (siehe Abbildung 2). Dabei darf die Zentrifuge
nicht zu abrupt abbremsen, da dabei diese charakteristische Schichtung
zerstort werden wirde. Nach vorsichtigem Abpipettieren des Plasmas und den
darin enthaltenen Thrombozyten wurde der Zellring der peripheren
mononukledren Blutzellen [PBMC] und der Monozyten geerntet. Anschliel3end
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wurde das restliche Plasma mit dem Uberschissigen Ficoll-Medium durch 2-
maliges Waschen mit PBS entfernt.

whiole blood 33 —— plasma
plus PES — and platelets

Iy mphocytes

\_77 Ficall- Hy pague

Abbildung 2: Ficoll-Gradient; links vor Zentrifugation: das mit PBS verdiinnte Blut auf den Ficoll-

granulocytes
andred cells

Gradient aufgetragen; rechts nach Zentrifugation: die Erythrozyten und Granulozyten haben
sich am Boden abgesetzt, dariiber das Ficoll-Medium, darliber befindet sich der Lympho- und
Monozytenring dariiber befinden sich das Plasma mit den Thrombozyten

aus http://media.wiley.com/CurrentProtocols/CB/cb0202/cb0202-fig-0001-1-full.gif

3.2.2 Ermittlung der Zellzahl

Nach sorgfaltigem Durchmischen der gewonnenen PBMC wurde in einem Safe-
Lock Tube (Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland) die Anzahl der lebenden
Zellen durch Zugabe einer Trypanblaulésung (Fa. Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) ermittelt. Trypanblau gelangt durch die
Zellmembran toter Zellen, sodass diese unter dem Mikroskop blau erscheinen,
lebendige Zellen weil3. 10 ul der Verdinnung wurden unter das Deckglaschen
einer Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die lebenden Zellen in 4 Quadranten

gezahlt. Die Zellzahl wurde mit folgender Formel bestimmt:

(Mittelwert der lebenden Zellen pro Quadranten) x Verdiinnungsfaktor x 104

Zellzahl/ml = Volumen in ml
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3.2.3 Oberflachenfarbung

Es wurden jeweils 5x10° Zellen in Foetal Bovine Serum [FBS] (Fa. Pan Biotech
GmbH, Aidenbach, Deutschland) suspendiert und in 6 vorher beschriftete
FACS-ROhrchen (Fa. Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland)
eingegeben. AnschlieBend wurde 0,5 ml Stain-Buffer (PBS / 0,2 % Bovine
Serum Albumin / 0,09 % SODIUM AZIDE NaNs, pH 7,4, Fa. BD Pharmingen,
Heidelberg, Deutschland) hinzugegeben und bei 1300 rpm fir 5 min bei 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstande wurden vorsichtig abgeschiittet. Als Waschschritt
wird folgender Vorgang bezeichnet: Hinzugeben von Stain-Buffer,
Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes. AnschlieRend wurde in jedes
Roéhrchen 250 ul Stain-Buffer hinzugegeben und die Sedimentation der Zellen
resuspendiert. Im folgenden Schritt wurden die entsprechenden Antikdrper,
welche in Tabelle 2 ersichtlich sind, in sattigender Konzentration (It. Anweisung
der Firma) fur eine Anzahl von jeweils 5x10° Zellen pro Rohrchen
hinzupipettiert, vermischt und bei 4 °C inkubiert. Nach 30-mindtiger Inkubation
folgte ein Waschschritt mit jeweils 1 ml Stain-Buffer. Die Sedimente der
Roéhrchen Set 1, CTLA-4, CD127 und AITR wurden in 500 pl Stain-Buffer

resuspendiert und am FACSCalibur” (Fa. BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland) analysiert. Die Rohrchen fur die FoxP3-Farbung und die Negativ-

Kontrolle wurden der intrazellularen Farbeprozedur zugefihrt.

3.2.4 Intrazellulare Farbung

Die im Kapitel 3.2.3 beschriebenen Roéhrchen fir die intrazellulare Farbung
wurden einem erneuten Waschschritt unterzogen. Anschlielend wurde dem
bereits resuspendierten Zellpellet 0,5 ml einer Fixations- und Perforationslosung
bestehend aus einer 1:4 Verdinnung von Fix Perm Concentrate (Cat. #00-
5123-43) und Fix Perm Diluent (Cat. #00-5223-56) der Firma eBioscience
(Frankfurt, Deutschland) hinzugegeben und fur 30 bis 60 min bei 4 °C inkubiert.
Diese Losung fixiert die Antikbrper auf der Oberflache der Zellen und perforiert
die Zellmembran. Nach der Inkubation wurde in jedes Set 1 ml
Permeabilization-Buffer (Cat. #00-8333-56, Fa. eBioscience, Frankfurt,
Deutschland, 1:10 mit PBS verdinnt) hinzupipettiert und bei 1300 rpm fiir 5 min

zentrifugiert. So wird verhindert, dass sich die zuvor entstandenen
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Perforationen der Zellmembran wieder verschlieRen. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellsediment resuspendiert, je 100 ul Permeabilization-Buffer
sowie 2 ul ,Normal rat® (nicht immunogenes Rattenserum) zum Abfangen der
unspezifischen Bindung hinzugefigt und die Ro6hrchen fur 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die entsprechenden
Antikorper, welche in Tabelle 3 ersichtlich sind, in sattigender Konzentration
hinzupipettiert, vermischt und die Réhrchen fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach
der intrazellularen Farbung erfolgten 3 Waschschritte mit jeweils 1 ml
Permeabilization-Buffer. Nach Beendigung des Farbeprozesses wurde in jedes
Rohrchen 500 pl Stain-Buffer zugegeben, das Zellsediment resuspendiert und

am FACSCalibur® (Fa. BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) analysiert.

Tabelle 2: Verwendete Antikdrper der Oberflachenfarbung

Set Antigen/Klon Konjugation Hersteller

CD25 (555431) BD Pharmingen™
CTLA-4 (555853) BD Pharmingen™
CD8 (345775) Becton Dickinson™

CD4 (555347) PE BD Pharmingen™
CD25 (555431) FITC BD Pharmingen™

CD127 (558598) Alexa Flour ® 647 BD Pharmingen™

Negativ-Kontrolle - - -

Tabelle 3: Verwendete Antikdrper der intrazellularen Farbung

Set Antigen/Klon Konjugation Hersteller

Rat IgG2a Isotype

Negativ-Kontrolle Control / eBR2a PE eBioscience™
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3.2.5 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, bei dem Zellen analysiert
werden. Das Prinzip basiert auf der Emission, welche die Zelle beim Passieren
eines Laserstrahles erzeugt. Diese Emissionen jeder Zelle werden von
Detektoren ausgewertet. So erhalt man quantitative Informationen uber jede
Zelle der Population: zum einen werden bei der Durchflusszytometrie die Grof3e
(,forward scatter®) und die Granularitat (,side scatter®) der Zellen, zum anderen
Farbfluoreszenz von fluoreszenzkonjugierten Antikérpern auf oder in der Zelle
erfasst. Aufgrund der Darstellung von Grol3e und Granularitat der Zellen, ist
eine Aussage lber den Uberlebenszustand der erfassten Zellen moglich. Die

Fluoreszenz der verschiedenen Marker wurde in FACS-Calibur” (Fa. BD
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) gemessen und die gewonnen FACS-

Daten mit der Cell Quest®-Software (Fa. BD Pharmingen, Heidelberg,

Deutschland) fir Apple-Macintosh ausgewertet.

3.2.6 Ermittlung der Absolutzahlen der Zellen

Die Leukozytenzahlen zum Zeitpunkt der Untersuchungen wurden zunéchst
Uber das Zentrallabor der Universitatsklinik mittels eines Differentialblutbildes
bestimmt. AnschlieRend wurde die in 3.2.3 und 3.2.4 beschriebene
Farbeprozedur durchgefihrt. Die Absolutzahlen der Zelllinien wurden Utber die
ermittelten prozentualen Werte der Durchflusszytometrie (s. 3.2.5) Uber die
folgende Formel berechnet:

Gesamtzahl PBMC * mittels FACS ermittelter Prozentwert der Subpopulation
100

Die Anzahl der PBMCs wurde aus dem parallel entnommenen grofR3en Blutbild

Zellzahl einer Subpopulation =

im Zentrallabor der Uniklinik Wirzburg wie folgt berechnet:

PBMC = Lymphozyten + Monozyten

3.3 Immunhistologische Methoden

Intraoperativ. gewonnene Tumorproben und Lymphknotenmetastasen von
Patienten aus dem Deutschen Nebennierenkarzinom-Register wurden zur
weiteren  Aufarbeitung zundchst in das Pathologische Institut der

Universitatsklinik Wirzburg oder der jeweils zustandigen Pathologie verbracht
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und in Paraffin gebettet. Als Positivkontrolle der immunologischen Farbungen
fungierte Gewebe aus menschlichen Tonsillen, als Positivkontrolle fir CD209

positive dendritische Zellen wurde Uterusgewebe verwendet.

3.3.1 Herstellung der Paraffinschnitte

Die in Paraffin gebetteten Gewebebldocke wurden fir 60 min bei -20°C gekunhlt.
Anschlielend wurden an einem Mikrotom Hn 40 (Fa. Jung, Heidelberg,
Deutschland) 2 pm dicke Gewebeschnitte hergestellt. Im weiteren Arbeitsschritt
wurden die Schnitte in einem Wasserbad bei ca. 50 °C auf einen Objekttrager
(Objekttrager SuperFrost Plus, Fa. Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)

aufgetragen, getrocknet und danach an einem trockenen Ort aufbewahrt.

3.3.2 Farbung der Paraffinschnitte mit Antikérpern
Uber folgende absteigende Alkoholreihe wurde das Paraffin entfernt:

Xylol 100 % 2 x 12 min

Ethanol 100 %

Ethanol 90 %

Ethanol 80 %

Ethanol 70 %
Anschlieend wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gewaschen.
Daraufhin wurden die Schnitte in einem Dampfdrucktopf mit einem 10
mikromolaren Citratpuffer (Na-Citrat, pH 6,0) fur 13 Minuten gekocht. Die
Schnitte, welche fur die FoxP3-Farbung bestimmt waren, wurden zusétzlich mit
einer Target Retrieval Solution (Fa. Dako Cytomation Denmark A/S, Glostrup,
Danemark) im Dampfdrucktopf gekocht. Nach dem Kochen wurden die Schnitte
dreimalig mit destilliertem Wasser und zweimalig mit 0,01 molarem Tris/NaCl-
Puffer (12,1 g Tris, 90 g NaCl, 10 | Aqua dest., pH 7,6) gewaschen. Um eine
unspezifische Bindung zu verhindern, wurde das Gewebe mit humanem Serum
der Blutgruppe AB fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte die Farbung der Gewebeschnitte
mit den Primarantikérpern (s. Tabelle 4 und 5), welche wie in Tabelle 5
aufgefihrter Konzentration in Antikdrper-Diluent (Fa. Dako Cytomation

Denmark A/S, Glostrup, Danemark) verdinnt wurden. Fur eine Stunde und bei
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Raumtemperatur erfolgte die Inkubation in einer feuchten Kammer. Es folgten 3
Waschschritte Uber jeweils 5 Minuten in 0,01 molarem Tris/NaCl-Puffer. Nun
wurden die Gewebeschnitte mit Sekundarantikorpern (s. Tabelle 6) fur eine
Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Darauf folgten erneut 3 Waschschritte mit 0,01 molarem Tris/NaCl-Puffer und
eine DAPI-Zellkernfarbung mit Vectashield (Fa. Vector Laboratories, Inc.,
Burlingame, CA 94010 U.S.A))

Tabelle 4: Verwendete Priméar-Antikdrperkombinationen der immunhisto-

chemischen Farbungen

Set Kombination
2 CD3 + CD8
4 CD19 + CD209

Tabelle 5: Verwendete Primar-Antikdrperpaare der immunhistochemischen

Farbungen

Primér-

Antikérper/Klon Konzentration Isotyp/Ursprung Hersteller

Novocastra Laboratories
CD4/ 1F6 : IgG / Maus Ltd., Newcastle Upon Tyne,
UK

FoxP3/ 236A/E7 IgG / Maus Abcam plc, Cambridge, UK

CD209
1:50 IgG / Hase Abcam plc, Cambridge, UK
(DC-SIGN)
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Tabelle 6: Verwendete Sekundar-Antikorper bei den immunhistochemischen

Farbungen

Sekundér- . . .

Antikérper Isotyp/Ursprung Konzentration Konjugation Hersteller
Dianova,

Anti-Hase IgG / Esel 1:100 Cy3 Hamburg,
Deutschland
MoBiTec

Anti-Maus IgG / Esel 1:400 Alexa Fluor 488 Gottingen,
Deutschland

3.3.3 Messung und Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Es wurden 10 représentative Bilder aus verschiedenen Regionen mit einem
Immuninfiltrat der Tumorschnitte mittels eines 60-fach Ol-lImmersionsobjektivs
eines Axiovert 135 Mikroskops der Firma Carl Zeiss und einer Axiocam MRm
Videokamera Uber das Programm Carl Zeiss Advanced Imaging Microscopy
Browser (Version 4.0, Carl Zeiss, Deutschland) erstellt. Die Bilder wurden mit
dem Programm ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, NIH,
USA) ausgewertet und ein Mittelwert errechnet (Bilder pro HighPowerField
(hpf)).

Die statistischen Auswertungen sowie grafische Darstellungen erfolgten mit den
Programmen EXCEL (Microsoft Office, USA) und Prism (Version 5.0a,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).

3.4 Die Wirkung von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen bei
Mausen

Die Experimente mit den Mausen wurden am Institut fir Zellulare und
Molekulare Immunologie der Universitatsmedizin Goéttingen durch die
Arbeitsgruppe von Reichardt nach den ublichen ethischen Standards und nach
Genehmigung durch die Behérden des Landes Niedersachsen durchgefihrt.

3.4.1 Mauslinien und Versuchsaufbau
Verwendet wurden Mause der Linie C57BI/6 aus der Tierzucht der Universitat

Gottingen. Es wurden sowohl méannliche als auch weibliche Mause verwendet,
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das Alter betrug 8 bis 12 Wochen. Gehalten wurden die Mause in separat
ventilierten Kafigen in einer keimfreien Umgebung. Die Blutentnahme erfolgte
Uber Einstiche am Schwanz der Mause, oder direkt aus dem Herz, nachdem die
Mause mittels Kohlenstoffdioxid getotet wurden. AulRerdem wurden
Immunzellen aus den Milzen der Mause gewonnen.

Ahnlich dem Glukokortikoidschema der Horsturzpatienten (siehe Seite 35) und
anderer Therapieschemata bei Autoimmunerkrankungen wurden den Mausen
zunéachst an drei aufeinander folgenden Tagen Dexamethason intraperitoneal (i.
p.) verabreicht[184; 185]. Der Versuchsaufbau wurde so angepasst um
Unterschiede bezogen auf die Pharmakokinetik und die Handhabung von
Glukokortikoiden zwischen Mausen und Menschen untersuchen zu kénnen[186;
187]. Im Gegensatz zum Glukokortikoidschema der Horsturzpatienten (siehe
Seite 35) wurde aufgrund des etablierten Versuchsmodells bei Mausen sowohl
die Applikationsart des Glukokortikoids als auch das Glukokortikoid selbst
gewechselt.

Es wurden verschiedene Kohorten gebildet, welche sich durch die Dosierung
des Dexamethasons unterschieden (i. p. pro Kilogramm Korpergewicht; Dexa-
ratio-pharm, Fa. ratiopharm, Ulm, Deutschland):

Kohorte 1: 0,8 mg

Kohorte 2: 4 mg

Kohorte 3: 20 mg

Kohorte 4: 100 mg

Die Kohorte 4 erhielt zuséatzlich eine 11-tagige orale Applikation von ldslichem
Dexamethason (Fa. Sigma, Taufkirchen, Deutschland) in folgender
absteigender Dosierung uber das Trinkwasser:

Tag 4-7: 10 mg/l p. o.

Tag 7-11: 5 mg/l p. o.

Tag 12-14: 1 mg/l p. o.

3.4.2 Gewinnung von Lymphozyten

Die unmittelbar nach Toétung der Mause enthommenen Milzen wurden durch
Nylon-Siebe der MaschengréRe 40 pum (Fa. BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland) gerieben und anschliel3end in FACS-Puffer (PBS mit 0.5% BSA
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und 0.05% NaNs) aufgenommen. Die sich in der Milz befindlichen Erythrozyten
wurden lysiert. Anschlie3end wurden die Lymphozyten gezahilt.
Die Absolutzahl der Lymphozyten aus dem Blut wurde durchflusszytometrisch

Uber eine definierte Menge Blut bestimmit.

3.4.3 Farbung der Zellen

Fur die Farbung der Zellen wurden gegen mausspezifische Leukozytenantigene
gerichtete Antikorper verwendet (s. Tabelle 7). Es wurden Antikorper mit direkt
gekoppelten Fluoreszenzmolekilen (FITC, PE, PerCP, PE-Cy7, Cy5, APC,
APC-Cy7) verwendet.

Tabelle 7: Verwendete Antikdrper der intra- und extrazellularen Farbung bei den

Maus-Versuchen

Antigen/Klon Hersteller

CD3 e/ 145-2C11 BD Pharmingen™
CD4 / RM4-5 BD Pharmingen™
CD8a / 53-6.7 BD Pharmingen™
CD25/PC61 BD Pharmingen™

TCRap / H57-597

BD Pharmingen™

GR-1/RB6-8C5

BD Pharmingen™

B220 / RA3-6B2

BD Pharmingen™

FoxP3 / FIK-16S

eBioscience™

3.4.4 Durchflusszytometrie
Die Analyse der gefarbten Lymphozyten erfolgte in FACS-Canto 1l (BD
Biosciences, Heidelberg, Deutschland) und die gewonnen FACS-Daten wurden

mit FlowJo (Tree Star, Inc., Ashland, Oregon, USA) ausgewertet.

3.5 Untersuchung des peripheren Blutes auf regulatorische T-Zellen
immunologisch gesunder Patienten unter Glukokortikoidsto3therapie

Es wurden 16 immunkompetente Uber 18-jahrige Patienten aus der Wirzburger
Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenerkrankungen mit einem akuten Horsturz,
welche eine isolierte Glukokortikoidtherapie (modifiziertes Stennert-Schema)

erhielten, in die Studie eingeschlossen. Ausschlusskriterien waren eine
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Glukokortikoidtherapie in den letzten 8 Wochen vor Beginn des Stennert-
Schemas, ein endogener Glukokortikoidexzess, eine maligne Erkrankung, eine
Autoimmunkrankheit, eine anderweitige immunsuppressive Therapie oder das
Vorliegen einer akuten oder chronischen Infektion. Zudem mussten andere
Ursachen eines plotzlichen Horverlustes wie Durchblutungsstorungen,
Medikamente, toxische Substanzen, Nervenstorungen, Stoffwechseler-
krankungen, Stérungen des Flussigkeits-Haushaltes der Cochlea, hormonelle
Ursachen und Infektionen als organische Ursache des Horverlustes
ausgeschlossen werden.

Das regulare Stennert-Schema enthalt neben dem hochdosierten
Glukokortikoid-Praparat  zusatzliche Infusionen von Hydroxyethylstarke
(HAES®) und Pentoxifyllin (Trental®). Da dies die Freisetzung von TNF-a sowie
diverser anderer Interleukinen hemmt, wurde in unserer Studie bei den
Probanden auf die Gabe von Pentoxifyllin verzichtet. Die Patienten bekamen
folgendes Prednisolon-Schema verabreicht (s. Abbildung 3):

Tag 1-3: 250 mg/d i. v.

Tag 4: 150 mg/d i. v.

Tag 5-9: 100 mg/d p. o.

Tag 10-11: 75 mg/d p. o.

Tag 12: 50 mg/d p. o.

Tag 13: 20 mg/d p. o.

Tag 14: 10 mg/d p. o.

Die Blutentnahme erfolgte am ersten Tag unmittelbar vor Beginn der
Infusionstherapie sowie 14 Tage nach der ersten Glukokortikoidgabe. Es wurde
2,5 ml Blut zur Bestimmung eines grof3en Blutbildes (Gerinnungshemmer:
EDTA) sowie 40 ml heparinisiertes Blut (5000 IE Heparin-Natrium, Fa.
ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) entnommen und anschlieBend einer
FACS-Untersuchung zugefihrt (s. Kapitel 3.2.1 bis 3.2.6).

Am Tag 14 wurde zusatzlich ein ACTH-Test durchgefihrt, um die Funktion der
Nebenniere zu Uberprifen. Hierzu wurde eine Ampulle Synacthen (0,25 mg/ml
Tetracosactid-hexaacetat, Novartis Pharma, Aulendorf, Deutschland) intravends

verabreicht und zum Zeitpunkt der Applikation sowie 60 Minuten spéater die
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Konzentration des Serum-Kortisols durch das endokrinologische Routinelabor

bestimmt.

7N
b

250 i.w. 150 i 100 p.o. 75 50 20 10
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Prednisolon-Dosis ‘_'—|_‘_

Tag 1 Tag 14

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Ablaufes und der Medikation der

Glukokortikoidstudie, Applikationsform und Dosierungen in Milligramm

3.6  Statistik

Die Daten wurden als Mittelwert mit Standardabweichungen (+ SD) dargestellt.
Fir die statistische Analyse wurde eine ANOVA-Varianzanalyse gefolgt vom
Bonferroni Vergleichstest durchgefihrt. Alle Tests wurden mit der Software
Prism (Version 5.0a fur Macintosh, GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)
berechnet. Als statistisch signifikant wurden alle Werte, die kleiner als 5% sind,
gesehen, das heil3t der p-Wert ist kleiner 0,05.

Durch Kaplan-Meier-Kurven erfolgte die Darstellung der Uberlebensanalysen.
Mit Hilfe des Log rank-Tests wurden signifikante Unterschiede im
Gesamtiuberleben (OS/ overall survival) dargestellt.

Nach Cox wurde die multivariate Uberlebensstatistik unter Beriicksichtigung der
Zeit bis zum Ereignis Rezidiv oder Tod aus den angegebenen Einflissen
(Prediktoren) ein Score (Prognose-Index) berechnet. Patienten mit hohem
Prognose-Index haben eine schlechte Prognose.

Zur Durchfuhrung der Berechnungen wurden die Programme SPSS (Fa. IBM
Corporation, Armonk, New York, USA) und Prism (Version 5.0a fir Macintosh,
GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Regulatorische T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit
Nebennierenkarzinom

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Frequenz von regulatorischen
T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit ACC untersucht. Die Mittelwerte
der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen als Subpopulation der T-Helfer-
Zellen der Tumorpatienten betrugen in der Gruppe 1 (ACC-Patienten aktuell
tumorfrei) 7,99 (= 6,1) %, in der Gruppe 2 (ACC-Patienten aktuell mit Tumor
ohne Cortisolexzess) 9,0 (£ 7,9) % und in der Gruppe 3 (ACC-Patienten aktuell
mit Tumor und Cortisolexzess) 11,0 (x 7,8) % (s. Abbildung 4). In der
Kontrollgruppe der gesunden Probanden betrug der Mittelwert der
regulatorischen T-Zellen als Subpopulation der CD4 positiven T-Zellen 4,4 (+
1,2) %. Im Vergleich der einzelnen Gruppen in der Anova-Varianzanalyse
(Dunn’s Multiple Comparison Test) zeigte sich ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den Gruppen 1 bis 3 (jeweils
p<0,01). Im Vergleich der einzelnen ACC-Gruppen stellte sich lediglich im
Vergleich der Gruppe 1 (ohne Tumor) mit der Gruppe 3 (mit Cortisolexzess) ein
signifikanter Unterschied dar (p<0,05). Der Vergleich der Gruppe 1 mit 2 sowie
der Gruppe 2 mit 3 brachte jeweils keinen signifikanten Unterschied zur

Darstellung.

4.2 Assoziation zwischen peripheren Regulatorischen T-Zellen und der
Prognose beim Nebennierenkarzinom

Wenn man versucht die Frequenz der regulatorischen T-Zellen mit dem
Uberleben der Patienten zu Korrelieren, zeigt sich bei den Patienten ein
schlechteres Uberleben, bei denen hohere Anzahlen von zirkulierenden
regulatorischen T-Zellen vorhanden waren. In der 1. Quartile zeigte sich ein
mittleres Uberleben von 39,3 Monaten, in der 2. Quartile 27,1 Monate, in der 3.
Quartile 20,7 Monate und in der 4. Quartile ein mittleres Uberleben von 19,9
Monaten (s. Abbildung 5). Auch in der univariaten Analyse zeigte sich im
Vergleich der Anteile der regulatorischen T-Zellen {ber und unter dem
Medianwert ein signifikant negativer Effekt auf das Uberleben. Es zeigte sich

eine mittlere Uberlebenszeit von 33,3 Monaten im 1. und 2. Quartil, im 3. und 4.
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Quartil hingegen eine Uberlebenszeit von 21,7 Monaten. Die Hazard Ratio
betrug hier 1,854 (95%-Cl 1,088-3,158; p=0,023) (s. Abbildung 6).
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Abbildung 4: Grafische Darstellung der Verteilung der regulatorischen T-Zellen bei
Nebennierenkarzinompatienten (ACC) und der Kontrollgruppe gesunder Probanden; CS=
Cushing Syndrom / tumorbedingter Cortisolexzess; Signifikanzniveau: *=p<0,05; **=p<0,01
**=p<0,001

Adjustiert man die Ergebnisse in eine Multivariat-Analyse auf die Tumormasse
und den Kortisolexzess waren diese nicht mehr signifikant. In den drei
Tumorgruppen (s. Kapitel 3.1) zeigten sich folgende Unterschiede im
Uberleben: Patienten, die aktuell tumorfrei waren (G1), hatten ein mittleres
Uberleben von 37,1 Monaten, Patienten der Gruppe 2 ein mittleres Uberleben
von 21,2 Monaten (Hazard Ratio 5,7, 95%-Cl 2,803-11,478, p<0,001) und
Patienten der Gruppe 3 ein mittleres Uberleben von 11,2 Monaten (Hazard
Ratio 14,3, 95%-Cl 6,841-29,746, p<0,001) (s. Abbildung 7).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 5: Uberlebensraten in Abhéngigkeit der Anzahl regulatorischer T-Zellen im
peripheren Blut (Kaplan Meier)
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Abbildung 6: Uberlebensraten in Abhangigkeit der Anzahl zirkulierender regulatorischer T-
Zellen (p=0,023)
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Uberlebensfunktion
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Abbildung 7: Uberlebenszeit in Abhangigkeit des Tumorstadiums und des Steroidexzesses

4.3  Tumor-Immuninfiltrate beim Nebennierenkarzinom

Fur die immunhistologische Aufarbeitung der Tumorimmuninfiltrate von
Nebennierenkarzinomen  wurden  Primartumore, Rezidivtumore  und
Metastasengewebe verwendet. Es wurden 63 Primar-, 7 Rezidivtumore und 11
Metastasen jeweils mit Antikdrper gegen CD3, CD4, CD8 und FoxP3 gefarbt.
Als Positivkontrolle diente Tonsillengewebe. Auf die Infiltration von CD19 posi-
tiven B-Zellen und CD209 positiven dendritischen Zellen wurden 29 Primar-, 5
Rezidivtumore und 7 Metastasen untersucht. Des Weiteren wurden 7
Nebennierenadenome auf Infiltration von Immunzellen analysiert. Als
Positivkontrolle fur die Farbungen CD3, CD4, CD8, CD19 und FoxP3 diente
Tonsillengewebe, fur die CD209-Farbung Uterusgewebe.

Die meisten Tumore zeigten eine Infiltration durch CD3, CD4, CD8, FoxP3 oder
CD209 positive Immunzellen, wobei die Streuung sehr grol3 ist (s. Abbildungen

8-16, Tabelle 8). Weder bei den untersuchten Primartumoren, noch
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Rezidivtumoren oder Metastasen zeigte sich eine Infiltration des
Tumorgewebes durch CD19 positive B-Zellen.

Auffallig war, dass bei den Farbungen CD3 und CD8 2 deutliche Ausreil3er zu
verzeichnen waren. Es handelte sich hier um eine bei Diagnosestellung 56-
jahrige  Frau im Stadium ENSAT 2 ohne Lymphknotenbefall oder
Fernmetastasen und einen 72-jahrigen Mann mit dem Tumorstadium ENSAT 4
mit Lymphknotenbefall und Fernmetastasen. Die Frau zeigte ein unauffalliges
Hormonmuster und lebte 66,4 Monate nach Diagnosestellung noch. Zum

Hormonstatus des Mannes ist nichts bekannt, er verstarb nach 12,3 Monaten.

Im Vergleich der Tumorinfiltrate von Metastasen, Primar-, Rezidivtumoren in
einer Anova-Varianzanalyse (Dunn’s Multiple Comparison Test) zeigte sich kein

signifikanter Unterschied.

4001

3001

200+

CD3* Zellen/HPF

Abbildung 8: Anzahl der CD3 positiven T-Lymphozyten pro High Power Field (HPF) in

Nebennierenkarzinomen; 7 Nebennierenadenome und eine Tonsille als Kontrollgewebe
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Abbildung 9: Anzahl der CD4 positiven T-Lymphozyten pro High Power Field (HPF) in
Nebennierenkarzinomen; 7 Nebennierenadenome und eine Tonsille als Kontrollgewebe

Abbildung 10: Immunhistologische Farbung von CD3 (rot) und CD4 (griin) positiven T-Zellen im

Nebennierenrindenkarzinom, Zellkerne blau
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Abbildung 11: Anzahl der CD8 positiven T-Lymphozyten pro High Power Field (HPF) in

Nebennierenkarzinomen; 7 Nebennierenadenome und eine Tonsille als Kontrollgewebe

Abbildung 12: Immunbhistologische Farbung von CD3 (rot) und CD8 (griin) positiven T-Zellen im

Nebennierenrindenkarzinom, Zellkerne blau
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Abbildung 13: Anzahl der FoxP3 positiven regulatorischen T-Zellen pro High Power Field (HPF)

in Nebennierenkarzinomen; 7 Nebennierenadenome und eine Tonsille als Kontrollgewebe

Abbildung 14: Immunhistologische Farbung von FoxP3 positiven (im Zellkern griine Farbung),
regulatorischen T-Zellen im Nebennierenrindenkarzinom, rote Féarbung entspricht dem Marker
CD3, Zellkerne blau
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Abbildung 15: Anzahl der CD209 positiven dendritischen Zellen pro High Power Field (HPF) in

Nebennierenkarzinomen; 7 Nebennierenadenome und ein Uterus als Kontrollgewebe

Abbildung 16: Immunhistologische Farbung von dendritischen Zellen im Nebennierenkarzinom,
rote Farbung entspricht dem Marker CD209, Zellkerne blau, griin CD 19 (nicht vorhanden)
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Tabelle 8 Anzahl der Immunzellen pro HPF bei Nebennierenkarzinom,

Nebennierenadenomen bzw. Kontrollgewebe

Farbung

FoxP3

Gewebe Mittelwert SD Median Range

Rezidiv

Primartumor 15,98 0-8

Metastase 12,84 0-41,4

Tonsille

Rezidiv

Adenom

Primartumor 0-1

Metastase

Tonsille

Rezidiv 1,6-5,91

Uterus
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4.4  Korrelation der Immuninfiltrate mit dem Gesamtiberleben

Da in Studien bei anderen Tumorentitdten ein Immuninfiltrat mit einem
besseren Uberleben korreliert, sollte auch bei den untersuchten
Nebennierenkarzinomen festgestellt werden, ob ein Immuninfiltrat mit einem

prognostisch besseren Uberleben der Patienten korreliert.

4.4.1 Korrelation des T-Zell-Immuninfiltrats mit dem Gesamtiberleben

Korreliert man die Anzahl der tumorinfiltrierenden CD3 T-Zellen (eingeteilt nach
Quartilen bzw. dem Median) mit dem Uberleben, so zeigte sich bei keiner
Gruppe ein signifikantes Ergebnis. Es zeigten sich jedoch im Vergleich zur 1.
Quartile folgende Hazard Ratios bezuglich des Risikos "Tod": 2. Quartile: 0,403,
3. Quatrtile: 0,739 und 4. Quartile: 0,433. Wenn man die Gruppe beim Median
der CD3 positiven Zellen schneidet, ergeben sich keinerlei Unterschiede
(Hazard Ratio: 0,9). Die weiteren Zahlen (inklusive der Konfidenzintervalle) sind
in Tabelle 9 wiedergegeben. Ahnliches zeigt sich bei der Analyse der CD8
positiven zytotoxischen T-Zellen, bei denen in den verschiedenen Subgruppen
keine signifikanten Unterschiede zu sehen waren. Wie in Tabelle 10 dargestellt,
zeigte sich jedoch ein Trend, bei dem Patienten mit grof3eren Immuninfiltraten
ein langeres medianes Uberleben zeigten. Bei den T-Helfer-Zellen war
ebenfalls ein Trend zu sehen (s. Tabelle 11 und Abbildung 17 A und B). Die
Patienten mit sehr wenigen CD4 positiven Zellinfiltraten hatten ein deutlich
kirzeres medianes Uberleben: 21 Monate der 1. Quartile vs. > 60 Monate in
den anderen Quartilen. Erstaunlicherweise spiegelte sich dieser Trend, wie in
Tabelle 12 ersichtlich, auch bei Tumorinfiltration durch CD3 und FoxP3 positive
T-Zellen wider: bei wenigen Immuninfiltraten stellte sich ein kiirzeres medianes
Uberleben dar. Da das Uberleben innerhalb der Gruppe heterogen war bzw. die
GruppengroRe insgesamt zu klein war, war dieser Unterschied im Grundeffekt

nicht signifikant.
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4.4.2 Korrelation des Immuninfiltrats durch dendritische Zellen mit dem
Gesamtuberleben

Korreliert man tumorinfiltrierende CD209 positive dendritische Zellen mit dem
Gesamtiuberleben eingeteilt nach Quartilen, zeigte sich in der 3. Quatrtile eine
signifikante Hazard Ratio von 14,533 (p=0,010). Sonst ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede. Teilt man hier die Gruppe durch den Median zeigte
sich eine signifikante Hazard Ratio der Quartilen 3+4 verglichen zu den
Quartilen 1+2: 5,169 (p=0,024). Betrachtet man das mediane Uberleben, so
zeigt sich bei einem Immuninfiltrat durch CD 209 positive dendritische Zellen
wie in Tabelle 13 und Abbildung 18 A und B dargestellt ein nahezu
proportionaler, jedoch in der Gesamtheit nicht signifikanter Trend: Patienten, die
ein gréReres Immuninfiltrat aufwiesen, zeigten ein kiirzeres Gesamtiuberleben.

Jedoch muss hier die geringe Fallzahl unbedingt beachtet werden.

Tabelle 9: Darstellung der Hazard Raten sowie des medianen Gesamt- und

Rezidiv-freien Uberlebens bei einem Immuninfiltrat durch CD3* Zellen (n=58)

Rezidiv-freies Uberleben

Gesamtiberleben

0,74 (0,301-1,818) 0,510 0,83 (0,361-1,913) 0,664
m 0,90 (0,447-1,823) 0,775 1,34 (0,706-2,558) 0,369

0,154

0,734

10,1
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Tabelle 10: Darstellung der Hazard Raten sowie des medianen Gesamt- und
Rezidiv-freien Uberlebens bei einem Immuninfiltrat durch CD8* Zellen (n=58)

Rezidiv-freies Uberleben

Gesamtiberleben

Lot ] eerer ] ] Reeenz [
0,66 (0,270-1,597) 0,354 0,63 (0,293-1,371) 0,247
m 0,67 (0,330-1,337) 0,252 0,81 (0,423-1,559) 0,532

Goww | w1 e

0,339

0,385

Tabelle 11: Darstellung der Hazard Raten sowie des medianen Gesamt- und

Rezidiv-freien Uberlebens bei einem Immuninfiltrat durch CD4* Zellen (n=58)

Rezidiv-freies Uberleben

Gesamtiberleben

Louatl | Reeenz || Reen | |
0,42 (0,157-1,113) 0,081 1,33 (0,564-3,152) 0,512
m 0,63 (0,305-1,291) 0,205 1,43 (0,739-2,774) 0,288

0,082

0,539
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Tabelle 12: Darstellung der Hazard Raten sowie des medianen Gesamt- und
Rezidiv-freien Uberlebens bei einem Immuninfiltrat durch CD3*FoxP3* Zellen
(n=58)

CD3*FoxP3* Gesamtiberleben Rezidiv-freies Uberleben

1,03 (0,432-2,443) 0,950 0,86 (0,365-2,041) 0,738

- Medianes Uberleben in Medianes Rezidiv-
Mo. freies Uberleben in Mo.

Tabelle 13: Darstellung der Hazard Raten sowie des medianen Gesamt- und
Rezidiv-freien Uberlebens bei einem Immuninfiltrat durch CD209* dendritische
Zellen (n=28)

CD209* Gesamtiberleben Rezidiv-freies Uberleben

I N I N
14,35 (1,895-108,679) 0,010 2,67 (0,480-14,789) 0,262
m 5,17 (1,237-21,593) 0,024 3,17 (0,987-10,173) 0,053

0,556

9,5

0,47
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Abbildung 17: Mediane Uberlebensraten in Abhangigkeit der GréRe des Immunifiltrates durch
CD4 positive T-Zellen (Kaplan Meier); A Darstellung der Quartile 1-4, B Gegenuberstellung der

Quartile 1+2 und 3+4
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Abbildung 18: Mediane Uberlebensraten in Abhangigkeit der GroRe des Immunifiltrates durch
CD209 positive dendritische Zellen (Kaplan Meier); A Darstellung der Quartile 1-4, B
Gegeniberstellung der Quartile 1+2 und 3+4

45 Korrelationen der Immuninfiltrate mit dem Rezidiv-freien Uberleben
Da in vorhergegangenen Studien anderer Tumorentitdten ein Immuninfiltrat
nicht nur das Gesamtiiberleben, sondern auch das Rezidiv-freie Uberleben

beeinflussen  kann, wurde im Folgenden untersucht, ob bei
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Nebennierenkarzinomen ein Immuninfiltrat mit dem Rezidiv-freien Uberleben

korreliert.

4.5.1 Korrelation des T-Zell-immuninfiltrats mit dem Rezidiv-freien Uberleben
Korreliert man die Anzahl der tumorinfiltrierenden CD3 T-Zellen (eingeteilt nach
Quartilen bzw. dem Median) mit dem Uberleben, so zeigte sich bei keiner
Gruppe ein signifikantes Ergebnis. Es zeigten sich jedoch im Vergleich zur 1.
Quartile folgende Hazard Ratios bezliglich des Risikos "Rezidiv": 2. Quatrtile:
0,31, 3. Quartile: 0,83 und 4. Quartil: 0,74. Wenn man die Gruppe beim Median
der CD3-Zellen schneidet, ergeben sich keinerlei Unterschiede (Hazard Ratio:
1,34). Die weiteren Zahlen (inklusive der Konfidenzintervalle) sind in den
Tabellen 9-13 wiedergegeben. Bei Betrachtung des medianen Rezidiv-freien
Uberlebens in Abhangigkeit eines Immuninfiltrats durch CD3 positive T-Zellen,
zeigten sich keine Unterschiede in den Quartilen.

Ein leichter Trend zu einem langeren medianen Rezidiv-freien Uberleben zeigte
sich bei Patienten, deren Tumore eine groBere Anzahl von CD8 positiven
zytotoxischen T-Zellinfiltrate aufwiesen: 8,8 Monate der Quartilen 1+2 vs. 19,2
Monate der Quartilen 3+4. Analog zu den Daten des Gesamtiberlebens war
das Rezidiv-freie Uberleben innerhalb der Gruppe heterogen und die
Gruppengrof3e insgesamt zu klein, sodass auch hier der Unterschied im
Grundeffekt nicht signifikant war.

Eine groBere Anzahl von Tumorimmuninfiltraten durch CD4 positive T-
Helferzellen als auch durch CD3 und FoxP3 positive T-Zellen zeigte keinen
Einfluss auf ein langeres Rezidiv-freies Uberleben.

4.5.2 Korrelation des Immuninfiltrats durch dendritische Zellen mit dem
Rezidiv-freien Uberleben

Bei der Korrelation von tumorinfiltrierenden dendritischen Zellen mit dem
Rezidiv-freien Uberleben zeigte sich bei der geringen untersuchten Fallzahl ein
leichter, aber nicht signifikanter Trend zu einem kirzeren medianen Rezidiv-
freien Uberleben, je weniger die Tumore durch dendritische Zellen infiltriert
waren: Quartile 1+2 21,5 Monate vs. 9,4 Monate in den Quartilen 3+4. Die
Hazard Ratios betrugen im Vergleich zur ersten Quartile in der 2. Quartile 0,64,

in der 3. Quatrtile 2,67 und in der 4. Quartile 2,34. Beim Median zeigte sich eine
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Hazard-Ratio von 3,169 fiir das Rezidiv-freie Uberleben durch Tumorinfiltration
durch dendritische Zellen.

4.6 Einfluss von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen in vivo

Da die ersten Ergebnisse der oben dargestellten Untersuchungen einen
Zusammenhang zwischen Glukokortikoid-Exzess und regulatorischen T-Zellen
nahegelegt haben, wurden ab einem bestimmten Zeitpunkt der Arbeit parallel
in-vivo Untersuchungen durchgefuhrt, um diesen Aspekt genauer zu

beleuchten.
4.6.1 Einfluss von Glukokortikoiden auf Immunzellen im Mausmodell

4.6.1.1 Ergebnisse der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen

Die 3-tagige intraperitoneale Therapie mit Dexamethason fihrte zu einem
dosisabhangigen Absinken der absoluten Anzahl der CD4 positiven Zellen im
Blut (s. Tabelle 14). In der Kohorte 4 (100mg Dexamethason) verringerte sich
nach der 3-tagigien Therapie die Anzahl der CD4*-Zellen signifikant auf unter
10 Prozent im Vergleich zu den Kontrolltieren (37,3x10% + 18,8x10* vs. 2,8x10*
+ 1,8x10%), welche keine Glukokortikoide erhielten. Nach der folgenden oralen
Dexamethason-Applikation in der Kohorte 4 stieg die Anzahl der CD4 positiven
Zellen leicht auf 6,3x10% = 1,8x10% Ebenfalls sank die absolute Anzahl
CD4*CD25M"9"FoxP3* regulatorischer T-Zellen dosisabhangig nach 3 Tagen
intraperitonealer Dexamethasonapplikation. Auch war nach der 11-tagigen
Anschlusstherapie bei den regulatorischen T-Zellen ein leichter absoluter
Anstieg zu verzeichnen (0,07x10% £ 0,05x10% vs. 0,22x10% + 0,12x10%).
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Tabelle 14: Absolut- und Prozentzahlen vor und nach Dexamethasongabe im

Blut in Mausen

Tag O Nach 3 Tagen Dexamethasontherapie (i.p., in | Tag 14
mg/kg)
0,8 4 20 100
CDh4* 37,3x104 26,6x104 18,8x10* 14,2x10* 2,8x104 6,3x104
Zellen +18,8x10* +18,9x10* +15,7x104 +6,2x104 +1,8x104 +1,8x104
* *% *k%k
FoxP3* 2,6x104 1,3x104 1,0x104 0,3x104 0,07x104 0,22x104
Zellen® +1,3x104 +1,0x10* +0,9x10* +0,3x10* +0,05x10* | +0,12x104
* *kk *kk * k%
%FoxP3 7,2+1,4 4,8+0,8 5+0,7 3,117 2,7+£0,8 2,91£0,7
Zel I en # *% * **% **% *k%
8 als Subpopulation der CD4*CD25Msh Zellen, # als Prozent der CD4* T-Zellen, *

Standardabweichung

Signifikanzniveau (Bonferroni's Multiple Comparison Test):

*p < 0,05 im Vergleich zu Tag 0; ** p < 0,01 im Vergleich zu Tag 0
*** n < 0,001 im Vergleich zu Tag 0

4.6.1.2 Ergebnisse der regulatorischen T-Zellen in der Milz

Im Vergleich zum Blut zeigte sich in den untersuchten Milzen der gleichen
Mause ein etwas anderes Ergebnis (s. Tabelle 15, Abbildung 19). Nach der 3-
tagigen intraperitonealen Dexamethasontherapie kam es in der Milz zu einem
starken dosisabhangigen Abfall der CD4 positiven Zellen (12,6x10° + 3,8x10° in
der Kontrollkohorte vs. 0,3x10° + 0,2x10° in der Kohorte 4). Im Unterschied zum
peripheren Blut kam es in der Kohorte 4 nach der oralen Applikation zu einem
Anstieg der absoluten Anzahl der CD4 positiven Zellen von 0,3x106 + 0,2x10°
auf 3,0x108 + 1,4x108 (p<0,01). Auch bei den CD4*CD25"9"FoxP3* regula-
torischen T-Zellen kam es zu einem dosisabhangigen Abfall in der Kohorte 4,
jedoch auch zu einer partiellen Erholung der Anzahl der regulatorischen T-
Zellen nach oraler Glukokortikoidapplikation von 0,02x10® + 0,01x108 auf
0,4x108 + 0,2x10° (p<0,01). Die relative Verteilung der regulatorischen T-Zellen
als Subpopulation der CD4 positiven Zellen, zeigt nach 3-tagiger parenteraler
Hochdosis-Therapie  einen Abfall, nach der

signifikanten jedoch
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dosisreduzierten oralen Applikation zu einer signifikanten relativen Erholung
(p<0,05).

Tabelle 15: Absolut- und Prozentzahlen vor und nach Dexamethasongabe in

der Milz in Mausen

Tag 0 Nach 3 Tagen Dexamethasontherapie (i.p., in | Tag 14
mg/kg)

CD 4* 12,6x106 6,0x10° 2,5x108 1,6x10¢ 0,3x106¢ 3,0x106
Zellen +3,8x10°6 +2,2x106% +1,6x106 +1,5x106 +0,2x10°% +1,4x106

*kk *kk *k%k *kk *k%k

%FoxP3 11,1+2.9 10,53+1,3 12,0+0,1
Zellen# .

I+

§ als Subpopulation der CD4* CD25Ne" Zellen, * als Prozent der CD4* T-Zellen,
Standardabweichung,

Signifikanzniveau (Bonferroni's Multiple Comparison Test):

*p < 0,05 im Vergleich zu Tag 0; ** p < 0,01 im Vergleich zu Tag 0

*** n < 0,001 im Vergleich zu Tag 0
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Abbildung 19: Grafische Darstellung Glukokortikoidstudie im Mausmodell. A, C und E:
zirkulierende Immunzellen bei verschiedenen Dexamethason-Konzentrationen und nach 14-
tagiger oraler Dosisreduktion; B, D und F Untersuchung der Immunzellen der Milz bei
verschiedenen Dexamethason-Konzentrationen und nach 14-tagiger oraler Dosisreduktion (A
und B: CD4* Zellen, C und D: FoxP3* regulatorische T-Zellen, E und F: Anteil regulatorischer T-
Zellen an den CDA4+ Zellen), Signifikanzniveau: * p < 0,05 %, *p < 0,01 % n.s. = nicht
signifikant (aus Sbiera S, Dexneit T, Reichardt SD, Michel KD, van den Brandt J, et al. (2011)
Influence of Short-Term Glucocorticoid Therapy on Regulatory T Cells In Vivo. PLoS ONE 6(9):

€24345. doi:10.1371/journal.pone.0024345)
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4.6.2 Einfluss von Glukokortikoiden auf die peripheren Immunzellen

vermeintlich immunologisch gesunder Patienten mit Horsturz

4.6.2.1 Vergleich der absoluten Leukozytenzahlen

Das mittlere Alter der 16 untersuchten Patienten betrug 35,8 + 13 Jahre. Wie
erwartet kam es zu einem signifikanten Anstieg der Gesamt-Leukozyten im
peripheren Blut nach der 14-tdgigen Glukokortikoidtherapie nach dem Stennert-
Schema (s. Tabelle 16). Dieser Anstieg ist vor allem durch eine Verdoppelung
neutrophiler Granulozyten und monozytarer Zellen bedingt. Die Anzahl
eosinophiler und basophiler Granulozyten verédnderte sich nicht. Des Weiteren
kam es zu einem signifikanten 50-prozentigen Anstieg der Lymphozyten von
2x108 auf 3x108 Zellen/ul. Es zeigt sich auch bei den wie in 3.2.6 errechneten
Absolutzahlen der CD3" T-Zellen ein hochsignifikanter Anstieg im Mittel von
1,5x10% auf 2,3x10° Zellen pro Mikroliter (p<0,001). Betrachtet man die
Subpopulationen der CD8* und CD4* Zellen, zeigt sich nach der 2-wdchigen
Glukokortikoidtherapie ebenfalls ein signifikanter mittlerer Anstieg von 11,0x10°
auf 18,0x10° fur CD4* und von 4,0x10° auf 5,8x10° fur CD8* Zellen. Die
genauen Zahlen und die dazugehorigen p-Werte sind in Tabelle 17 ersichtlich.
Mit Ausnahme des Merkmals AITR zeigten sich bei den jeweiligen
Charakterisierungsmerkmalen regulatorischer T-Zellen signifikante Anstiege der
Absolutzahlen. Bei den FoxP3* regulatorischen T-Zellen kam es zu einem
leichten absoluten Anstieg von im Mittel 62x103 auf 82x10° Zellen. Ein nicht
signifikanter absoluter Anstieg von 8,9x10° auf 10,0x102 zeigte sich bei den
AITR positiven regulatorischen T-Zellen. CD4*CD25"e" Zellen verdoppelten
sich in der absoluten Anzahl im Mittel nahezu von 56x10* auf 100x10* Zellen.
Von Beginn an nahmen mit 1,6x10° diejenigen Zellen den groRten Anteil ein,
die CTLA-4 positiv waren. Sie stiegen im Durchschnitt auf 3,0x10° Zellen pro
Mikroliter. Die  Auswertung der FACS-Analysen vor und nach
Glukokortikoidtherapie ist in Abbildung 20 dargestellt.
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Tabelle 16: Absolutzahlen der Leukozyten im peripheren Blut vor und nach 2

Wochen Glukokortikoidtherapie

Zellen

Neutrophile

Eosinophile

Lymphozyten

CD4* Zellen

FoxP3* Zellen

CD127"" Zellen

Absolute Zellzahl

pro pl vor Therapie

4,6 +2,6x 108

1,4+1,4x10°

2,0+0,7 x 108

11,0+ 4,0 x 10°

6,2 +3,5x 104

5,6 + 2,4 x 10*

Absolute Zellzahl
pro pl nach 14
Tagen
Steroidtherapie

9,3+3,7x108

58+ 1,0x10°

3,0+1,3x108

18,0+ 7,7 x 10°

8,2+4,7x104

10,0 + 6,0 x 104
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p-Wert

p<0,01

p<0,001

p<0,05

p<0,001
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Abbildung 20: Regulatorische T-Zellen nach 3 Tagen (A,C,E,G) und nach 14 Tagen (B, D, F, H)
Glukokortikoidstof3therapie bei Horsturzpatienten (aus Sbhiera S, Dexneit T, Reichardt SD,
Michel KD, van den Brandt J, et al. (2011) Influence of Short-Term Glucocorticoid Therapy on

Regulatory T Cells In Vivo. PLoS ONE 6(9): €24345. doi:10.1371/journal.pone.0024345)
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4.6.2.2 Vergleich der relativen Leukozytensubpopulationen

Wie in Tabelle 17 dargestellt, zeigen sich in der relativen Verteilung der
Subpopulationen der Leukozyten, mit Ausnahme der Eosinophilen, keine
signifikanten Veradnderungen. Bei den eosinophilen Granulozyten kam es zu
einem signifikanten Abfall im Mittel von 2,5 auf 0,9 Prozent (p<0,05). Es kam zu
einem leichten, nicht signifikanten, relativen Anstieg der neutrophilen
Granulozyten von 60,4 auf 68,0 Prozent und zu einem leichten, nicht
signifikanten, relativen Abfall der monozytaren Zellen von 7,5 auf 6,5 Prozent.
Die Haufigkeit der Lymphozyten gemessen an den PBMC blieb gleich (58,0 +
11,0 Prozent vor und 58,0 £ 9,0 Prozent nach Therapie). Die Verteilung der
CD4 und CDS8 positiven Zellen blieb mit 75,5 + 9,0 vs. 24,5 + 9,0 Prozent vor
und 75,7 £ 7,5 vs. 24,3 + 7,5 Prozent nach Therapie ebenfalls nahezu gleich.
Betrachtet man nun die Verteilung der regulatorischen T-Zellen in den
verschiedenen Charakterisierungsmerkmalen, so zeigte sich ein gerade
signifikanter relativer Abfall der CD4*CD25"9"FoxP3* regulatorischen T-Zellen
als Teil der CD4* Zellen von im Mittel 4,0 auf 3,4 Prozent (p<0,05). Die
Frequenz der AITR positiven regulatorischen T-Zellen veranderte sich vor und
nach der Therapie nicht (0,6 Prozent vor und 0,5 Prozent nach Therapie). Ein
signifikanter prozentualer Anstieg war bei den CD4*CD25""CD127- Zellen von
4,0 auf 5,0 Prozent zu verzeichnen(p<0,05). Ein weiterer jedoch nicht
signifikanter Anstieg zeigte sich bei den CD4*CD25"NI"CTLA-4* Zellen von 13,8
auf 15,6 Prozent.
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Tabelle 17: Prozentzahlen der Zellen im peripheren Blut vor nach 2 Wochen

Glukokortikoidtherapie gemessen an den Leukozyten

Zellen Relative Zellzahl vor | Relative Zellzahl p-Wert
Therapie(%) nach 14 Tagen
Steroidtherapie(%)

Basophile’ 0,2+0,5 0,1+0,3 n.s.

Monozyten” 75+23 65+1,7 n.s.

CD3* Zellen* 58,0+ 11,0 58,0+9,0 n.s.

CDS8* Zellen? 245+9,0 243+75 n.s.

AITR* Zellen® 0,6 +0,4 0,5+0,3 n.s.

CTLA-4* Zellen® 13,8+ 11,5 15,6 +12,5 n.s.

*als Prozent der Leukozyten, * als Prozent der PBMC, § als Prozent der CD3* T-Zellen, ® als

Prozent der CD4* T-Zellen, £ Standardabweichung, n.s. nicht signifikant

4.6.2.3 Untersuchung der Nebennierenfunktion nach 14 Tagen
Steroidtherapie

Bei 10 Patienten wurde nach der 14-tdgigen Prednisolongabe ein ACTH-Test
durchgefuhrt. Bei den anderen 6 Patienten war die Durchfihrung aus
logistischen Grunden nicht méglich. Der hierbei bestimmte 60-Minuten-Wert
des Serum-Kortisols muss einen Wert von 20 pg/dl Gberschreiten, damit die
Funktion der Nebenniere laborchemisch als normal gilt. Bleibt der Wert
unterhalb der Grenze von 20 pg/dl, so ist die Nebenniere (partiell oder komplett)
supprimiert.

Bei 8 der 10 Patienten blieb der 60-Minuten-Serum-Kortisol-Wert unter der
Grenze von 20 pg/dl (s. Tabelle 18, Abbildung 21). Die Nebennieren dieser
Patienten waren durch die Glukokortikoidtherapie also laborchemisch
supprimiert. Im Mittel stieg das Serum-Kortisol von 5,3 + 4,1 auf 13,4 + 6,7 pg/dl
60 Minuten nach ACTH-Injektion. Demnach muss bereits nach einer 14-tdgigen
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Hochdosistherapie

Nebennierensuppression gerechnet werden.

Tabelle 18: Werte des ACTH-Stimulationstests

mit Prednisolon

in unserem Fall mit

Patient B

Patient D

Kortisol 0 min
in pg/dl

4,55

28,7

11,4

Kortisol 60 min
in pg/dl

10,1

Patient F 6,27 14,0
Patient N 1,0 6,97
Patient P 1,24 6,69
40+
5 301
(@]
=
£
3
s 20
(@]
X
e
2
]
o 104 /
0

0 min

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Ergebnisse des ACTH-Stimulationstests
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5 Diskussion

5.1 Nebennierenkarzinompatienten mit einer hohen Anzahl zirkulier-
ender Treg haben ein kiirzeres Gesamtiuberleben, der Kortisolexzess hat

jedoch keinen Einfluss auf die Frequenz der Treg

In vielen klinischen Studien wurde gezeigt, dass Tumorpatienten eine erhodhte
Anzahl zirkulierender regulatorischer T-Zellen im Vergleich zu einer gesunden
Kontrollgruppe aufweisen. So zeigten die Arbeitsgruppen von Woo et al. und
Liyanage et al. erhohte Anzahlen zirkulierender regulatorischer T-Zellen bei
Patienten mit nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Ovarialkarzinomen,
Pankreaskarzinomen sowie Adenokarzinomen der Mamma [100; 101]. Deshalb
wurde in dieser Arbeit das periphere Blut von Nebennierenkarzinompatienten
auf regulatorische T-Zellen untersucht. Hier war ein hochsignifikanter
Unterschied bei den zirkulierenden regulatorischen T-Zellen von
Nebennierenkarzinompatienten zu denen gesunder Probanden zu erkennen.
Dies lasst vermuten, dass es analog zu anderen Tumoren beim
Nebennierenkarzinom Mechanismen, wie zum Beispiel die tumorbedingte
Synthese von Interleukinen wie TGF-B oder aber auch die Préasentation von
Tumorantigenen durch antigenprasentierende Zellen gibt, die fur die Erhéhung
des Anteils der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen verantwortlich sind [1].

Interessant und Uberraschend war, dass es ebenfalls einen signifikanten
Unterschied zwischen der Anzahl zirkulierender Treg der Kontrollgruppe und
den zirkulierenden Treg der Nebennierenkarzinompatienten, bei denen zum
Zeitpunkt der Blutentnahme kein Tumor nachweisbar war, zu verzeichnen war.
Eine mogliche Erklarung hierfir kann die Tatsache sein, dass die klinischen und
bildgebenden Untersuchungen nicht sensitiv genug waren, die als tumorfrei
deklarierten Patienten zu dem Zeitpunkt ein nicht erkennbares Tumorrezidiv
hatten. Eine andere Mdglichkeit ist eine Veranderung des Immunsystems durch
den Tumor, die zeitlich Uber die Resektion des Tumors hinaus reicht. Es lasst
die Hypothese zu, dass der Zeitraum zwischen der immunologischen
Veranderung des Immunsystems durch den Tumor und der erneuten
Untersuchung des Bluts nicht ausgereicht hat, und somit die Veranderungen

noch bestanden.
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Da durch klinische Studien gezeigt wurde, dass die Zahl und die Verteilung
regulatorischer T-Zellen durch Anwesenheit von Glukokortikoiden gesteigert
werden und es somit zu einer Glukokortikoid-bedingten erhéhten Anzahl
zirkulierender Treg im Blut von Nebennierenkarzinompatienten mit endogenem
Glukokortikoidexzess kommen kann, wurden in dieser Arbeit die zirkulierenden
Treg von Nebennierenkarzinomen mit und ohne endogenem Steroidexzess
verglichen [152; 153; 154]. Hier zeigte sich entgegen der Erwartungen aus der
Literatur, jedoch in Einklang mit den Ergebnissen aus der Untersuchung
immunologisch gesunder Patienten und des Maus-Modells (siehe Kapitel 4.6),
kein signifikanter Unterschied zwischen den zirkulierenden Treg von Patienten
mit oder ohne endogenen Steroidexzess.

Aus den gewonnenen Daten wurde eine Korrelation zwischen dem
Gesamtuberleben und dem Steroidexzess sowie dem Gesamtuberleben und
der Anzahl regulatorischer T-Zellen durchgefiihrt. Es fiel auf, dass sich das
Uberleben der Tumorpatienten mit und ohne Glukokortikoidexzess deutlich
unterschied. Tumorpatienten mit Cushing-Syndrom hatten ein deutlich kiirzeres
Uberleben als Tumorpatienten ohne Cushing-Syndrom. Die Hazard Ratio zeigte
ein erhbhtes Risiko an einem Tumor, welcher einen Glukokortikoidexzess
verursacht, zu versterben. Hier lasst sich die Kausalitdt nur mutmalfen. Es ist
sicher moglich, dass es durch die Immunsuppression durch den Tumor selbst in
Kombination der Glukokortikoid-vermittelten Immunsuppression zu einer
erhbhten Anzahl von supportiven Infektionen kommt. Auch denkbar sind
Unfallgeschehen, die durch den Glukokortikoidexzess bedingt sind.

Zu erwarten war, dass Patienten, die sich aktuell in Remission befanden, ein
deutlich langeres Uberleben als Patienten die einem nachweisbaren Tumor
hatten.

In der Korrelation der Anzahl regulatorischer T-Zellen mit dem Uberleben zeigte
sich in der univariaten Analyse ein schlechteres Uberleben der Neben-
nierenkarzinompatienten mit einer hoéheren Anzahl zirkulierender regula-
torischer T-Zellen. Dieses Ergebnis konnte die Arbeitsgruppe von Liu et al. bei
Patienten mit Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinomen ebenfalls zeigen [188]. In
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der multivariaten Untersuchung, bezogen auf Tumormasse und den endogenen
Glukokortikoidexzess, liel3 sich jedoch dieses Ergebnis nicht nachweisen.

Aus diesen Daten lasst sich schlie3en, dass eine antihormonelle Therapie des
Nebennierenkarzinoms aufgrund des deutlich schlechteren Uberlebens sinnvoll
ist, da es die hormonellen Wirkungen senkt und die Lebensqualitat steigert.
Eine antihormonelle Therapie mit dem Ziel eine Veranderung in der
Subpopulation der regulatorischen T-Zellen zu erreichen, erscheint aus den

Daten dieser Arbeit nicht sinnvoll.

5.2 Die haufigsten Nebennierenkarzinom-infiltrierenden Immunzellen

sind zytotoxische T-Zellen

Bisher wurde bei vielen Tumorentitaten eine Tumorinfiltration durch das
Immunsystem beschrieben. Literatur Uber Tumor-infiltrierende Zellen bei
Nebennierenadenomen oder -karzinomen ist selten. Es handelt sich meist in
der Literatur um Fallberichte, welche allgemein infiltrierende Lymphozyten
beschreiben, ohne diese phanotypisch weiter zu charakterisieren [189; 190].

In der aktuellen Arbeit wurden die immunhistochemischen Schnitte durch
mehrere Untersucher begutachtet und es zeigten sich keine Unterschiede der
Ergebnisse, was die Aussage der Arbeit daher untermauert.

Ziel dieser Arbeit war es, Nebennierentumore auf die Infiltration durch das
Immunsystem zu untersuchen. Sie zeigt, dass Nebennierentumore -
insbesondere Nebennierenkarzinome - analog zu anderen Tumorarten, wie
dem kolorektalen Karzinom, Glioblastom und dem Ovarialkarzinom, durch
Zellen des erworbenen Immunsystems infiltriert werden [11; 12; 42]. Es wurde
gezeigt, dass bei knapp drei Viertel der untersuchten priméaren
Nebennierenkarzinome ein Immuninfiltrat vorhanden war. Eine vergleichbare
Anzahl von vorhandenen Immuninfiltraten zeigte die Arbeitsgruppe von Erdag
et al., welche die Immuninfiltration von Metastasen eines Malignen Melanoms
untersuchten (71 Prozent der untersuchten Gewebe enthielten ein
Immuninfiltrat) [126]. Insgesamt zeigten 77,8 Prozent der untersuchten
Primartumore ein Tumorinfiltrat durch T-Zellen. Im Vergleich der Mittelwerte der
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pro High Power Field vorhandenen T-Zellen der Metastasen, der Priméar- und
Rezidivtumore fallt auf, dass der Mittelwert der Rezidivtumore nahezu doppelt
so grof3 ist als der der Primartumore (50 vs. 29). Allerdings ist die Anzahl der
untersuchten Rezidivtumore und Metastasen erheblich geringer und zeigt eine
grol3ere Varianz.

Vergleicht man die Tumor-infiltrierenden T-Helfer-Zellen mit den zytotoxischen
T-Zellen (CTL) in Primartumoren, zeigt sich, dass Nebennierentumoren haufiger
durch zytotoxische T-Zellen infiltriert werden. In den untersuchten Primar- und
Rezidivtumoren sind mit einem leichten Ubergewicht der zytotoxischen T-Zellen
gegenuber den T-Helfer-Zellen die Mittelwerte der pro HPF gefundenen
Subgruppen der T-Zellen nahezu gleich (17 vs. 11 und 27 vs. 22). Im
untersuchten Metastasengewebe zeigt sich nahezu ein gleiches Bild: Die
Anzahl der pro HPF gezahlten T-Helfer und zytotoxische T-Zellen ist auch hier
nahezu gleich (8 vs. 10). Die erhdhte Anzahl sowohl der zytotoxischen T-
Lymphozyten als auch der T-Helfer-Zellen in den Rezidivtumoren verglichen mit
den Primartumoren ist durch die groRere Varianz und der kleineren Fallzahl zu
erklaren. Die Beschaffenheit des Immuninfiltrates &ndert sich also bei einem
Rezidivtumor des Nebennierenkarzinoms nicht, &hnlich zu den Ergebnissen der
Arbeitsgruppe von Kim et al. bei Patienten mit Glioblastomen [42]. Vergleicht
man die Anzahl der infiltrierenden CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen (17,8
Zellen/HPF, Standardfehler 5,8) mit anderen Tumorentitaten, zeigten sich bei
kolorektalen Karzinomen mit 92 Zellen/HPF [191] eine groRere Anzahl zyto-
toxischer T-Zellen, bei malignen Melanomen hingegen mit 10,4 zytotoxischen
T-Zellen/HPF (Standardfehler 3,5) eine geringere Anzahl [126]. Im Vergleich
der Nebennierenkarzinom-infiltrierenden CD4 positiven T-Helferzellen zu
anderen Tumorentitaten zeigten sich mit im Mittel 11,0 (SE 2) deutlich weniger
T-Helferzellen/HPF als beim klarzelligen Nierenzellkarzinom (26,6 CDA4*
Zellen/HPF, Standardfehler 26,9) [192], jedoch im Vergleich zum malignen
Melanom mit 6,5 CD4* Zellen/HPF (Standardfehler 1,9) deutlich mehr [126].
Aufgrund der Studien von Aruga et al., Lowes et al. und Fallarino et al. liegt hier
die Vermutung nahe, dass auch beim Nebennierenkarzinom die infiltrierenden

Immunzellen eine Antwort gegen Tumorantigene generieren [27]. Bezuglich des
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Ubergewichts zugunsten der zytotoxischen T-Zellen lasst sich die Hypothese
aufstellen, dass aufgrund des Fehlens von MHC |l Molekulen [34] eine MHC |-
basierte Immunantwort gebildet wird und diese nur durch T-Helfer-Zellen
unterstitzt wird [70; 71; 72]. Ebenso fand die Arbeitsgruppe von Yamamoto et
al. ein Immuninfiltrat in Nebennierenkarzinomen und zeigte ex vivo in 2 von 3
Fallen eine zytotoxische T-Zell-Antwort in Form von einer Lyse gegen autologe
Tumorzellen von Nebennierenkarzinomen. Die Arbeitsgruppe beschrieb jedoch
das Immuninfiltrat nicht ndher [193].

Tumorinfiltrierende regulatorische T-Zellen werden in der vorhandenen Literatur
bei verschiedenen Tumorentitaten beschrieben [15; 106; 107; 108; 109]. In
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass regulatorische T-Zellen Nebennieren-
karzinome, deren Rezidive und metastatischen Absiedlungen infiltrieren. Die
absolute Anzahl der pro HPF im Tumorstroma gefundenen regulatorischen T-
Zellen war jedoch nicht hoch: im Mittel waren 1,9 (Standardfehler 0,5) Treg/HPF
(Median 0, Range 0-18) zu detektieren. Bei anderen Tumorentitaten zeigten
sich ahnliche Werte: Bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurden im Median 8
(Range 1-40) Treg/HPF detektiert[194], bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen
im Mittel 2,2 Treg/HPF (Standardfehler 4) [192] und bei malignen Melanomen
im Mittel 1,8 Treg/HPF (Standardfehler 0,4) [126]. Wirden Glukokortikoide, wie
in der Arbeitshypothese vermutet, zu einem Selektionsvorteil fur regulatorische
T-Zellen fihren, wirde man vermehrt regulatorische T-Zellen in hormonell
aktiven Nebennierenkarzinomen erwarten. Da das aber in dieser Arbeit nicht
der Fall war, ist dies zusatzlich mit den Ergebnissen der Glukokortikoidstudie
mit Horsturzpatienten konform: Bei Anwesenheit eines Glukokortikoid-
produzierenden Tumors kommt es nicht zu einer deutlich erhéhten Absolutzahl
regulatorischer T-Zellen im Tumorstroma.

Gegen die Selektion regulatorischer T-Zellen bei Anwesenheit von
Glukokortikoiden spricht, dass bei der Untersuchung von peripher gewonnenen
zirkulierenden Treg kein signifikanter Unterschied zwischen Tumorpatienten mit
und ohne Cushing-Syndrom vorhanden war.

Beziglich der B-Zellen findet sich wenig Literatur zur Infiltration von soliden

Tumoren durch B-Zellen. In der Arbeit von Erdag et al. konnten CD20 positive
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B-Zellen mit einer mittleren Anzahl von 9,2 Zellen/HPF (Standardfehler 3,5)
beschrieben werden[126]. In der vorliegenden Arbeit wurden Antikorper gegen
das B-Zell-Protein CD19 verwendet und es zeigten sich in allen untersuchten
Tumorproben keine B-Zellen. Ein Fehlen eines B-Zell-Infiltrats bedeutet jedoch
nicht, dass bei Patienten mit Nebennierenkarzinomen keine B-Zell-
Immunantwort generiert wird. Es ist moglich, dass B-Zellen bzw. Plasmazellen
Antikérper gegen Tumorantigene bilden. Durch die Untersuchungen dieser
Arbeit kann jedoch nicht festgestellt werden, ob beim Nebennierenkarzinom
eine B-Zell-Immunantwort generiert wird, oder nicht. Dies sollte in weiteren
Arbeiten untersucht werden.

Die Tumorinfiltration von dendritischen Zellen wurde in anderen
Karzinomentitdten untersucht, bei Nebennierenkarzinomen existieren keine
Vergleichsdaten. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Nebennierenkarzinome,
sowie deren Rezidive und Metastasen durch eine im Vergleich nahezu
identische Anzahl dendritischer Zellen infiltriert werden. Nebennierenkarzinome
haben mit 4,2 CD209 positiven dendritischen Zellen/HPF eine deutlich
geringere mittlere Anzahl Tumor-infiltrierender dendritischen Zellen als bei
Kolonkarzinomen, bei denen 15,4 S100 positive dendritische Zellen/HPF
detektiert wurden [195]. Beim malignen Melanom zeigten sich deutlich weniger
dendritische Zellen/HPF (0,07 SE 0,03, DC-LAMP) [126].

5.3 Das Immuninfiltrat beeinflusst das Gesamtiberleben von

Nebennierenkarzinompatienten nicht

Das Gesamtuberleben von Patienten wird durch eine Immuninfiltration solider
Tumoren beeinflusst [11; 12; 13; 14]. So zeigte sich bei Melanomen und
Ovarialkarzinomen bei Tumorinfiltraten durch CD3 positive T-Zellen und bei
Mammakarzinomen und kolorektalen Karzinomen bei einem Tumorinfiltrat
durch CD8 positive T-Zellen jeweils ein signifikant langeres Uberleben [11; 12;
13; 32; 40; 41]. Die Rolle eines Immuninfiltrats durch T-Helfer-Zellen beztiglich
des Gesamtuiberlebens wird in der Literatur kontrovers diskutiert [27; 39; 70; 71;
72;73; 74, 76; 80; 83].
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In der Arbeit wurde daher eine Korrelation zwischen einem Immuninfiltrat von
Nebennierenkarzinomen und dem Uberleben durchgefiihrt. Im Gegensatz zu
anderen Tumorentitédten zeigt sich bei Patienten mit Nebennierenkarzinomen
kein signifikanter Uberlebensvorteil durch eine Tumorinfiltration von CD3
positiven T-Zellen, CD4 positiven T-Helfer-Zellen oder CD8 positiven
zytotoxische T-Zellen. Bei den T-Helfer-Zellen zeigte sich ein leichter Trend
zum besseren Uberleben, je groRer die Anzahl tumorinfiltrierender CD4
positiver T-Helferzellen war. Es ist moglich, dass es sich hierbei um einen
echten Uberlebensvorteil handelt, der allerdings aufgrund der geringen Fallzahl
und der Heterogenitat des Uberlebens der Patienten maskiert wurde und daher
kein signifikantes Ergebnis entstand.

Tumorinfiltrierende regulatorische T-Zellen werden in vorhandener Literatur
gegensatzlich diskutiert. Bei einigen Tumorentitaten fihrt es zu einem kirzeren
Gesamtuberleben [15; 106], bei anderen Tumorentitdten hingegen zu einem
langeren Uberleben [107; 108; 109]. Insgesamt zeigte sich in dieser Arbeit
beziglich des Gesamtlberlebens kein signifikantes Ergebnis und dies gilt
insbesondere fur Tumor-assoziierte regulatorische T-Zellen.

In der Literatur wurde bisher auch kontrovers diskutiert, ob sich ein
Immuninfiltrat von dendritischen Zellen positiv oder negativ auf das
Gesamtiberleben auswirkt [119; 120; 121; 122; 123; 127]. Im Falle des
Nebennierenkarzinoms zeigte sich in dieser Arbeit ein nicht signifikanter Trend
zum kurzeren Gesamtiuberleben, je gro3er die Anzahl infiltrierender CD209
positiver dendritischer Zellen war. Wenn man die Gruppe beim Median
schneidet und die Hazard Rate berechnet, zeigte sich bei den Patienten ein
signifikant héheres Risiko zu sterben, die ein groReres Immuninfiltrat aufwiesen.
Insgesamt muss bei diesen Ergebnissen jedoch unbedingt beachtet werden,
dass hier nur eine sehr kleine Fallzahl untersucht wurde. Einen Schluss zu
ziehen, dass eine Tumorinfiltration durch dendritische Zellen zu einem
schlechteren Gesamtiiberleben fihrt, erscheint daher nicht sinnvoll. Falls sich
der Trend in den kiinftigen Ergebnissen bestatigt, sollte der Mechanismus im
Bezug auf die dendritischen Zellen, der dazu fiihrt, dass Patienten durch eine

groBere Tumorinfiltration durch CD209 positive dendritische Zellen friher
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versterben, ndher beleuchtet werden. Hypothetisch ist eine Verdnderung des
Tumormilieus in Erwagung zu ziehen, was zu einer Tumorprogression durch
Suppression der T-Zell-Antwort kommt [119; 120; 196]. Ahnliche Ergebnisse
erhielt die Arbeitsgruppe von Sisirak et al. bei denen aggressivere
Mammakarzinome mit einer Tumorinfiltration mit dendritischen Zellen assoziiert
waren [123].

In der bestehenden Literatur wird auch berichtet, dass es durch die Freisetzung
von proinflammatorischen Mediatoren des Immuninfiltrats im Tumor selbst zu
einer Angioneogenese fuhren kann. Durch diese proinflammatorischen
Mediatoren kann daher ein pro-metastatischer Effekt entstehen [197; 198; 199;
200; 201; 202]. Es ist daher auch mdglich, dass dieser Effekt bei einem
Tumorinfiltrat im Nebennierenkarzinom auch vorhanden ist. Daher kann hier nur
spekuliert werden, ob pro- und antitumordse Effekte eines Immuninfiltrates sich
im Falle des Nebennierenkarzinoms gegenseitig aufheben und deshalb kein
signifikant besseres oder schlechteres Ergebnis bezlglich eines

Gesamtiberlebens sichtbar wurde.

5.4 Das Immuninfiltrat beeinflusst das Rezidiv-freie Uberleben von

Nebennierenkarzinompatienten nicht

Das Rezidiv-freie Uberleben wurde in vielen Studien mit Tumor-infiltrierenden
Leukozyten korreliert. In neuroendokrinen Tumoren des Pankreas zeigte sich
bei einer hoheren Immuninfiltration durch CD3 positive T-Zellen ein langeres
Rezidiv-freies Intervall als bei einer geringeren Infiltration [33]. Auch bei
Glioblastomen zeigte sich ein signifikant langeres Rezidiv-freies Uberleben bei
einer Tumorinfiltration von CD8 positiven zytotoxischen T-Zellen [42]. In
selbiger Studie konnte jedoch keine Verlangerung des Rezidiv-freien
Uberlebens bei einem Immuninfiltrat der Gliome durch CD4 positive Zellen
beobachtet werden. Bei Prostata-Karzinomen hingegen zeigte sich ein
signifikant kirzeres Rezidiv-freies Uberleben bei einer erhohten Anzahl

regulatorischer T-Zellen im Tumorinfiltrat [111]. Ein &hnliches Ergebnis,

-69 -



allerdings im Bezug auf die Tumorprogression, zeigte sich bei
Adenokarzinomen des Pankreas [110].

In dieser Arbeit kann jedoch kein Vor- oder Nachteil bezlglich des Rezidiv-
freien Uberlebens aufgezeigt werden. Es zeigt sich bei keinen der untersuchten
tumorinfiltrierenden Immunzellen ein signifikantes Ergebnis. Lediglich bei einer
Tumorinfiltration durch CD8 positive T-Zellen zeigt sich ein leichter Trend zu
einem langeren Rezidiv-freien Uberleben, je groRer das Immuninfiltrat war.
Analog zu dem Trend ein kirzeres Gesamtuberleben zu haben, je mehr
dendritische Zellen im Nebennierenkarzinom vorhanden waren, zeigte sich
passend ein Trend friher ein Rezidiv zu erleiden, je grbRer eine
Tumorinfiltration durch CD209 positive dendritische Zellen war. Jedoch waren
die Ergebnisse nicht signifikant. Auch muss hier die kleine Fallzahl bedacht und
somit das Ergebnis vorsichtig interpretiert werden.

Moglicherweise kann es durch eine hohere Fallzahl hier zu einem signifikanten
Ergebnis kommen. Somit wére ein weiterer moglicher Prognosefaktor fur das
Nebennierenkarzinom identifiziert.

Anders als es in der Literatur bei Pankreaskarzinomen beschrieben wurde,
zeigte sich bei Nebennierenkarzinompatienten kein signifikanter Unterschied
beim Rezidiv-freien Uberleben, wenn die Tumore durch regulatorische T-Zellen
infiltriert wurden. Eine Tumorinfiltration durch regulatorische T-Zellen fihrt
weder zu einer signifikanten Verlangerung, noch zu einer signifikanten

Verkurzung des Rezidiv-freien Gesamtuberlebens.

5.5 Glukokortikoide fuhren im Menschen und im Mausmodell weder zu
einem Anstieg der Subpopulation regulatorischer T-Zellen noch

beeinflussen sie die deren Funktion

Ein Zusammenhang von Glukokortikoiden mit sogenannten Suppressor-T-
Zellen ist seit langem bekannt [149; 150]. Es zeigten sich in in-vivo
Experimenten Beeinflussungen der Treg-Subpopulation durch Glukokortikoide
[151]. In klinischen Studien zeigten sich Anstiege regulatorischer T-Zellen im
peripheren Blut durch eine immunsuppressive Therapie mit Glukokortikoiden
[151; 152; 153; 154]. Ein Ziel der Arbeit war es zu zeigen, wie die
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Subpopulation der regulatorischen T-Zellen auf das Vorhandensein von
Glukokortikoiden in vivo bei gesunden Probanden reagiert.

Ein iatrogen induzierter 14-tagiger Glukokortikoidexzess mit Prednisolon
oberhalb der “Cushingschwelle” verursachte in Menschen eine starke
Leukozytose. Diese war vor allem bedingt durch den bekannten Anstieg der
Granulozyten und Monozyten. Es zeigte sich jedoch entgegen der Erwartung
auch ein leichter Anstieg der Leukozyten, somit auch der T-Lymphozyten
mitsamt deren Untergruppen der T-Helfer- und T-Killer-Zellen. In dieser Arbeit
wird, im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den klinischen Studien der Arbeits-
gruppen von Navarro et al. [152], Braitch et al. [153] und Azab et al. [154], in
einem humanen in-vivo-Versuch gezeigt, dass eine 2-wdchige Therapie mit
Glukokortikoiden, welche zunéchst parenteral und anschlieRend enteral in
langsam reduzierter Dosis verabreicht wurde, keinen Anstieg der relativen
Anzahl der regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut zur Folge hat. Im
Gegenteil: Es zeigte sich ein signifikanter Abfall FoxP3 positiver regulatorischer
T-Zellen. Diese Ergebnisse widersprechen der Arbeit von Tuckermann et. al,
welcher eine Apoptose von T-Zellen durch Glukokortikoide beschrieb [147].

Die Absolutwerte der FoxP3 positiven regulatorischen T-Zellen stiegen
signifikant an. Da jedoch der relative Anteil signifikant abfiel bedeutet das, dass
der Ubrige Anteil der CD4 positiven Zellen deutlich zugenommen haben muss.
Die in der Detailcharakterisierung von regulatorischen T-Zellen einbezogenen
und in der Literatur [90; 91; 92; 93; 94] beschriebenen anderen
Oberflachenmolekiile  zeigten in der relativen Verteilung bis auf
CD4*CD25MhCD127"°" T-Helfer-Zellen keine signifikanten Veranderungen. Bei
den Absolutwerten der Zellpopulationen zeigte sich in den Farbungen CTLA-4,
FoxP3 und CD127'"° ein signifikanter Anstieg. Bei der Farbung AITR veranderte
sich die absolute Zellzahl nicht signifikant.

Die kooperierende Arbeitsgruppe von Reichardt et al. erhielt in einem an das
humane Glukokortikoidschema angepassten murinen Modell ebenfalls einen
dosisabhangigen Abfall FoxP3 positiver regulatorischer T-Zellen im Blut [203].
Interessant war, dass der prozentuale Abfall der regulatorischen T-Zellen

groBer war, als der Abfall der CD4 positiven T-Zellen. Der methodische
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Unterschied zu anderen Arbeitsgruppen, die ebenfalls den Einfluss von GC auf
regulatorische T-Zellen untersuchten, bestand in einer Glukokortikoid-
Monotherapie mit Dexamethason. Hier sollten andere Einflussfaktoren, wie zum
Beispiel die Immunmodulatoren IL-2 oder Vitamin D3, oder Vakzinierung
immunsupprimierter Tiere, ausgeschlossen werden [204; 205]. Dies ist mit den
Ergebnissen von Wiust et al. konform, welcher in einem Mausmodell ein
Abfallen der regulatorischen T-Zellen unter einer Glukokortikoidtherapie, &hnlich
den Therapieschemata bei Multipler Sklerose, beschreibt [186]. Ein Absinken
von regulatorischen T-Zellen durch Verabreichung von Glukokortikoiden im
Mausmodell wurde ebenfalls von Stock et al. beschrieben [206].

In der Milz zeigte sich nach der oralen Anschlusstherapie eine Erholung sowohl
der CD4 positiven Zellen als auch der FoxP3 positiven regulatorischen T-Zellen
auf Werte, welche dem Ausgangswert nahekamen. Im Blut hingegen zeigte sich
dieses Phanomen nicht. Daher wurde eine Glukokortikoid-bedingte
dosisabhangige Apoptose von CD4 positiven T-Helfer-Zellen inklusive der
regulatorischen T-Zellen postuliert. Der Anstieg der Anzahl regulatorischer T-
Zellen in der Milz legt eine Produktion von Treg in den sekundar lymphatischen
Organen durch eine Induktion von dendritischen Zellen durch eine niedrige
Dosis von Glukokortikoiden nahe, da bei einer Ausschittung regulatorischer T-
Zellen durch den Thymus die Anzahl im Blut ansteigen muss [207].

In der reinen Betrachtung der Absolutzellzahl oder der Prozentwerte lasst sich
jedoch keine Aussage uber eine Funktionalitéat einer Zellpopulation treffen. Es
ist moglich, dass eine in der Zahl eingeschrénkte Population regulatorischer T-
Zellen im  Zusammenspiel mit  Glukokortikoiden eine  besonders
immunsuppressive Funktion besitzt. Hier wurden in erganzenden in vitro-
Experimenten durch die Gottinger Arbeitsgruppe von Reichardt et al.
Funktionstests bei regulatorischen T-Zellen durchgefihrt. Dabei wurde gezeigt,
dass die Produktion von IL-2 durch regulatorische T-Zellen sich bei
Anwesenheit von Glukokortikoiden nicht veradndert. Auch die Inhibition der
Proliferation von T-Zellen durch Anwesenheit regulatorischer T-Zellen
veranderte sich unter Glukokortikoideinfluss in vitro nicht. Somit kann man

davon ausgehen, dass die Funktion der regulatorischen T-Zellen durch
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Glukokortikoide nicht beeinflusst wird [203]. Da es sich jedoch um ein in vitro-
Experiment handelt und in vivo andere Bedingungen mit mehr Variablen
vorherrschen, kann man nicht ausschlieRen, dass Glukokortikoide in vivo doch
einen Effekt auf die Funktionalitat regulatorischer T-Zellen haben.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ist zu schlussfolgern, dass Glukokortikoide
keinen Einfluss auf regulatorische T-Zellen nehmen. Jedoch zeigten sich
unterschiedliche  Ergebnisse in der molekularen  Charakterisierung
regulatorische T-Zellen, sodass dies ein moglicher Grund fur die Abweichung
unserer Ergebnisse zu bereits bestehender Literatur ist. Die bisherigen
Arbeitsgruppen definierten zum Groldteil regulatorische T-Zellen als
CD4*CD25M9" Zellen [152; 154], was jedoch nach heutigem Standpunkt fir alle
aktivierten T-Helferzellen zutrifft und somit eine unzureichende Definition
regulatorischer T-Zellen ist. Dies hat zur Folge, dass in die Auswertung der
anderen Arbeitsgruppen Zellen eingeflossen sind, die aus heutiger Sicht keine
immunsuppressive Funktion besitzen. Des Weiteren bezogen sich die
Forschungsergebnisse der anderen Arbeitsgruppen auf T-Zellen immunologisch
erkrankter Menschen. Azab et al. zum Beispiel arbeitete mit Patienten die an
einem systemischen Lupus erythematodes erkrankt waren [151; 152; 153; 154;
208; 209; 210; 211]. Es ist durchaus denkbar, dass Zellen eines erkrankten
Immunsystems anders auf auflere Einflisse reagieren, als Zellen eines
gesunden Immunsystems. Die in der Literatur beschriebenen erhdhten
Treg/CD4*-Verhéltnisse lieRen sich in der Arbeit nicht nachweisen [153; 154;
212]. Hypothetisch lasst sich schlussfolgern, dass Glukokortikoide in Menschen
mit einer Erkrankung des Immunsystems zu einer Verbesserung des
Mikromilieus fuhren. Dies hat scheinbar zur Folge, dass die Anzahl
regulatorischer T-Zellen steigt. Es scheint auch so zu sein, dass die
regulatorischen T-Zellen aus den sekundér lymphatischen Organen infolge
einer primaren Stoérung des Thymus durch eine Glukokortikoidtherapie rekrutiert
werden, was zu einer Herstellung eines normalen Levels von T-Zellen sowie
regulatorischen T-Zellen fuhrt und mit den Daten der Arbeitsgruppe von
Screpanti et al. konform ist [213].
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56 Eine 14-tagige Glukokortikoidsto3therapie fahrt zur
laborchemischen Nebennierensuppression

Nach gangiger Lehrmeinung besteht durch eine Glukokortikoidtherapie von
unter 40 mg Prednisolon Uber eine Lange von 5 Wochen keine Gefahr einer
Nebennierensuppression [214]. Es besteht jedoch die Mdglichkeit einer
Nebennierenrindenunterfunktion  durch eine 3- bis 4-tdgige GC-
Hochdosistherapie [215]. Bei der Untersuchung der Patienten, die einen
Horsturz erlitten, erfolgte eine 14-tdgige Medikation mit Prednisolon oberhalb
der  “Cushingschwelle”. Um die  Nebennierenfunktion nach der
Glukokortikoidsto3therapie mit anschlie3ender Dosisreduktion zu uberprifen,
fuhrten wir einen ACTH-Stimulationstest durch. Es zeigte sich bei 9 von 10
Patienten eine laborchemische Nebennierensuppression. Da allerdings keiner
der Patienten Uber Symptome einer Nebenniereninsuffizienz klagte, ist die
klinische Bedeutung dieser Beobachtung unklar. In jedem Fall erscheint es
sinnvoll die Patienten Uber die potenziellen Gefahren in besonderen

Stresssituationen aufzuklaren.

5.7 Diskussion limitierender Faktoren

Eine wesentliche Schwache der vorliegenden Arbeit ist zweifelsohne die im
Vergleich zu anderen Tumorentitaten relativ geringe Fallzahl von untersuchten
Patienten. Wenn man sich allerdings die Seltenheit der Erkrankung (1-2 Falle
pro einer Million Einwohner pro Jahr) vor Augen fihrt, ist die Zahl der 231 Blut-
und 58 Tumorproben als durchaus grof3 anzusehen, und dies sogar als Starke
der Arbeit zu bezeichnen. Zudem ist die Arbeit die Erste, die systematisch die
Rolle von Immunzellen bei dieser Erkrankung untersucht hat.

Da die Datenerfassung retrospektiv erfolgte, beinhaltet die Arbeit den Einfluss
unbekannter Fehlerquellen. Da aber keine spezielle Auswahl der Patienten
erfolgte, sondern primar alle verfiigbaren Proben verwendet wurden, wird auch
hier das Risiko eines relevanten Bias fur gering angesehen.

Das Erfassen von Zellen in Tumorschnitten oder FACS-Analysen ist stark
untersucherabhangig und damit subjektiv. Daher wurden alle Zellzahl-
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Erfassungen von mindestens zwei unabh&ngigen Untersuchern durchgefihrt
und deren Werte gemittelt, um eine groRere statistische Aussagekraft zu
erhalten.

Ein weiteres grundlegendes Problem ergab sich bei der Wahl der
Farbungskombination bei der immunhistochemischen Farbung: CD3 und
FoxP3. Die Kombination wurde gewahlt, weil der vorhandenen Antikdrper
gegen CD4, CD8 und FoxP3 allesamt Maus-Antikorper waren, der CD3
Antikdrper hingegen ein Hase-Antikdrper war. Kombiniert man hier CD4 mit
FoxP3, also 2 Maus-Antikorper, kann man nach Inkubation mit dem
Fluoreszenz-markierten  Sekundar-Antikorper die  Zellen nicht mehr
differenzieren. Mit der Kombination CD3/FoxP3 farbt man regulatorische T-
Zellen, da diese positiv fur beide Marker sind, jedoch farbt man gleichzeitig
auch andere aktivierte Effektor-T-Zellen, bei denen im aktiven Zustand FoxP3
induziert ist[99]. Diese Problematik kdnnte dafur verantwortlich sein, dass
maogliche Effekte eines Treg-Infiltrats kaschiert wurden. Es ist allerdings
unwahrscheinlich, dass diese methodische Schwache zu einer relevanten
Veréanderung der Ergebnisse gefluhrt hat.

Eine weitere Limitation der Uberlebenszahlen ist, dass das Patientenkollektiv
vom Tumorstadium, insbesondere dem lokalen Stadium (Infiltration von V. cava
oder Infiltration benachbarter Organe) und dem lymphogenen und
hamatogenen Metastasierungsstadium, sehr heterogen war. Aufgrund dessen
war die Prognose einiger Patienten limitiert. Es wurden daher univariate und
multivariate Analysen durchgefuihrt, um mehrere Einflussfaktoren in die
Aussage einflieRen zu lassen.

Entgegen mehrerer Studien der Literatur zeigte sich bei der Arbeit kein Anstieg
regulatorischer T-Zellen durch Glukokortikoide. Es wurdne jedoch bei
differenten Glukokortikoiden (endogenes Kortisol, Prednisolon, Dexamethason),
bei unterschiedlichen Applikationsformen und in unterschiedlichen Modellen
(Tumorpatient, immunologisch gesunder Patient und Tiermodell) gleiche

Ergebnisse erzielt, sodass dies die Validitat der Ergebnisse erhdht.
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6 Zusammenfassung

Das Nebennierenkarzinom ist eine seltene Erkrankung mit einer limitierten
Prognose. Bei zahlreichen Tumorentitaten wurde gezeigt, dass das
Immunsystem entscheidenden Einfluss auf den Erkrankungsverlauf und die
Prognose hat. Aufgrund der geringen Préavalenz gab es entsprechende Studien
beim Nebennierenkarzinom bisher nicht. Dabei lag die Vermutung nahe, dass
die Interaktion Tumor - Immunsystem beim Nebennierenkarzinom besonders
ausgepragt ist, da dieses haufig Glukokortikoide sezerniert, die
bekanntermal3en stark die unterschiedlichen Immunzellen beeinflussen.

Im ersten Teil der Arbeit zeigte sich, dass Patienten mit Nebennierenkarzinom
(n=163) im Vergleich zu gesunden Probanden (n=19) eine signifikant erhdhte
Frequenz regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut aufweisen (9,25% vs.
4,4%). Das Ausmald des Glukokortikoid-Exzesses dagegen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Anzahl dieser Immunzellen. Bezogen auf die
Prognose war eine grolRere Anzahl regulatorischer T-Zellen im Blut mit einer
schlechteren Prognose beim Nebennierenkarzinom assoziiert (HR fur Tod:
1,8854 (95% CI 1,088-3,158), p=0,023).

Bei der Analyse des Tumorimmuninfiltrats (n=58) zeigte sich, dass
Nebennierenkarzinome, ihre Rezidive und Metastasen durch CD8 positive
zytotoxische T-Zellen, CD4 positive T-Helfer-Zellen, FoxP3 positive
regulatorische T-Zellen und CD209 positive dendritische Zellen infiltriert
werden. Insgesamt ist die Anzahl der Immunzellen im Tumor allerdings als
relativ gering anzusehen. In der Korrelation des Immuninfiltrats mit dem
Gesamt- und Rezidiv-freien Uberleben zeigten sich keine signifikanten
Ergebnisse. Es zeigte sich lediglich bei den T-Helferzellen ein leichter Trend zu
einem langeren Uberleben, je groRer das Immuninfiltrat war (HR fur Tod 0,63
(95% CI: 0,305-1,291), p=0,205).

Im zweiten Teil der Arbeit wurde speziell die Rolle von Glukokortikoiden in vivo
auf regulatorische T-Zellen untersucht. Hierbei zeigte sich in einem
Mausmodell, entgegen der Hypothese, dass Glukokortikoide Treg induzieren,
dass die Behandlung gesunder Mause mit Dexamethason zu einem

dosisabhangigen Abfall der absoluten Zahl der regulatorischen T-Zellen fuhrte

-76 -



(z. B. im Blut nach 3 Tagen: 1,3x10% in der 0,8 mg/kg Kohorte vs. 0,07x10% in
der 100 mg/kg Kohorte), und sich dies auch bei der relativen Zahl der FOXP3-
positiven T-Zellen bestatigte. Ahnlich fielen dann auch die Ergebnisse bei
immunkompetenten Menschen aus. Hierbei kam es durch die 14-tagige
Steroidgabe zwar zu einer milden T-Zell-Lymphozytose, allerdings war keine
relevante Veranderung der Anzahl der zirkulierenden regulatorischen T-Zellen
zu erkennen; insbesondere kein Anstieg der Selben (z. B. Anteil der FOXP3-
positiven T-Zellen 4,0% vs. 3,4%; p<0.05). Damit widerlegen diese in vivo
Daten die weitlaufige Vermutung, dass eine kurzfristige Glukokortikoid-Gabe zu
einer Induktion von regulatorischen T-Zellen flhrt.

Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass - wie bei anderen Tumoren auch -
regulatorische T-Zellen bei Patienten mit Nebennierenkarzinom gehauft
vorkommen. Allerdings spielt hierbei der Glukokortikoid-Exzess der Tumore
scheinbar keine wesentliche Rolle. Diese fehlende Interaktion zwischen den
Steroiden und dieser Immunzell-Subpopulation bestétigt sich dann auch bei den
in vivo Arbeiten an gesunden Mausen und Menschen. Aus diesem Grund ist der
Einfluss von Glukokortikoiden auf regulatorische T-Zellen zumindest teilweise

neu zu bewerten.
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