Aus der Chirurgischen Klinik I
der Universitdat Wiirzburg
Direktor: Professor. Dr. med. Chr.-T. Germer
Abteilung fiir Molekulare Onkoimmunologie
Leiterin: Professor Dr. A.-M. Waaga-Gasser

Untersuchungen zur gegen den Tumor gerichteten Immunantwort
und zur Tumorneoangiogenese bei kolorektalen Lebermetastasen

anhand eines Mausmodells

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultét
der

Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg

vorgelegt von

Johanna Dorothea Strehl
aus Ebern

Wiirzburg, November 2008



Referentin: Prof. Dr. rer. nat. A.M. Waaga-Gasser, Univ.,
Molekulare Onkoimmunologie

Koreferent: Prof. Dr. rer. nat. T. Hiinig, Univ., Virologie und Immunbiologie

Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 12.05.2009

Die Promovendin ist Arztin



Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

Einleitung

Das Kolonkarzinom
1 Inzidenz und Pradisposition
2 Klassifikation
3 Therapie des fortgeschrittenen Kolonkarzinoms
4

1.2 Tumorimmunabwehr

1.2.1 Der B7/CD28 Kostimulatorische Signalweg
1.2.2 Th1/Th2 Immunantwort

1.2.3 Th1/Th2 Immunantwort und Tumorentwicklung
1.2.4 Zytokine der Th1 Immunantwort

1.2.5 Zytokine der Th2 Immunantwort

1.3 Differenzierungswege der T-Zellen
1.3.1 CD8+ zytotoxische T-Zellen
1.3.2 CD4+ T-Zellen

1.4  Angiogenese
1.4.1 Angioneogenese und Tumorwachstum
1.4.2 VEGF

Fragestellung
Material und Methoden

3.1 Tiere

3.2 Versuchsufbau

3.3 Zellkultur mit CT26WT
3.4  Tumorzellinjektion

3.5 Organentnahme

3.6  RNA Extraktion

3.7  Methodik der PCR

3.8 Real-Time PCR

3.8.1 Verwendete Materialien

3.8.2 Auswertung der PCR Daten

3.8.3 Darstellung der Ergebnisse: Berechnung des Fold Factors

3.9 Immunhistologische Analyse
3.9.1 Einfachfirbung

3.9.2 Doppelfarbung

393 Auswertung

Die Leber als priméres Metastasierungsorgan des Kolonkarzinoms

sk

BN R BV e S N S

—
S o0

—_—
AT NS I \S)

—_— o —
AN O\ D

o
=2}

19

19
19
20
22
22
23
24

24
25
28
29

29
31
32
34



4  Ergebnisse:

4.1 Th1/Th2 Immunantwort

4.1.1 Th1 Antwort

4.1.2 Th2 Antwort

4.13 IL-2 und IL-10 Expressionskinetik

4.2 T-Zell Subpopulationen
43 Regulatorische T-Zellen

44  VEGEF Isoformen in Normalgewebe und in Lebermetastasen
5  Beantwortung der Fragestellungen

5.1 Th1/Th2 Immunantwort

5.2 T-Zell Populationen

53 Regulatorische T-Zellen

54  Pro- und antiangiogenetische Faktoren

5.5 Klinischer Bezug
6  Diskussion

6.1 Th1/Th2 Immunantwort

6.1.1 Th1 Antwort

6.1.2 Th2 Antwort

6.1.3 IL-2 und IL-10 Expressionskinetik

6.2  T-Zell Populationen
6.3 Regulatorische T-Zellen
6.4  VEGEF Isoformen in Normalgewebe und Lebermetastasen

6.5 Klinischer Bezug
7  Zusammenfassung
8 Abbildungsverzeichnis:
9 Literaturverzeichnis
Lebenslauf

Danksagung

36

37
37
40
42

43
45
50

55

55
56
57
58
59

62

62
62
63
65

65
66
67
68

71

73

76



1 Einleitung

1.1 Das Kolonkarzinom

1.1.1 Inzidenz und Priadisposition
Das Kolonkarzinom stellt die vierthdufigste tumorbedingte Todesursache weltweit dar,

in Deutschland ist es die zweithdufigste tumorbedingte Todesursache. Bei anndhernd
15% aller humanen Karzinome handelt es sich um kolorektale Karzinome [1]. Allein
von 1960-1980 hat eine Verdoppelung der Inzidenz stattgefunden. Das Lebenszeitrisiko
fiir das einzelne Individuum liegt bei 5% [2], die Inzidenz ist bei 50/100000 angesiedelt.
Entsprechend der hohen Zahl an Betroffenen gehort das Kolonkarzinom mittlerweile zu
den am besten untersuchten Tumorentitéten.

Bei den in der europédischen Bevolkerung auftretenden Kolonkarzinomen handelt es sich
zu 90% um sporadische Karzinome, 10 % sind hereditér bedingt.

Hochrisikofaktoren fiir die Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms sind genetisch
pradisponierende Faktoren (Familidre Adenomatdse Polyposis, Hereditary Non-
Polyposis Colorectal Carcinoma) und das Vorliegen von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen [3]. Das Risiko, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln, betrigt
bei einer Colitis ulcerosa nach einer Krankheitsdauer von 25 Jahren zwischen 7 und
14% und steigt auf iiber 30% nach einer Krankheitsdauer von iiber 35 Jahren [4]. Nach-
forschungen haben ergeben, dass chronische Entziindungen die Grundlage fiir anni-

hernd 20% aller sporadisch auftretender Karzinome beim Menschen sind [5].

1.1.2 Klassifikation

Die Klassifikation der Kolonkarzinome ist von grofer klinischer Bedeutung. Durch die
Einteilung des Kolon-Karzinoms in verschiedene Untergruppen erfolgt eine Risiko-
Stratifizierung, welche differenzierte therapeutische Entscheidungen erlaubt. Auch eine
Aussage zur Prognose des einzelnen Patienten kann so getroffen werden. Die Charakte-

risierung des Kolonkarzinoms erfolgt nach der TNM Klassifikation:



Tumor

Tl Muscularis propria nicht befallen

T T2 Muscularis propria befallen
T3 Subserosa befallen

T4 Befall angrenzender Organe oder Penetration des viszeralen Peritoneums

Nodus

NO | keine Lymphknotenmetastasen

N1 1-3 regiondre Lymphknotenmetastasen

N2 > 3 regiondre Lymphknotenmetastasen

Metastase

M | MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1 : TNM Klassifikation

Auf der Grundlage der TNM Kilassifikation wird eine Stadieneinteilung nach der Union
Internationale Contre Le Cancer (UICC) vorgenommen, welche prognostische Aussa-

gen erlaubt:

I e UICC - Klassifikation
Stadium nach Dukes
Tis Carcinoma in situ - -
T1 Muscularis propria nicht befallen I
T2 Muscularis propria befallen A
T3 Subserosa befallen A
T4 Befall angrenzender Organe oder Befall des visze- 11B B
ralen Peritoneums
N1 1-3 regiondre Lymphknoten befallen IIIA, ITIB
N2 >3 regiondre Lymphknoten befallen IcC ¢
M1 Fernmetastasen v D

Tabelle 2 : TNM Kilassifikation und Stadieneinteilung

Die Prognose fiir frith entdeckte und behandelte kolorektale Karzinome ist als gut bis
sehr gut einzuschitzen. So wurde fiir Patienten im Stadium Dukes A eine Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate (5-JUL) von 80% - 95% berechnet. Der Einbruch von Tumorzellen in
die Serosa bzw. ein Lymphknotenbefall fithren zu deutlich ungiinstigeren Uberlebensra-
ten. Die 5-JUL fiir Patienten im Dukes Stadium B und C betrigt 25% - 60% [6]. Im

Stadium Dukes D, also bei einem Auftreten von Fernmetastasen, betriigt die 5-JUL da-



gegen nur 0% - 7% [7]. Die Ausbildung von Lebermetastasen ist bei den meisten Pati-

enten, die an einem kolorektalen Karzinom versterben, die Todesursache.

1.1.3 Therapie des fortgeschrittenen Kolonkarzinoms
Eine grofle aktuelle Metaanalyse zeigte, dass etwa 50% der von einem kolorektalen

Karzinom betroffenen Patienten entweder bereits mit Metastasen primir erfasst werden
oder im Verlauf ihrer Erkrankung Tumorabsiedelungen entwickeln. Damit befindet sich
die Hilfte der am kolorektalen Karzinom erkrankten Patienten entweder bereits bei Di-
agnosestellung im UICC Stadium IV oder tritt im Verlauf der Erkrankung in dieses Sta-
dium ein. Die Fernmetastasen sind zumeist in der Leber angesiedelt. Von den Patienten
mit Lebermetastasen konnen ca. 20 - 30% in kurativer Absicht operiert werden. Trotz
Operation entwickeln jedoch bis zu 60% der Patienten intra- oder extrahepatische Rezi-

dive [8].

Etwa 30 - 40% der Patienten mit einem kolorektalen Karzinom haben bei Erstdiagnose
eine lokoregionar fortgeschrittene oder metastasierte Erkrankung, so dass eine kurative
operative Therapie nicht mdglich ist. Das Gesamtiiberleben bei dieser Patientengruppe
liegt bei nur 8 bis 15 Monaten. Durch eine palliative Chemotherapie mit 5-Fluorouracil
(5-FU), Irinotecan und Oxaliplatin kann das Gesamtiiberleben um durchschnittlich 4
Monate verldngert werden. Ein neuer Ansatz in der palliativen Therapie des metastasier-
ten Kolonkarzinoms ist eine gezielte Therapie mit monoklonalen Antikdrpern. Zwei
Antikorper wurden vielfach in klinischen Studien untersucht und erhdhen das Anspre-
chen auf eine Therapie. Es handelt sich um den Antikorper Cetuximab gegen den Endo-
thelial Growth Factor Receptor (EGFR) und um den Antikdrper Bevacizumab gegen
den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF). Bevacizumab ist ein antiangiogene-
tisch wirksamer Faktor und wurde in den letzten Jahren im Rahmen klinischer Studien
bei Patienten mit inoperablen Metastasen eingesetzt. Die Ergebnisse zeigen, dass mit
Bevacizumab ein groBerer Anteil von Respondern und eine lingere Uberlebenszeit ohne
Fortschreiten der Tumorerkrankung erreicht werden konnte als mit Chemotherapie al-

leine [9].



1.1.4 Die Leber als primires Metastasierungsorgan des Kolonkarzi-
noms
Die Leber ist beim Kolonkarzinom aufgrund des venosen Abflussweges das primére

Metastasierungsorgan. Das Lebergewebe wird physiologischerweise von zahlreichen
Zellarten besiedelt, welche ein giinstiges Milieu fiir ein Tumorwachstum generieren
konnen. So finden sich im Leberparenchym aufler Hepatozyten auch Endothelzellen,
Perizyten, Entziindungszellen und Kupfferzellen [10]. Bei Regenerationsvorgéngen
werden unter anderem proangiogenetische Faktoren wie Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNFa) , Endothelial Growth Factor (EGF), Fibroblastic Growth Factor (FGF) und
VEGF vom Lebergewebe produziert, die ebenso eine Tumorneoangiogenese fordern.
Hepatozyten selbst produzieren dabei verschiedene proangiogenetische Molekiile, unter
anderem Interleukin(IL)-6, TNFa, FGF und VEGF. Das Lebergewebe stellt damit ein

Gewebemilieu dar, welches die Angiogenese begiinstigt [11].

In der Leber herrscht ein anderes Milieu immunkompetenter Zellen als im Gastroin-
testinaltrakt. Damit keine schwerwiegenden allergischen Reaktionen gegen die Millio-
nen von Antigenen hervorgerufen werden, welche {iber die Nahrung taglich den Darm
passieren, finden sich in der Darmschleimhaut immunregulatorische Vorgénge, die die
Immunabwehr in ihrer Effizienz auf besondere Weise steuern [12]. Interessanterweise
werden zwischen 70% und 80% der primédren Metastasen des kolorektalen Karzinoms
in der Leber beobachtet. Die histologische Aufarbeitung zeigt, dass das Metastasenge-
webe vielfach von einer ausgeprigten lymphozytiren Entziindungsreaktion umgeben
ist. Wéhrend das Immunsystem also durchaus dazu in der Lage ist, das Metastasenge-
webe als fremd zu erkennen, findet analog zu dem Priméartumor keine addquate Immun-
antwort statt, obwohl im Lebergewebe keine Suppression des Immunsystems wie in der
Darmschleimhaut stattfindet. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass verschiede-
ne Mechanismen existieren, welche eine effiziente Immunantwort gegen den Tumor
schwichen. Es ist klinisch von Interesse, diese Tumor Escape Mechanismen zu verste-
hen und auf eine mogliche therapeutische Beeinflussbarkeit zu priifen. Im Folgenden

sollen Ablauf sowie Einzelkomponenten der Immunantwort genauer beleuchtet werden.

1.2 Tumorimmunabwehr

Die gegen einen wachsenden Tumor gerichtete lymphozytidre Immunantwort kann in

ihrer Auspragung humoral oder zelluldr ausgerichtet sein, oft liegen Mischformen vor.



Damit eine erfolgreiche zelluldre Immunabwehr zustande kommen kann, miissen Tu-
morzellen als fremd erkannt und tumorspezifische Abwehrzellen aktiviert werden. Dazu
wird Tumorantigen im Komplex mit Major Histocompatibility Complex Klasse I
(MHC-I) Molekiilen auf der Zelloberfliche antigenprésentierender Zellen dargestellt.
Die hochspezifischen T-Zell Rezeptoren (TCR) der T-Helferzellen sind dazu in der La-
ge, Peptide als fremd zu erkennen, in welchen lediglich einzelne Aminosduren ausge-
tauscht wurden. Dies bedeutet, dass auch einzelne Punktmutationen im gesamten Ge-
nom erfaflit werden konnen, vorausgesetzt der die Mutation tragende Peptidabschnitt

wird auf der Zelloberflache priasentiert [13].

1.2.1 Der B7/CD28 Kostimulatorische Signalweg
Die Prisentation des Fremdpeptids im Komplex mit MHC-I Molekiilen alleine reicht

nicht aus, um eine Immunantwort auszuldésen. Die Aktivierung kostimulatorischer Mo-
lekiile, welche auf der Oberfldche von T Zellen exprimiert werden und in die T-Zell-
Rezeptor/CD3 Signalkaskade eingreifen, ist dazu notwendig. Cluster of Differentiation
28 (CD28) und Inducible Costimulatory Molecule (ICOS) sind Molekiile, welche kos-
timulatorische Funktion haben. Findet eine spezifische Bindung zwischen dem T-Zell-
Rezeptor (TCR) einer naiven T-Zelle und einem Peptid/MHC-I Komplex statt, ohne
dass gleichzeitig ein kostimulatorisches Signal ausgelost wird, wird in der T-Zelle ein
Zustand einer Anergie induziert.

Zu der B7/CD28 Familie gehdren noch zwei weitere kostimualtorische Molekiile, wel-
che im Gegensatz zu CD28 und ICOS eine negative Wirkung auf die vom TCR ausge-
hende Signalkaskade (TCR/CD3-Signalkaskade) ausiiben. Hierbei handelt es sich um
das Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4 (CTLA4) und den Programmed Death-1 (PD-1)
Faktor. Beide Molekiile interagieren mit Vertretern der B7-Familie. Diese inhibitori-
schen Signale spielen eine wichtige Rolle bei der Regulierung der T-Zellaktivitit. Eine
Inhibition dieser Signalkaskade mittels einer Uberexpression von PD-1 oder CTLA4 ist
somit denkbar. Im Folgenden sollen diese beiden Molekiile genauer charakterisiert wer-

den.

1.2.1.1 PD-1
PD-1 ist ein inhibitorisch wirkender Rezeptor, welcher zusammen mit CTLA4, ICOS

und CD28 zur B7/CD28 Superfamilie gehort. In der Maus wird die Messenger-



Ribonukleinsdure (mRNA) dieses Rezeptors unter physiologischen Bedingungen nur im
Thymusgewebe exprimiert. Die iiber den antigenspezifischen TCR auf der Oberfldche
von T-Zellen ablaufende Signalantwort wird {iber den aktivierten PD-1 Rezeptor nega-
tiv moduliert. PD-1 wird auf aktivierten T Zellen exprimiert [14] und kann deshalb als
Markermolekiil im Hinblick auf die Aktivierung von T-Zellen eingesetzt werden. Ru-
hende B- oder T-Zellen weisen keine PD-1 Molekiile auf. Die Bindung des PD-1 Re-
zeptors an seinen Liganden B7-H1 fiihrt zu einer stark eingeschrinkten IL-2 Produkti-
on. Unzureichende Expression von PD-1 fiihrt zu Autoimmunerkrankungen. PD-1 defi-
ziente BALB/c Méuse entwickeln nach der Geburt einen Autoimmun-Phénotyp mit
Kardiomegalie, diffusen Immunglobulin G (IgG) Ablagerungen in den Kardiomyozyten
sowie hohen Blutspiegeln von gegen Herzgewebe gerichteten Antikorpern. In dieser
Form erkrankte Tiere werden teilweise kaum &lter als fiinf Wochen. Diese Beobachtun-
gen lassen darauf schlieBen, dass PD-1 ein wichtiger regulierender Faktor bei der Ver-

hinderung von peripheren Autoimmunreaktionen ist [15].

1.2.1.2 CTLA4

CTLA4 ist ein Oberflichenmolekiil der Immunglobulin-Superfamilie, welches eine
30%-ige Homologie mit CD28 aufweist. CTLA4 wird von T-Zellen nach ihrer Aktivie-
rung exprimiert, bei ruhenden Zellen fehlt es auf der Zelloberfldche. CTLA4 weist eine
hohere Aviditét als CD28 gegeniiber Mitgliedern der B7-H1 Familie auf. Eine Hochre-
gulierung des CTLA4 Molekiils auf der Oberfldche von T-Zellen findet bei Stimulation
mit CD3 monoklonalem Antikorper (mAb) und CD28 mAb statt, sowie bei Behandlung
mit exogenem IL-2. Eine weitere Voraussetzung fiir eine Steigerung der CTLA4 Ex-
pression ist, dass die Zellen in den Zellzyklus eingetreten sind. CTLA4 defiziente Méu-
se entwickeln schwere lymphoproliferative Erkrankungen sowie Autoimmunerkrankun-
gen und sterben binnen eines Monats nach ihrer Geburt [16]. CD4+/CD25+ T-Zellen
besitzen weitaus grofere intrazelluldre Speicher an CTLA4 als CD4+/CD25- T-Zellen
[17]. CTLA4 wird konstitutiv auf CD4+CD25+ T-Zellen exprimiert. Diese Untergrup-
pe macht 5% - 10% aller peripheren T-Zellen aus. Supprimierende Effekte, die von
CD4+/CD25+ T-Zellen auf andere proliferierende T-Zellen ausgeiibt werden, konnen
durch die Blockade von CTLA4 durch spezifische Antikorper aufgehoben werden. Dies
ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es sich beim CTLA4 um ein Molekiil handelt,

welches spezifisch auf T-Zellen mit regulatorischer Wirkung exprimiert wird [16].



1.2.2 Th1/Th2 Immunantwort

Im Rahmen der Immunreaktion auf ein Antigen kann es zu der Ausbildung einer Thl
oder einer Th2 dominierten Immunantwort kommen, auch Mischantworten sind héufig.
Grundsitzlich werden IL-2, Interferon(IFN)-y und IL-12 sowie IL-18 der T-Helfer-1
(Th1) Immunantwort zugeordnet, wahrend die Produktion von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
und IL-13 fiir die T-Helfer-2 (Th2) Immunantwort typisch ist [18, 19]. Das von den Th1
Zellen exprimierte IL-2 ist fiir die Proliferation und Differenzierung von CD8 T-Zellen
notwendig, wihrend das ebenfalls von Thl Zellen stammende IFNy den Wirkungsgrad
der CD8 T-Zellen steigert, indem es die Expression von MHC-I Komplexen auf der
Oberfliche ihrer Zielzellen erhoht. Das Uberwiegen von Thl T-Helferzellen fiihrt zur
Ausbildung einer zelluliren Immunantwort und zur Produktion von opsonierenden An-
tikorpern (vorwiegend IgG), wéhrend es bei Ausbildung einer Th2 Immunantwort zur

Ausbildung von Antikdrpern der Klassen IgM, IgA und IgE kommt.

Es gilt inzwischen als anerkannt, dass diese beiden Untergruppen von T-Helferzellen
sich gegenseitig regulieren konnen. Zytokine der einen CD4 T-Zell Untergruppe konnen
die Aktivierung der anderen CD4 T-Zellen unterbinden oder zumindest hemmen. So
kann z.B. IL-10, ein typisches Th2 Zytokin, die Entwicklung einer Thl Immunantwort
hemmen, indem durch die Wirkung dieses Zytokins antigenpridsentierende Zellen blo-
ckiert werden. Dagegen kann IFNy, ein Thl spezifisches Zytokin, die Aktivierung von
Th2 Zellen inhibieren. Je nachdem, welche Untergruppe von CD4 T-Zellen zuerst oder
dominierend im Rahmen einer Immunantwort aktiviert wird, konnen Immunreaktionen
deshalb entweder von einer Thl oder von einer Th2 Antwort dominiert werden. I/n vivo

kann aber in vielen Fillen auch eine gemischte Immunantwort auftreten [117].

1.2.3 Th1/Th2 Immunantwort und Tumorentwicklung
Das zundchst am Ort einer Tumorentstehung vorherrschende inflammatorische Milieu

fordert die Produktion unspezifisch proinflammatorischer Zytokine sowie Thl spezifi-
scher Zytokine und Cyclooxygenase 2 (COX2). COX2 ist ein Enzym, welches ver-
schiedene Faktoren durch Umsetzung von Arachidonsdure freisetzt, so unter anderem
Prostaglandine. Diese Faktoren wirken proinflammatorisch. Untersuchungen haben er-
geben, dass COX2 in Malignomen des Dickdarms heraufreguliert ist [20]. Die erhohte
Expression von COX2 wiederum stimuliert die Produktion Th2 spezifischer Zytokine

wie IL-4 und IL-10. Diese hemmen die Th1 Komponente der Immunantwort und fiihren



dazu, dass die humorale Immunantwort stirker hervortritt [21]. Hemmt man COX2, so
wird die Immunantwort in Richtung einer Thl spezifischen Immunantwort gelenkt, un-
ter anderem wird IFNy heraufreguliert [22]. Es gibt auerdem Hinweise darauf, dass
COX2 sowohl die Aktivitét als auch die mengenméBige Zunahme der Forkhead Box p3
(Foxp3) positiven regulatorischen T-Zellen fordert [22]. Ein Th2 ausgerichtetes Milieu
ist somit der Induktion regulatorisch wirksamer Zellen forderlich.

Weiterhin wurde in zahlreichen Publikationen postuliert, dass eine Thl betonte Immun-
antwort fiir die Tumorbekdampfung effektiver ist als eine Th2 Antwort [23, 24].

Das Tumorwachstum wird somit sowohl hinsichtlich der Gefédneubildung als auch hin-
sichtlich einer abgemilderten tumorspezifischen Immunantwort bei der Ausbildung ei-
ner Th2 dominierten Immunantwort begiinstigt. Die Untersuchung des Zytokinmilieus
im Lebermetastasengewebe soll deshalb dazu beitragen, die Pragung der gegen die pro-
liferierenden Tumorzellverbénde gerichteten Immunantwort zu erfassen, so dass Mog-
lichkeiten der therapeutischen Beeinflussung diskutiert werden kénnen. Im Folgenden
sollen die wichtigsten Zytokine der Th1l- und Th2-Immunantwort einzeln besprochen

werden.

1.2.4 Zytokine der Th1 Immunantwort

1.2.4.1 IL-2
Unter physiologischen Bedingungen wird IL-2 von CD4+ T-Zellen produziert, nachdem

die Zellen iiber Mitogene oder Allogene aktiviert worden sind. Ruhende T-Zellen pro-
duzieren kein IL-2. IL-2 fordert die Proliferation sowie die Effektorfunktionen von
CD4+ und CD8+ T-Zellen. Bei T-Zellen, welche in einen Zustand der Anergie bzw
Toleranz eingetreten sind, ist IL-2 dazu in der Lage, diese Entwicklung riickgingig zu
machen. IL-2 stimuliert die Produktion von IFNy in peripheren Blutlymphozyten
(PBLs) und fordert auBerdem die Sekretion von IL-1, TNFa und TNFp. Fiir Foxp3 ex-
primierende regulatorische CD4+ T-Zellen ist IL-2 ein essentieller Faktor, welcher ih-
nen das Uberleben ermdglicht. Die Bedeutung dieses Zytokins fiir die regulatorisch
wirksame Subpopulation von CD4+ T-Zellen wird unter anderem dadurch deutlich, dass
sich in IL-2 knockout Méausen Autoimmunerkrankungen ausbilden [25].

Es sind drei Rezeptoren beschrieben, an welche IL-2 binden kann. Die Rezeptoren wer-
den nach ihrer Affinitét zu IL-2 klassifiziert und bestehen aus bis zu drei Untereinhei-

ten. Es wird vermutet, dass Mutationen in der IL-2-Rezeptor Gamma-Untereinheit die



Ursache fiir das X chromosomale SCID Syndrom (Severe Combined Immunodeficiency

Disease) sind [26].

1.2.4.2 1L-18
IL-18 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches bei Natiirlichen Killer (NK) Zel-

len, sowie T- und B-Zellen die Produktion von IFNy deutlich erhoht. Es ist somit hin-
sichtlich der Ausbildung einer Thl-Immunantwort ein wichtiges Zytokin. IL-18 spielt
bei der Proliferation von T-Zellen, der Aktivierung von zytotoxischen Lymphozyten
(CTLs) und der Aktivitétssteigerung von NK-Zellen eine wichtige Rolle [27]. Weiterhin
wurde postuliert, dass weder IL-2 noch IL-12 im selben Mal3 wie IL-18 tumorspezifi-
sche CTLs induzieren konnen. IL-18 wirkt bei der Proliferationsférderung von IFNy
produzierenden Thl-Zellen synergistisch mit IL-12 zusammen [28]. Weiterhin wird IL-
18 konstitutiv in gastrointestinalen Epithelzellen exprimiert und {ibt eine hemmende

Wirkung auf die Angiogenese aus [29].

1.2.4.3 TNFa

TNFa ist ein pleiotropes Zytokin, welches eine wichtige Rolle bei Apoptosevorgingen
und Entziindung sowie bei Zellproliferation und Zelldifferenzierung spielt. Das Zytokin
wird vornehmlich von Makrophagen und Monozyten, aber auch von Tumorzellen se-
zerniert. Es ist bekannt, dass der TNFa Serumspiegel bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom erhoht ist [30]. TNFa kann unterschiedliche intrazellulire Signalkaskaden
aktivieren, so auch den MAPK/ERK und den NF-kB Signalweg [31]. Das Zytokin ist
dazu in der Lage, iiber die Zerstorung von Tumorgefd3en und tliber direkte Zellapoptose
hdmorrhagische Nekrosen im Tumorgewebe hervorzurufen. Weiterhin férdert TNFa die
Ausbildung einer intensiven, Thl gerichteten Immunantwort [7]. Diese gegen den Tu-
mor gerichteten Wirkungen von TNFa macht man sich mittlerweile in der Klinik im
Rahmen von Therapieversuchen mit isolierter Extremititenperfusion zunutze. So konn-
ten durch die Infusion von hochdosiertem TNFa und dem Chemotherapeutikum Mel-
phalan gute Erfolge vor allem bei metastasierten Melanomen und Sarkomen erzielt
werden [32]. Neben seiner schidigenden Wirkung auf das Gefillsystem von Tumorge-
webe besitzt TNFa in geringerer Konzentration allerdings noch eine proangiogenetische
Wirkung. Diese proangiogenetische Wirkung beruht auf der Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren fiir proangiogenetische Faktoren wie IL-8, Basic Fibroblastic Growth

Factor (bFGF) und VEGF [33]. Weiterhin ist TNFa dazu in der Lage, iiber den Extra-



cellular Signal Regulated Kinase (ERK) Signalweg vaskuldre Adhésionsfaktoren wie E-
Selectin zu induzieren, welche zu der Haftung von Tumorzellen am GefdBBendothel bei-
tragen und dadurch eine Transmigration der Tumorzellen in den extravaskuléren Raum
ermOglichen [34-36]. Neben seinen proangiogenetischen und metastasierungsfordern-
den Eigenschaften besitzt TNFa auBerdem noch eine DNA schadigende Wirkung. Neu-
ere Untersuchungen ergaben, dass dieses Zytokin ein mutagenes Potential hat, welches
dem von ionisierender Strahlung vergleichbar ist. Diese Wirkung wird wahrscheinlich

durch die Freisetzung von Sauerstoffradikalen vermittelt [37].

1.2.4.4 TFNy
IFNy wird von T-Zellen, NK-Zellen und auch Makrophagen produziert. Es ist ein plei-

otropes Zytokin der Thl Immunantwort, welches MHC-I und MHC-II Molekiile hoch-
reguliert, Makrophagen aktiviert, die Produktion von immunsuppressiven Molekiilen
sowie die Tumorzellproliferation hemmt und die Ausschiittung von antiangiogenen
Chemokinen fordert. IFNy wird die Fahigkeit zugeschrieben, die friithe Tumorneoangio-
genese zu hemmen, noch bevor zytotoxische CD8+ Zellen im Gewebe zum Einsatz
kommen [38]. IFNy ist dazu in der Lage, durch Férderung antiangiogener Faktoren wie
IFNy-Induced-Protein-10 (IP-10) und Monokine-Induced-By-1FNy (MIG) die proangio-
genetische Wirkung von TNFa zu hemmen [33].

1.2.5 Zytokine der Th2 Immunantwort

1.2.5.1 IL-4
IL-4 ist ein Zytokin, welches die Ausbildung einer Th2 Immunantwort fordert, die eige-

ne Produktion steigert und die Ausschiittung von IFNy hemmt [39]. In vitro wurde fiir
das Zytokin IL-4 nachgewiesen, dass es eine direkte, hemmende Wirkung auf die Ent-
wicklung von humanen Thl Zellen hat [40]. Gleichzeitig gibt es Hinweise darauf, dass
IL-4 zur Induktion von Foxp3 positiven T-Zellen fiihrt [41]. Es wurde festgestellt, dass
erhohte Spiegel von IL-4, IL-6, IL-10, TNFa und TGFB1 im Blut von Kolonkarzinom-

patienten vorliegen [30].
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1.2.5.2 IL-6

IL-6 ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches von unterschiedlichen Zellarten wie
Lymphozyten, Epithelzellen und auch Tumorzellen produziert wird. Klinische Studien
haben ergeben, dass der IL-6 Blutspiegel bei Patienten mit Kolonkarzinom erhoht ist,
und dass die Hohe des IL-6 Blutspiegels mit der Tumorgrdfie korreliert [42, 43]. Bei IL-
6 handelt es sich um einen proangiogenetischen Faktor, welcher auch fiir die Tumorne-
oangiogenese bedeutsam ist [44]. Auch ist IL-6 ein parakriner Wachstumsfaktor fiir
Tumorzellen [45, 46]. Das Zytokin hat die Féhigkeit, endotheliale und epitheliale Bar-
rieren aufzulockern. Tumor-Growth-Factor-Beta (TGFB) hemmt den IL-6 Signalweg
durch die Herunterregulierung des Transkriptionsfaktors Signal-Transducer-And-
Activator-Of-Transcription-3 (STAT3), was Anlass zu der Vermutung gibt, dass ein
iiber TGFp laufender physiologischer Mechanismus zur Unterbindung von unkontrol-
lierten Entziindungsreaktionen existiert [47]. Tumorinfiltrierende T-Zellen kénnen dem-
entsprechend die IL-6 Produktion im Kolonkarzinom iiber TGFf regulieren. Es gibt
Hinweise darauf, dass der 16sliche IL-6 Rezeptor (sIL-6R) Einfluss auf die Haftung der
Tumorzellen an dem GefaBBendothel hat und somit die Ausbildung von Metastasen for-
dern kann [46]. Durch Doppelfarbetechnik konnte immunhistologisch nachgewiesen
werden, dass die tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten eine wichtige Quelle fiir IL-6 im

Tumorgewebe sind [45].

1.2.5.3 IL-10
IL-10 wird in der Maus von Th2-Zellen, regulatorischen T-Zellen, B-Zellen und Kerati-

nozyten produziert. Dieses Molekiil hemmt die Expression von Zytokinen, welche im
Rahmen einer Immunantwort ausgeschiittet werden. Deshalb bezeichnete man IL-10
urspriinglich als ,, Cytokine Synthesis Inhibitory Factor* [48]. Diese inhibitorische Wir-
kung kann von IL-4 antagonisiert werden. Studien weisen darauf hin, dass IL-10 die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB blockieren und dadurch eine Herunterre-
gulierung inflammatorischer Zytokine bewirken kann [49]. So ist das Zytokin dazu in
der Lage, die IL-2 und IFNy Produktion von Thl Zellen zu hemmen. IL-10 spielt au-
erdem eine wichtige Rolle bei der immunsuppressiven Wirkung von regulatorischen
T-Zellen vom Typ 1 (Trl). Trl Zellen sind regulatorische T-Zellen, welche ihre hem-
mende Wirkung tliber die Ausschiittung der Zytokine IL-10 und TGFp ausiiben. Interes-
santerweise scheinen aktivierte T-Zellen im Gegensatz zu naiven T-Zellen unempfind-

lich gegeniiber dem EinfluB von IL-10 zu sein. Dies liegt moglicherweise daran, dass
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der IL-10 Rezeptor auf der Oberflache von aktivierten T-Zellen heruntergeregelt wird
[50]. Gleichzeitig wurde in verschiedenen Studien und Tiermodellen nachgewiesen,
dass IL-10 auch die Immunantwort férdern und somit eine effiziente Tumorbekdmpfung
bewirken kann. Besonders bei Transfektionsexperimenten, in welchen IL-10 exprimie-
rende Tumorzellen im Mausmodell untersucht wurden, stellte sich heraus, dass eine IL-
10 Uberexpression zu einer starken, Th2 gerichteten Immunantwort mit guter Tumorbe-
kdmpfung fiihrt [48-50]. Dies zeigt, dass die Beschreibung von IL-10 als ,,immun-
suppressiv® den eigentlichen Wirkungsumfang dieses Molekiils nur unzureichend be-

schreibt.

1.3 Differenzierungswege der T -Zellen

1.3.1 CD8+ zytotoxische T-Zellen
Naive CD8+ T-Zellen, welche sich nach Aktivierung in zytotoxische T-Zellen differen-

zieren, entwickeln ein zytolytisches Arsenal und konnen fortan bei der spezifischen
Bindung ihres TCR auch ohne kostimulatorische Signale die das Fremdpeptid tragende
Zelle lysieren. CD8+ T-Zellen sind eine wichtige Komponente der gegen den Tumor
gerichteten Immunantwort. Die Induktion von tumorspezifischen CD8+ zytotoxischen
T-Zellen ist ein Phdnomen, welches der Thl gerichteten Immunantwort zugeordnet
wird. Bei einigen Tumoren des Gastrointestinaltraktes wie primiren Lebertumoren,
Magen- und Pankreaskarzinomen konnte nachgewiesen werden, dass die CD8+ T-
Zellen die grofite Untergruppe von T-Zellen unter den tumorinfiltrierenden Lymphozy-
ten stellen [51]. Zytotoxische CD8+ T-Zellen werden als wichtige Mediatoren einer
gegen den Tumor gerichteten effizienten Immunantwort betrachtet. Tatséchlich besteht
eine positive Korrelation zwischen der CD8+T-Zellinfiltration von Tumorzellnestern
und der Uberlebenszeit von Patienten mit kolorektalem Karzinom [52]. Auch stellten
Pages et al fest, dass bei Patienten ohne Hinweise auf eine friihe Metastasierung eine
verstirkte Expression von Genen wie CD8a und Granzyme B, welche fiir CD8+ Zellen
typisch sind, bzw von Thl spezifischen Genen wie IFNy im Vergleich zu Patienten mit

frither Metastasierung vorliegt [53].

1.3.2 CD4+ T-Zellen
Aktivierte CD4+ T-Zellen konnen sich die beiden grofen Untergruppen der Thl und

Th2 CD4+ T-Zellen weiterentwickeln. Eine weitere wichtige Untergruppe der CD4+ T-

Zellen sind die regulatorischen T-Zellen, welche immunsuppressive Eigenschaften auf-
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weisen. Man unterscheidet sogenannte natiirliche regulatorische T-Zellen, welche im
Thymus reifen und in die Peripherie auswandern und induzierte regulatorische T-Zellen,
welche ihre suppressiven Eigenschaften in der Peripherie im Rahmen einer Immunant-
wort entwickeln. Beide Gruppen sind mdglicherweise an der Unterdriickung einer effi-
zienten Immunantwort gegen Metastasengewebe beteiligt und sind somit von klini-

schem Interesse.

1.3.2.1 Natiirliche regulatorische T-Zellen
CD4+CD25+T-Zellen sind eine natiirlich vorkommende Untergruppe der CD4+ T-

Zellpopulation, welche zwischen 1% und 5% der gesamten Lymphozytenpopulation im
peripheren Blut ausmacht und im Thymus reifen. Ein kleiner Anteil dieser CD4+CD25+
T-Zellen besitzt zellkontaktabhingige, immunsuppressive Eigenschaften. Diese supp-
ressiv wirksamen Zellen werden deshalb als regulatorische T-Zellen (Treg) bezeichnet
[54].

Die Arbeitsgruppe um Casares bewies mit einer Reihe von Experimenten, dass die Un-
tergruppe von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen in dem BALB/c CT26 Mausmo-
dell fiir die Unterdriickung einer addquaten gegen den Tumor gerichteten Immunantwort
verantwortlich sind [55]. Fiir die Tregs ist weiterhin die Expression von CTLA4 [56]
und Foxp3 [57] typisch, so dass diese Subpopulation iiber die Expression von CD4,
CD25, CTLA4 und Foxp3 charakterisiert werden kann.

Klinisch wurde diese Population regulatorischer T-Zellen im peripheren Blut von Pati-
enten mit epithelialen Malignomen [58], speziell bei gastrointestinalen Karzinomen [59]
sowie hepatozelluldren Karzinomen und kleinzelligen Lungenkarzinomen [60, 61] er-
hoht vorgefunden. Loddenkemper et al berichten dagegen, dass bei Patienten mit kolo-
rektalem Karzinom die Infiltration von Tregs in das Tumorgewebe bei Patienten ohne
Metastasen grofler war als bei Patienten mit Metastasen. Auch konnte keine positive
Korrelation zwischen dem Grad der Infiltration durch Tregs und einer giinstigen Prog-

nose festgestellt werden [62].

1.3.2.2 Induzierte regulatorische T Zellen
Die aktuelle Datenlage weist darauf hin, dass TGFB die Expression von Foxp3 in

CD4+CD25- T-Zellen hervorruft und dadurch diesen Zellen ermoglicht, Eigenschaften

zu erwerben, welche regulatorische T-Zellen auszeichnen [66, 67]. Dies bedeutet, dass
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neben den im Thymus gereiften regulatorischen T-Zellen auch ,,vor Ort* aus naiven
Vorlduferzellen induzierte regulatorische T-Zellen eine Rolle bei der zellkontaktabhin-
gigen Immunsuppression spielen konnten. [68]. Das an TGFB und Antigenstrukturen
reiche Tumormilieu ist dementsprechend als giinstig fiir die Induktion regulatorischer
T-Zellen zu werten.

Eine weitere Gruppe von immunregulatorisch wirksamen T-Zellen sind die sogenannten
induzierbaren regulatorischen T-Zellen, auch iTregs genannt. Diese Gruppe regulatori-
scher T-Zellen konnen sich in der Peripherie wahrend der Immunantwort aus naiven T-
Zellen entwickeln. Im Gegensatz zu den von Zellkontakt abhdngigen nTregs entwickeln
die iTregs ihre inhibitorische Wirkung iiber Zytokine. iTregs lassen sich in zwei Grup-
pen einteilen. Die Zellen der einen Gruppe vermitteln ihre immunsuppressive Wirkung
vornehmlich iiber IL-10 und werden als Trl Zellen bezeichnet [69]. Die Zellen der
zweiten Gruppe produzieren hauptsidchlich TGF und werden als Th3 Zellen bezeichnet
[70]. Bisher wurden keine spezifischen Zellmarker fiir iTregs entdeckt, diese Zellgruppe
wird bisher anhand ihres Zytokinprofils charakterisiert. [71]. Grundsétzlich kann man
die Aussage machen, dass durch Antigenkontakt aktivierte CD4+ T-Zellen sich in T-
Helferzellen verwandeln, sofern starke kostimulatorische Signale vorhanden sind. Wer-
den die CD4+ T-Zellen dagegen mit IL-10 oder TGF aktiviert, so differenzieren sich
die Zellen in regulatorisch wirksame T Zellen [54]. Eine Untersuchung des Zytokinpro-
fils sowie des Markers Foxp3 im Gewebe kolorektaler Lebermetastasen erlaubt somit
moglicherweise auch Aussagen hinsichtlich der Populationsdynamik regulatorischer T-
Zellen. Im Folgenden sollen Foxp3 und TGFp genauer besprochen werden, IL-10 wurde

bereits als Zytokin der Th2 Immunantwort ein Unterkapitel gewidmet (siehe Seite 14)

1.3.2.3 Foxp3
Foxp3 stellt das Hauptregulationsgen fiir die Entwicklung und Funktion von

CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen dar. CTLA4 und CD25 sind ebenfalls Marker-
molekiile fiir CD4+ Treg Zellen. Neuere Forschungsarbeiten haben aber ergeben, dass
diese Subpopulation von T-Zellen eindeutiger und zuverldssiger durch die exklusive
Expression von Foxp3 charakterisierbar ist [57, 63, 64].

Das Foxp3 Gen kodiert fiir den Transkriptionsfaktor "Scurfin". Mutationen dieses Gen-
lokus fithren beim Menschen zu einer Dysregulation der Immunantworten, Polyen-

dokrinopathien und Enteropathien. Da Foxp3 auf dem X-Chromosom zu finden ist, wird
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das oben beschriebene Syndrom mit "IPEX" (Immunodysregulation, Polyendocrino-
pathy, Enteropathy, X-Linked ) abgekiirzt. Bei der Maus spricht man bei der entspre-
chenden Konstellation von "Scurfy* [65]. Foxp3 ist als Treg-spezifischer Marker geeig-
net, unter anderem da dieser Transkriptionsfaktor zumindest in differenzierten Tregs
keinen starken Schwankungen ausgesetzt ist [62]. Foxp3 bietet weiterhin die Moglich-
keit, zwischen Tregs und nicht suppressiv wirksamen, aktivierten CD4+ T-Zellen, wel-

che ebenfalls CD25 exprimieren, zu differenzieren.

1.3.2.4 TGFp
Die groBte Quelle fiir TGFB im Korper sind die Blutpldttchen. TGFp kann aber auch aus

einer Vielzahl anderer Gewebe wie Milz und Knochenmark isoliert werden. TGFp ist
der stirkste bekannte Wachstumsinhibitor fiir viele Zellarten, unter anderem fiir norma-
le und transformierte Epithel- und Endothelzellen sowie fiir Hepatozyten.

TGFB hemmt die Proliferation von T-Zellen, indem es die durch IL-2 vermittelten proli-
ferationsfordernden Signale herunterreguliert. [45]. Weiterhin gibt es Hinweise darauf,
dass durch TGFp eine deutliche negative Wirkung auf das Tumorwachstum durch
Hemmung der IL-6 Produktion hervorgerufen wird [45]. TGFp hemmt somit nicht nur
Differenzierung und Proliferation von T Zellen, sondern iibt auch eine negative Wir-
kung auf das Tumorwachstum aus.

Des Weiteren ist TGFB ein wichtiger Differenzierungs- und Proliferationsfaktor fiir
regulatorische T-Zellen [67, 72]. Neuere Studien zeigten aullerdem, dass TGFp eine
wichtige Rolle fiir die Wirkung der regulatorischen T-Zellen spielt. So wurde festge-
stellt, dass TGFP die Expression von Foxp3 bei naiven murinen CD4+ T-Zellen indu-
ziert und damit essentiell bei der Ausbildung eines regulatorischen Phénotyps in naiven
murinen CD4+ T-Zellen ist [73]. Weiterhin ist TGFP das Hauptzytokin der zellkontak-
tunabhingigen, zytkinabhidngigen Th3 Zellen [71].

1.4 Angiogenese

Bei der Angiogenese handelt es sich um einen biologischen Prozef3, in welchem Endo-
thelzellen aus bereits existierenden Gefdflen aussprossen, um neue GefiaBstrukturen zu
bilden.

Sogenannte proangiogenetische Faktoren bestimmen das Wachstum oder die Riickbil-

dung von Gefdllen. Zu diesen proangiogenetischen Faktoren gehdren VEGF, FGF und
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Angiopoetin (Ang) sowie Chemokine. Das Hauptziel dieser Faktoren sind Endothelzel-
len der postkapilliren und kleinen terminalen Venulen [74]. Ein wachsender Tumor
aktiviert die Gefdle in seinem Umfeld durch proangiogenetische Faktoren und induziert
die Ausbildung eines versorgenden GefdBsystems. Der Ubergang des Tumors in einen
angiogenetisch aktiven Phanotyp wird als ,,angiogenic switch* bezeichnet. Endothelzel-
len werden durch die proangiogenetischen Faktoren aktiviert. Sie wandern und prolife-

rieren in Richtung des wachsenden Tumors [75]

1.4.1 Angioneogenese und Tumorwachstum
Folkman et al haben nachgewiesen, dass Tumorwachstum abhingig von angiogeneti-

schen Vorgingen ist [76]. Rasches, exponentiell verlaufendes Wachstum setzt erst mit
Angioneogenese ein. Bietet das Umfeld den Tumorzellen keine Moglichkeit zur Gefal3-
neubildung, ist die Grofle des Tumorknotens auf 1-2 mm begrenzt [10]. Die Bedeutung
der Neoangiogenese bei der Etablierung von Metastasen ist experimentell in zahlreichen
Mausmodellen nachgewiesen worden [77-79].

Tumorgefille zeigen viele strukturelle und funktionelle Abnormalitidten mit chaotisch
wirkender variabler Architektur. Die Zellen, welche Tumorblutgefdfle auskleiden, zei-
gen meist nur wenig Reaktion auf vasoaktive Substanzen. Dies hat zur Folge, dass die
Gefidlle stark duchldssig sind und nicht geeignet sind, um sauerstoffreiches Blut zu
transportieren. Diese Nachteile sind hochstwahrscheinlich durch endotheliale Fenestra-
tion sowie einen Mangel an glatter Muskulatur in der Gefa3wand bedingt [74]. Zahlrei-
che Untersuchungen haben ergeben, dass die Tumorgefddichte ein Prognosefaktor fiir
Patienten mit kolorektalem Karzinom ist. Eine erhohte GefaBdichte korreliert mit un-

giinstiger Prognose und niedrigen Uberlebenszeiten [77, 80, 81]

1.4.2 VEGF
Die Vascular Endothelial Growh Factor (VEGF) Familie umfasst sechs Glykoproteine,

welche als VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und Placental-Growth-
Factor (PIGF) bezeichnet werden. Es handelt sich um angiogenetische Faktoren, welche
an hochaffine, spezifische Tyrosin-Kinase Rezeptoren binden. Von diesen Faktoren
wird VEGF-A im Gewebe von kolorektalen Karzinomen am stirksten exprimiert [82].
VEGF-A tritt in sechs bekannten Splice-Varianten auf, die vier am starksten exprimier-

ten Isoformen weisen eine Linge von 121, 165, 189 sowie 206 Aminosduren auf.
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VEGEF-A 121 wird frei sezerniert, wihrend VEGF-A 189 und 206 in der extrazelluldren
Matrix gebunden werden. VEGF-A 165 liegt sowohl in 16slicher als auch in gebundener

Form vor [83].

In Mausen wirkt sich sowohl die homozygote als auch die heterozygote Deletion des
VEGF Gens bereits in der Embryonalentwickung tddlich aus. Betroffene Tiere weisen
schwere kardiovaskuldre Abnormalitdten auf. VEGF ist ein hochspezifisches Mitogen
fiir GefdBendothelzellen und hat eine Wirkung auf die Gefdlpermeabilitdt, welche
50000-fach stérker ist als die Wirkung des Histamins [84]. Hanrahan et al zeigten in
umfangreichen Untersuchungen, dass die Tumorzellen bereits in frithen Stadien der
Kolonkarzinomentwicklung die Fihigkeit zur Uberexpression von VEGF erlangen. So
findet der ,,angiogenic switch® von VEGF-A bereits im Adenomstadium statt, eine wei-
tere Hochregulierung der VEGF-A Expression findet beim Ubergang vom Adenom zum
Karzinom nicht statt [82, 85]. Erhohte VEGF-Expression ist beim Kolonkarzinom mit
Metastasenbildung assoziiert. Die VEGF mRNA Expression ist bei Patienten mit mul-
tiplen Metastasen sowohl im Primértumor als auch im Metastasengewebe signifikant
hoher gegeniiber Patienten mit solitiren Metastasen [86]. Die Datenlage deutet darauf
hin, dass die Uberexpression von VEGF deutlich mit einer erhdhten Rezidivgefahr nach
Tumorresektion in kurativer Absicht vergesellschaftet ist [87].

VEGF-Rezeptoren werden fast ausschlieflich auf Endothelzellen exprimiert; auf den
Endothelzellen vieler solider Tumoren findet eine Uberexpression statt. Neben seinen
proangiogenetischen Eigenschaften ist VEGF auch ein Uberlebensfaktor, der bei Hy-
poglykédmie und Hypoxie induziert werden kann. VEGF ist ferner dazu in der Lage, das
Uberleben von Endothelzellen in Anwesenheit des Apoptose-induzierenden TNFo, zu

sichern [79].
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2 Fragestellung

Folgende Fragen sollen in dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Gibt es bei der Entstehung und dem weiteren Wachstum von Kolonkarzinomme-
tastasen in der Leber charakteristische Zytokinprofile zu beobachten? Sind dabei

Zeichen einer Th1 oder Th2 gerichteten Immunantwort festzustellen?

2. Welche zelluldren Infiltrationsmuster aus CD4+ und CD8+ T-Zellen ergeben

sich in den kolorektalen Lebermetastasen?

3. Wie verhilt sich die Subpopulation der CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen
innerhalb der Gesamtheit der tumorinfiltrierenden Zellen im zeitlichen Verlauf?
Gibt es Hinweise auf die Induktion regulatorisch wirksamer T-Zellen in den ko-
lorektalen Lebermetastasen? Ist das Zytokinprofil giinstig fiir die Induktion re-

gulatorisch wirksamer T-Zellen?

4. Welche pro- und antiangiogenetischen Faktoren werden im Lebermetastasenge-
webe exprimiert? Andert sich dieses Muster zeitabhiingig? Wie stellt sich spe-
ziell die Expression der verschiedenen Isoformen von VEGFA im zeitlichen

Verlauf dar?

5. Welche Schluf3folgerungen sind aus den getroffenen Beobachtungen zur Tumor-

immunantwort im Tumorgewebe fiir die Klinik zu treffen?
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3 Material und Methoden

3.1 Tiere
Verwendet wurden weibliche BALB/c Mause im Alter von 6-8 Wochen (Fa. Harlan-

Winkelmann, Borchem, Deutschland). Die Tiere wurden unter konventionellen Bedin-
gungen in Makrolonkéfigen, welche in Laminar Airflow Schrinken (Scanbur, Koge,
Déanemark) untergebracht waren, bei konstanter Temperatur unter Gewéhrleistung eines
spezifischen pathogenarmen Umfeldes gehalten. Alle Méuse erhielten im Handel erhilt-
liches Tierfutter (Altromin Pressfutter, Altromin GmbH, Lage) und Wasser ad libitum.
Gemadl den Richtlinien unseres Institutes wurden die Tiere wihrend des Tages einem
Licht/Dunkel Zyklus von jeweils 12 Stunden ausgesetzt. Die Protokolle fiir die Tierex-
perimente wurden von dem Tierversuchs-Komittee der Universitit Wiirzburg und der

Landesregierung genehmigt.

3.2 Versuchsufbau

Drei Méuse erhielten PBS-Puffer in die Pfortader injeziert und dienten bei unverdnder-
tem Ergebnisspektrum PBS-injezierter Tiere an den Tagen 9, 14 und 19 in der vorlie-
genden Arbeit als Kontrolltiere (n=3). 15 Versuchstieren wurden an Tag 0 eine 1x10°
CT26.WT Zellen in die Pfortader injeziert (n=15). Diese Tiere wurden in drei Gruppen
mit jeweils fiinf Tieren eingeteilt, welche zu verschiedenen Zeitpunkten explantiert
wurden. Die Tiere der Gruppe A wurden nach 9 Tagen, die Tiere der Gruppe B nach 14
Tagen und die Tiere der Gruppe C nach 19 Tagen getotet. Ein Tier aus der Gruppe C
verstarb vor Ablauf der 14 Tage. Wiahrend der Beobachtungszeit wurden die Ver-

suchstiere regelméfig gewogen und inspiziert sowie die erhobenen Befunde dokumen-

tiert.
Gruppe Anzahl der Tiere | Nachbeobachtungszeit Injezierte
[n] [Tage] Zellzahl
A 5 9 1x10°
B 5 14 1x10°
C 4 19 1x10°
Kontrolle |3 0 0
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Tabelle 3: Versuchsgruppen mit Nachbeobachtungszeit und Zahl injezierter Zellen

3.3 Zellkultur mit CT26WT
CT26 ist eine N-nitroso-N-methylurethan (NNMU) induzierte, nichtdifferenzierte Ko-

lonkarzinom-Zelllinie, welche kloniert wurde und die Bezeichnung CT26.WT erhielt.
CT26.WT Zellen wirken in BALB/c Méusen tumorbildend. Die in den Versuchen ein-
gesetzte CT26.WT Zelllinie wurde von LGC Standards (Wesel, Deutschland) generiert.

Das Zellkultur Ndhrmedium setzte sich wie folgt zusammen:

450 ml glutaminfreies RPMI 1640 Medium (GIBCO/Invitrogen Corporation,

GroBbritannien)

50 ml inaktiviertes FCS (Mycoplasma and Virus screened, GIBCO/Invitrogen
Corporation, Grof3britannien)

ml 200 mM Glutamin (Biochrom AG, Berlin)

ml Penicillin/Streptomycin (1000 U/10000 pg/ml, Biochrom AG, Berlin)

Der Zellkultur Puffer wurde wie folgt hergestellt:
450 ml Molbio Grade Wasser (DNase, RNase free, GIBCO, Invitrogen Corpora-

tion, Grof3britannien)

50 ml 10x PBS (D-PBS +CaCl2+Mgcl2, GIBCO, Invitrogen Corporation,
Grofbritannien)

10 ml sterilfiltiertes Penicillin/Streptomycin (1000 U/10000 pg/ml, Biochrom
AG, Berlin)

Die Zellen wurden in 800 ml Zellkulturflaschen (EasYflask, l750m2, Nunc, Wiesba-
den,) in einem Brutschrank (HeraCell, Kendro (Heraeus), Hanau) bei einer konstanten
Temperatur von 37°C und bei 5% CO; Anteil kultiviert und in Form eines Monolayers
angeziichtet. Die Flaschen wurden zweimal pro Woche unter einem Lichtmikroskop
(Axiovert 25, Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) untersucht, um den Grad der Zellkonfluenz
festzustellen und um Kontamination mit Bakterien oder Pilzen auszuschlieBen. Sdmtli-
che Arbeiten mit CT26.WT Zellen wurden an einer Sterilbank (HeraSafe, Kendro (He-
raeus), Hanau) durchgefiihrt.

Uberschiissige Zellen wurden in regelmiBigen Abstinden eingefroren. Jeweils 5x10°
CT26.WT Tumorzellen, suspendiert in 1,5 ml inaktiviertem FCS mit 10%DMSO (mi-
nimal 99,5% GC, SIGMA-Aldrich, Steinheim), wurden in ein 2 ml Cryor6hrchen
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(Cryo.s, Greiner Bio-One, Frickenhausen) iiberfiihrt. Die Zellen wurden zunichst einige

Tage bei -20°C aufbewabhrt, bevor sie in -80°C Stickstoffbehilter gelagert wurden.

Splitting von CT26.WT Zellkulturen

Die Zellkulturen wurden in Abstdnden von drei bis vier Tagen unter einem Lichtmikro-
skop (Axiovert 25, Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) durchgemustert und anschliefend in
einem Verhiltnis von 1:4 gesplittet. Zunidchst wurde das alte Zellmedium verworfen
und die Zellkultur mit 10 ml frischem PBS Puffer (D-PBS, +CaCl,/+MgCl,, GIBCO,
Invitrogen Corporation, GroBbritannien) gewaschen. Um die Zelladhdsionen innerhalb
des Monolayers aufzulésen wurden pro 15 cm® Flasche 5ml Trypsin/EDTA Losung
(0,05%/0,02% (w/v) in PBS (w/0), Ca2+/Mg2+, Biochrom AG, Berlin) auf dem Fla-
schenboden verteilt und die Zellen anschlieBend 10 Minuten im Brutschrank inkubiert.
Nach der Inkubationsphase wurde das Zell/Trypsin Gemisch mit 7 ml Medium versetzt.
Mit Hilfe einer Pipette wurden die die noch am Plastik verhafteten Zellen abgeldst. An-
schlieBend wurde die Zellsuspension mit der Pipette einige Male resuspendiert um eine
zuverlédssige Vereinzelung der CT26.WT Zellen zu gewihrleisten. Je 3 ml der Zellsus-
pension wurden in eine Zellkulturflasche mit 37 ml Medium gegeben um bei einem
Gesamtvolumen von 40 ml ein Splitverhdltnis von 1:4 zu erreichen. Die Zellkulturfla-
schen wurden wieder in den Brutschrank gelegt. Unter diesen Kultivationsbedingungen
bildet sich innerhalb von 3 bis 4 Tagen auf dem Flaschenboden ein durchgehender Zell-

Monolayer aus.

Die Vorbereitung der CT26.WT Zellen zur Injektion wurde wie folgt vorgenommen

Zunichst wurde das alte Medium verworfen und die Zellen mit 10 ml PBS Puffer gewa-
schen. AnschlieBend wurden jeder Flasche 5 ml Trypsin/EDTA Ldsung zugesetzt. Nach
10 Minuten Inkubationszeit wurden 7 ml Medium dazugegeben und die Zellen re-
suspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend in 50 ml Cellstar Behéltern (Grei-
ner Bio-one, Frickenhausen) gesammelt und bei 324 g 10 Minuten zentrifugiert (Multi-
fuge 3S-R, Kendro (Heraecus), Hanau).Das entstandene Zellpellet wurde sorgfiltig in
10ml resuspendiert und die Losung mehrmals durch einen 70 um Nylonsieb (BD Fal-
con, Erembodgem, Belgien) gefiltert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wur-
den die Zellen in exakt Sml Medium resuspendiert. 10 pl der Zellsuspension wurden in
90 pl Trypanblau (0,4%, SIGMA-Aldrich, Steinheim) gegeben, sorgfiltig vermischt

und die Zellkonzentration mit Hilfe einer Neubauer Zdhlkammer bestimmt. Unter einem
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Lichtmikroskop (Axiostar plus, Carl Zeiss Mikroskopie, Jena) wurden bei 10-facher
Vergroflerung die Zellen innerhalb von 4 Quadraten ausgezéhlt. Die Gesamtzellzahl in

der 5 ml Zellsuspension wurden nach folgender Formel berechnet:
Zellzahlgegam: = Zellzahlsquadrae X 4 X 10(Farbungsverdiinnung) x 104(Kammerfaktor)

Die Zellsuspension wurde ein weiteres Mal zentrifugiert und das Zellpellet danach in
einem der gewiinschten Zellkonzentration angepaften Volumen resuspendiert. Die Zell-
16sung wurde in Eppendorf-Cups aliquotiert und bis zu der Injektion in die Tiere auf Eis
verwahrt. Bei den durchgefiihrten Eingriffen lagen zwischen der Aufbereitung der Zel-

len und dem Injektionsvorgang in die Tiere maximal zwei Stunden.

3.4 Tumorzellinjektion
Fiir die Dauer des operativen Eingriffes wurden die Tiere mit Isofluran in Narkose

gehalten. Fiir die Tumorzellinjektion wurden jeweils 1x10° CT26.WT Zellen in 150ul
RPMI Medium (GIBCO/Invitrogen Corporation, Grof3britannien) suspendiert. Die Zell-
suspension wurde in einer Insulinspritze (Omnican 0,30x12mm, B. Braun Petzold
GmbH, Melsungen) aufgezogen.

Den Tieren wurde jeweils an Tag 0 1x10° Tumorzellen iiber die Pfortader in die Leber
injeziert. Hierfiir wurde der Bauchraum der Versuchstiere unter einem Operationsmik-
roskop eroffnet. Der Diinndarm wurde vorsichtig mobilisiert und zur Seite verlagert, so
dass der Blick auf die Pfortader frei war. Die Tumorzellinjektion erfolgte mit Hilfe einer
32G Nadel direkt in die Pfortader. Nach sorgfaltiger Blutstillung mittels Wattetupfer
wurden Bauchmuskulatur und Haut der Versuchstiere separat mit Einzelknopfndhten
verschlossen (8-0, Surgipro II, Syneture, Norwalk, USA). Es erfolgte eine Kontrolle der
Naht auf Dichtigkeit.

3.5 Organentnahme
Im Rahmen der Explantation wurde den Versuchstieren unter Narkose Milz und Leber

entnommen. Die Mduse wurden anschlieend mittels Herzschnitt rasch getotet.
Das entnommene Gewebe wurde wie folgt asserviert: Zwei Resektate aus dem zentralen
Bereich der Lebermetastasen wurden in RNAlater Reagenz (Applera Deutschland

GmbH, Darmstadt) in 2ml Cryordhrchen (Cryo.s, Greiner Bio-One, Frickenhausen) ge-
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legt und zunéchst iiber zwei Tage bei 4°C in einem Kiihlschrank aufbewahrt. Anschlie-
Bend wurde das Probematerial bis zur Untersuchung bei -80°C gelagert. Weiterhin wur-
den Lebermetastasengewebe in Tissue Tek (TissueTek, Sakura Finetek Europe, Zoeter-
wonde, Niederlande) zur weiteren immunhistochemischen Aufarbeitung eingelegt und in
Stickstoff 30 Minuten schockgefroren. Das schockgefrorene Metastasengewebe, die Tis-

sueTek Blocke und die RNAlater Proben wurden bei -80°C gelagert.

3.6 RNA Extraktion

Das in RNAlater eingefrorene Lebermetastasengewebe wurde vorsichtig aufgetaut.
Nach Verfliissigung des RNAlater wurden die Gewebsstiicke dem Cryordhrchen ent-
nommen, auf einem Bett von Zellstoff sanft getrocknet und das Gewicht anschlieend
in einer sterilen Petrischale (Falcon 100x20 mm, Becton Dickinson Labware, Franklin
Lakes, USA) mittels Waage (Sartorius CP2248S, Sartorius, Gottingen) bestimmt. Das
Gewebe wurde mit einem sterilen Skalpell in jeweils 30 pg schwere Stiicke zerteilt. Je
30 pg Zellmaterial wurden in 350 pl Lysepuffer eingelegt und mit Hilfe einer
Schwingmiihle (Qiagen TissueLyser, Retsch GmbH&Co KG, Haan) aufgeschlossen.
AnschlieBend wurde die totale RNA mit Hilfe des Qiagen Minikits (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, Hilden) aus den Proben isoliert. Die Isolierung der RNA erfolgte hierbei gemal3
den Angaben des Herstellers. Nach erfolgter Isolierung wurde die Reinheit der RNA
Losung iiber eine photometrische Messung kontrolliert (Bio-Photometer 6131, Eppen-
dorf, Hamburg). Sowohl die ermittelte RNA-Konzentration in pg/ml als auch die Ratio
260/280 nm, welche als Parameter fiir die Reinheit des RNA FEluats dient, wurden do-
kumentiert.

Im Anschluf} an die RNA Extraktion erfolgte die cDNA Synthese auf der Grundlage der
frisch isolierten RNA. Hierfiir wurde ein Synthese-Kit eingesetzt (iScript cDNA Syn-
thesis Kit, Bio-Rad, Hercules, USA). Die Reagenzien wurden in 0,5 ml Tubes (Eppen-
dorf, Hamburg) pipettiert. Nach Fertigstellung der 60 pl Ansdtze wurden die Tubes in
einen Mastercycler (Mastercycler, Eppendorf, Hamburg) eingesetzt und das Synthese-
programm durchlaufen. Die hergestellte cDNA wurde photometrisch gemessen, mit
RNAse freiem H,O auf eine Konzentration von 50 ng/pl verdiinnt und in 1,5 ml Tubes
(Eppendorf, Hamburg) pipettiert. Die cDNA Losungen sowie die RNA Stocks wurden

in einem Gefrierschrank bei -20°C verwahrt.
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3.7 Methodik der PCR

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist ein Verfahren welches eine hocheffiziente
Vervielfiltigung flir genau definierte DNA-Abschnitte ermdglicht. Fiir die Durchfiih-
rung einer PCR bendtigt man eine DNA Matritze, ein dquimolares Gemisch von for-
ward und reverse Primern, Nucleotide sowie eine DNA Polymerase. Zu Beginn eines
Amplifikationszyklus wird zundchst die doppelstrangige DNA aufgeschmolzen, so dass
die DNA Matritze in Form von Einzelstrangen vorliegt. Anschlieend wird der Reakti-
onsansatz bis zum Erreichen der sogenannten Annealing Temperatur aufgewiarmt. Bei
der Annealing Temperatur handelt es sich um die Temperatur, bei welcher sich die Pri-
mer-Oligonukleotide optimal an die DNA Einzestringe anlagern. Nach Anlagern der
Primer an die DNA Einzelstrdnge wird der Reaktionsansatz auf die optimale Synthese-
temperatur gebracht. Hierdurch binden die DNA Polymerase Molekiile an die Primer
und es erfolgt die Synthese von zum Matritzenstrang komplementéiren Nukleotidketten.
Dieser Schritt wird als Elongation bezeichnet. Nach AbschluB3 der Elongationsphase
werden die DNA Doppelstrange durch Erhitzen wieder aufgeschmolzen, so dass ein
neuer Amplifikationszyklus beginnen kann. Im Idealfall findet im Rahmen eines Ampli-
fikationszyklus eine Verdoppelung der DNA-Menge statt, was zu einem exponentiellen

Verlauf der DNA Menge fiihrt.

3.8 Real-Time PCR

Die Real-time PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode flir Nukleinsduren, welche auf
dem Prinzip der herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion beruht und zusitzlich die
Moglichkeit der Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluores-
zenz-Messungen wéhrend der Amplifikationszyklen durchgefiihrt. Die Fluoreszenz
nimmt proportional mit der Menge der PCR Produkte zu. Es gibt verschiedene Metho-
den, die Menge der vorliegenden DNA {iiber Fluoreszenzsignale sichtbar zu machen.
Unter anderem werden interkalierende Farbstoffe, TagMan Sonden, Molecular Beacons,
Scorpion-Primer und Lux-Primer eingesetzt. Die einfachste Moglichkeit der Quantifi-
zierung des PCR Produktes ist hierbei der Einsatz von interkalierenden Farbstoffen wie
z.B. SYBR Green. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, dessen Fluoreszenz durch
die Bindung an doppelstringige DNA intensiv ansteigt. In ungebundenem Zustand ist
die Fluoreszenz dieses Markers vernachldssigbar. Dieser Fluoreszenzfarbstoff ist aller-

dings nicht produktspezifisch, d.h. SYBR Green Molekiile lagern sich in gleicher Weise

24



an gewiinschtes Amplifikationsprodukt und an eventuell anfallendes Fehlerprodukt an.
Deshalb wird nach jeder Real Time PCR Analyse anhand der Schmelzkurve iiberpriift,
ob ,sauberes Amplifikat vorliegt. Im Rahmen der Schmelzkurvenanalyse wird die
doppelstringige DNA zunidchst aufgeschmolzen. Das Aufschmelzen der DNA fiihrt
dazu, dass das Fluoreszenzsignal zunédchst aufgehoben wird. AnschlieBend findet eine
allmédhliche Absenkung der Temperatur unter Registrierung des Fluoreszenzsignals
statt. Wenn die fiir das jeweilige Amplifikationsprodukt spezifische Temperatur erreicht
wird, bilden sich wieder DNA Doppelstringe aus, was zu einem sprunghaften Anstieg
der Fluoreszenz fiihrt. Je reiner das Amplifikat, desto steiler ist der Kurvenverlauf der

Schmerzkurve und desto schmaler fallt die Spitze der Schmelzkurve aus.

3.8.1 Verwendete Materialien
Master Mix:

Fiir die Real-Time PCR Untersuchungen wurde der SybrGreen Master Mix von Applied
Biosystems eingesetzt. Folgende Reagenzien sind in dem Kit enthalten:

DyNAmo hot start Polymerase

SYBR Green |

Optimierter PCR Puffer

5 mM MgCl,

dNTP Mix
cDNA
Fiir die Real-Time PCR wurden die cDNA Losungen verwendet, welche aus den RNA
Extrakten der Gewebsproben hergestellt wurden. Die cDNA Konzentration lag dement-
sprechend standardméafBig bei 50 ng/pl.
Primer
Die Sequenzen fiir die Primer von IL-2, IL-6, IL-10, IL-18, TNFa, IFNy, TGFB, B7-H1,
PD-1, Foxp3, Fas, Fas-Ligand sowie VEGFA1-4 wurden aus fachspezifischer Literatur
entnommen und von MWG-Biotech AG (Ebersberg) synthetisiert und als Trockensub-

stanz geliefert.
Die Trockensubstanz wurde in mol bio grade H,O aufgeldst und als Stocklosung in ei-

ner Konzentration von 100 pmol/ul bei -20°C gelagert. Fiir die Real-Time-PCR wurde
stets mit Molbio grade H,O eine Arbeitslosung von 10 pmol/ul hergestellt.
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Die Primer fiir CD4, CTLA4 und IL-4 wurden von Qiagen erstanden (QuantiTect Pri-
mer Assay, Qiagen, Hilden).

Sequenzen der von MWG Biotech synthetisierten Primer:

GAPDH Forward 5'- GGT GAA GGT CGG TGT GAA CGG A -3
GAPDH Reverse 5'- TGT TAG TGG GGT CTC GCT CCT G -3
IL-2 Forward 5'- CTA GGC CAC AGA ATT GAAAGA TCT -3
IL-2 Reverse 5'- GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C -3
IL-6 Forward 5'- GAG GAT ACC ACT CCC AACAGA CC -3
IL-6 Reverse 5'- AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA -3
IL-10 Forward 5'- CCA GTA CAG CCG GGA AGACA -3
IL-10 Reverse 5'- CTC TGG CCG ACT GGG AAG T -3
IL-18 Forward 5'- CAG GCC TGA CAT CTT CTG CAA -3
IL-18 Reverse 5'- TCT GAC ATG GCA GCC ATT GT -3
IFN-gamma Forward 5'- CCTCATGGC TGTTTC TGG CTG TTA -3
IFN-gamma Reverse 5'- CAT TGA ATG CTT GGC GCT GGA CC -3
TNF-alpha Forward 5'- GAA AGC ATG ATC CGC GAC GTG GA -3
TNF-alpha Reverse 5'- TAC GAC GTG GGC TACAGG CTT G -3
TGF-beta1 Forward 5'- CAC TGA TAC GCC TGA GTG -3
TGF-beta1 Reverse 5'- GTG AGC GCT GAATCG AAA -3
TGF-beta total Forward 5'- TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG G -3
TGF-beta total Reverse 5'- GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC -3
CD8-alpha Forward 5'- CCGTTGACCCGCTITCTGT -3
CD8-alpha Reverse 5'- CGG CGTCCATTTTCT TTG GAA -3
PD-1 Forward 5'- TTC ACC TGC AGC TTG TCC AA -3
PD-1 Reverse 5'- TGG GCA GCT GTATGATCT GG -3
B71-H1 Forward 5'- AAG CCT CAG CAC AGC AACTT -3
B71-H1 Reverse 5'- ACATCATTCGCT GTGGCG TT -3
Fas Forward 5'- TGC TCC CAG CTG CAG GC -3
Fas Reverse 5'- GCC CGG TAG CTC TGG GTG TA -3
Fas-Ligand Forward 5'- CAG CTC TTC CAC CTG CAG AAG G -3
Fas-Ligand Reverse 5'- AGA TTC CTC AAA ATT GAT CAG AGA -3
Foxp3 Forward 5'- CCC AGG AAA GAC AGC AACCTT -3
Foxp3 Reverse 5'- TTC TCA CAACCA GGC CACTTG -3
VEGF-A1 Forward 5'- GCC AGC ACA TAG GAG AGATGA GC -3
VEGF-A1 Reverse 5'- CGG CTTGTCACATTT TTC TGG -3
VEGF-A2 Forward 5'- GCC AGC ACA TAG GAG AGATGA GC -3
VEGF-A2 Reverse 5'- CAAGGC TCACAG TGATTT TCT GG -3
VEGF-A3 Forward 5'- GCC AGC ACA TAG GAG AGATGA GC -3
VEGF-A3 Reverse 5'- AAC AAG GCT CAC AGT GAACGCT -3
VEGF-A4 Forward 5'- TTACTG CTG TACCTCCACC -3
VEGF-A4 Reverse 5'- ACA GGA CGG CTT GAAGAT G -3

Tabelle 4: Sequenzen der Primer Oligopeptide
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Reaktionsansatz fiir MWG Biomol Primer:

Volumen [pl] Reagenz

3 cDNA Losung
1 Primerldsung
6,5 H,O

12,5 SYBR Green

Tabelle 5: Reaktionsansatz MWG Biomol Pimer

StandardmiBig wurde mit 23 pl Ansétzen gearbeitet. Pro Ansatz wurden 3pul cDNA
Losung verwendet. Dies entspricht 150 ng cDNA und ergibt eine Template-
Konzentration von 6,52ng/pl. Geméal Hersteller des PCR-Kits sollte die Template Kon-
zentration 10ng/pl nicht iibersteigen. Pro Ansatz wurde 1pl Primer-Arbeitslosung ein-
gesetzt. Dies entspricht einer Konzentration von 0,43pmol/ul bzw 0,43 uM. Nach Her-
stellerangaben liegt die optimale Primerkonzentration gewdhnlich zwischen 0,1 und
1uM, empfohlen werden 0,3uM. SchlieBlich enthilt jeder Ansatz 12,5 pl SYBR Green.
Dies ergibt in etwa eine Verdiinnung des SYBR Greens von 1:2. Dies entspricht den
Vorgaben des Herstellers. Der Reaktionsansatz wird durch die Zugabe von 6,5 pl H,O
auf das gewiinschte Volumen von 23 pl gebracht. Bei unseren Versuchen wurde das

DNA Template als letzte Komponente zu dem Reaktionsgemisch dazugegeben.

Reaktionsansatz fiir Qiagen Primer:

Volumen [pl] Reagenz

2 cDNA Losung
2,2 Primerlosung
6,8 H,O

11 SYBR Green

Tabelle 6: Reaktionsansatz Qiagen Primer

Gemal} Herstellerempfehlungen wurde bei den Quiagen Primern eine Template Kon-
zentration < 150 ng eingesetzt. Die Primerl6sung wurde somit in dem 22 pl Reaktions-

gemisch entsprechend der Vorgaben des Herstellers im Verhiltnis von 1:10 verdiinnt.
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Die Real-Time PCR wurde unter Einsatz des Opticon Monitor (Opticon 2, MJ Re-
search) durchgefiihrt.

3.8.2 Auswertung der PCR Daten

Die Fluoreszenzkurve bei einer Real-Time PCR zeigt ab einem bestimmten Punkt eine
exponentielle Zunahme. Innerhalb dieses exponentiellen Bereiches kann man davon
ausgehen, dass das DNA Produkt pro Zyklus um den gleichen Faktor anwéchst. Im Ide-
alfall findet mit jedem Amplifikationszyklus eine Verdoppelung der DNA Menge statt.
In diesen exponentiellen Bereich wird ein willkiirlich bestimmter Schwellenwert, der
sogenannte ,,threshold”, gelegt. Die Quantifizierung erfolgt immer in diesem exponen-
tiellen Bereich, also in der Reaktionsphase, in welcher die Fluoreszenzwerte deutlich
tiber dem Hintergrundlevel liegen, aber noch nicht so viele Zyklen abgelaufen sind, dass
Reaktionskomponente knapp werden [88]. Mit Hilfe des Threshold wird der C(t) Wert
von jedem Ansatz bestimmt. Der C(t) Wert besagt, wieviele Zyklen in einem bestimm-
ten Well stattfinden muflten, bis der Threshold erreicht wurde. Wird eine relative und
keine absolute Quantifizierung durchgefiihrt, so kann ein C(t) Werte nicht fiir sich allei-
ne gewertet werden, sondern muf3 immer im Vergleich zu anderen Werten beurteilt
werden. Eine anerkannte Methode der relativen Quantifizierung besteht darin, die C(t)
Werte der ausgetesteten Gene gegen einen internen Standard zu vergleichen. Als inter-
ner Standard bieten sich die sogenannten "housekeeping genes" an, also Gene, von de-
nen bekannt ist, dass sie in allen Zellen konstitutiv exprimiert werden. Als interner
Standard wurde stets GAPDH verwendet, also ein klassisches Housekeeping Gene, wel-
ches als Referenzgen fiir Untersuchungen am kolorektalen Karzinom geeignet ist [89].
Gegen die Basisexpression des Referenzgenes werden die anderen Gene mit Hilfe des

sogenannten AC(t) Wertes verglichen. Der AC(t) Wert berechnet sich folgendermal3en:

AC(t) = C(t)Target Gene — C(t)Housekeeping Gene

Ein AC(t) =4 bedeutet, dass ein bestimmtes Target Gene den Threshold vier Zyklen
nach dem Housekeeping Gene erreicht hat. Geht man davon aus, dass pro Zyklus eine
Verdoppelung des Genmaterials stattfindet, so kann man darauf schlieen, dass ur-
spriinglich 2* = 16 x mehr Housekeeping-Gen DNA im Ansatz vorhanden war als Tar-
get-Gen DNA. Bei sdmtlichen Real-Time PCR Untersuchungen wurde dasselbe
GAPDH Gen als interner Standard verwendet.

28



3.8.3 Darstellung der Ergebnisse: Berechnung des Fold Factors
Im Rahmen der Auswertung wurden die Werte der behandelten Méuse gegen die Werte

der Kontrollgruppe verglichen. Bei den Kontrolltieren handelt es sich um Versuchtiere,
welche unter den selben Bedingungen wie die behandelten Méduse gehalten wurden,
aber keine Manipulation erfuhren.

Zundchst wurden die AC(t) Werte fiir die Mause aus der Kontrollgruppe berechnet.
Hierfiir wurde fiir jedes Zielgen der Mittelwert aus den AC(t) Werten der drei Kontroll-
tiere errechnet. Dieser Mittelwert wurde als Vergleichsbasis fiir die behandelten Tiere
verwendet. Fiir jedes Versuchstier und jedes Zielgen wurde der spezifische Fold Faktor
berechnet. Anschliefend wurde aus den Einzelwerten der Versuchstiere der Fold Fac-
tor-Mittelwert fiir jede Versuchsgruppe errechnet. Der Foldfaktor bezieht sich auf den
AC(t) Mittelwert der Kontrolltiere und berechnet sich auf folgende Weise:

Fold Factor = 2-(AC(t)Behandelt — AC(t)Kontrolle)

Diese Art der Berechnung wird auch als 2 A€ _Methode bezeichnet. Bei dieser Me-
thode geht man davon aus, dass alle Reaktionen mit maximaler und gleichbleibender
Effizienz ablaufen [90].

Gilt Fold-Faktor = 3, so bedeutet dies, dass das Zielgen in den behandelten Tieren drei-
mal stirker exprimiert war als in den Kontrolltieren. Ein Foldfaktor von 1 zeigt dage-
gen, dass das Zielgen in Kontrolltieren und behandelten Tieren in gleichem Malle
exprimiert wird. Fiir die Darstellung unserer Ergebnisse wurde innerhalb einer Behand-
lungsgruppe der Mittelwert der berechneten Fold Faktoren bestimmt und die Standard-
abweichung der Foldfaktoren kalkuliert. Mit dem T-Test wurden die Werte der drei
Versuchsgruppen gegeneinander verglichen und auf signifikante Unterschiede unter-
sucht. Signifikante Unterschiede (p<0,05) sowie hochsignifikante Unterschiede
(p<0,01) wurden tabellarisch aufgelistet und durch Schattierung der Zelle gekennzeich-

net.

3.9 Immunhistologische Analyse
Direkt nach der Organentnahme wurden Stiicke der Lebermetastasen in TissueTek ein-

gebettet, in Fliissigstickstoff schockgefroren und anschlieend in einem Kiihschrank bei

-80 Grad C verwahrt. Von den Gewebeblocken wurden fiir die immunhistochemischen
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Untersuchungen 5 um dicke Schnitte angefertigt. Es wurden zuerst Einzelfarbungen,
anschlieBend Doppelfarbungen an Maus-Lebergewebe durchgefiihrt, um die Qualitét
der Antikdrper (AK) und deren Konzentration (in pg/ml) fiir eine optimierte Reaktion
mit dem Gewebe auszutesten. Zudem wurde in der Vorbereitungsphase ermittelt, wel-
cher AK mit welchem Markerenzym, entweder Meerrettichperoxidase (HRP, Horsera-
dish Peroxidase) oder alkalische Phosphatase (AP), die beste Bindung darstellt.

Durch Einfachfiarbungen wurden IL-2, IL-4, IL-10, TGFp, IFNy, TNFa, VEGF, VEGF-
Rezeptor, Fas-Ligand und Fas dargestellt. Die Doppelfirbetechnik wurde bei den Mar-
kerkombinationen CD4/CD8, CD4/CD25, CD4/CTLA4 sowie CD4/Foxp3 eingesetzt.
Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die verwendeten Primir-AK, deren Antigen mit
Funktion sowie liber Zellen die dieses Antigen exprimieren. Dazu passende Sekundi-

rantikorper finden sich in Tabelle 9.

Antikorper Firma Verdiinnung
Biolegend (San Diego) 503811
IL-2 Clone JES6-5H4;rat 1:50
Serotec (Oxford) (MCA1492)]| ..
IL-4 Clone BVD6-24G2;rat 1:100
Serotec (Oxford) (MCA1302G) |, .
IL-10 Clone JES5-2A5:rat 1:100
TNFo Serotec  (Oxford) MCA1488 1:50
Clone ; rat
Abcam (Cambrige, UK) | ..
TGFB ab25121-100;rabbit 1:30
Abcam (Cambrige, UK) | 1:50
TFNy ab10744-25;g0at
VEGF Santg Cruz (A-20): sc-152; 1:50
rabbit
eBioscience 14-5988-82 Clone | |,
VEGFR3 AFLA4: rat 1:50
eBioscience 14-1522-85 Clone| |,
CTLA UC10-4B9;arm.ham. 1:30
eBioscience 14-5773-82 Clone |
FOXp3 FJK-16s;rat 1:50
eBioscience  14-0251  Clone | ,
CD25 PC61.5;rat 1:30
Serotec  (Oxford) MCAL1767 | ..
CD4 Clone YTS191.1;rat 1:100
Serotec  (Oxford) MCA609G |,
CD8 Clone KT15;rat 1:100
CD95 (FAS) Santa Cruz (X-20):sc-1024;|1:50
rabbit
CD178 Santa Cruz (MFL3): sc-19986; 1:50
(FAS-L) ham. )

Tabelle 7 : Primérantikorper mit Produktionsdaten und Verdiinnung
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Antikorper Firma Verdiinnung
. Jacksonlmmunoresearch (Suf- | .
Goat anti-Hamster IgG folk, UK) 127-055-099 1:100
. . | Jacksonlmmunoresearch (Suf- | .
Donkey Anti-Goat IgG HRP-konj. folk, UK) 705-036-147 1:100
. . Jacksonlmmunoresearch (Suf-| .
Donkey Anti-rat [gG HRP-kon;. folk, UK) 712-036-150 1:100
. . Jacksonlmmunoresearch (Suf-| .
Donkey Anti-rat [gG AP-konj. folk, UK) 712-056-150 1:100
. . Jacksonlmmunoresearch (Suf-| .
Donkey Anti-rat [gG AP-konj. folk, UK) 711-036-152 1:100
Donkey Anti-Rabbit IgG HRP- | Jacksonlmmunoresearch (Suf- 1:100
konj. folk, UK) 705-036-147 )
Normal Mouse Serum — bio- 1:10
meda MS007 )

Tabelle 8: Sekundérantikorper mit Produktionsdaten und Verdiinnung

3.9.1 Einfachfirbung

Bei der angewandten Farbetechnik handelt es sich um eine indirekte Nachweismethode.
Zunichst wurden die Gefrierschnitte iber 10 Minuten in Aceton (Fa. Merck, Darmstadt)
fixiert und anschlieBend luftgetrocknet. Der unkonjungierte Primédr-AK wurde {iber
Nacht in einer feuchten Kammer bei 4° C inkubiert. Danach wurde das Gewebe in ei-
nem 0,5%igem BSA (Fa. Merck, Darmstadt) TRIS-HCI (Fa. Merck, Darmstadt)-NaCl
(Fa. Merck, Darmstadt)-Puffer gewaschen, welcher mit einem pH-Meter (Fa. WTW,
Darmstadt) auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt worden war. Im néichsten Schritt
wurde das Gewebe liber 60 Minuten mit einem HRP-konjungierten Sekundéir-AK inku-
biert. Dieser polyklonale Sekundirantikorper ist spezifisch gegen die Tierspezies des
Primérantikorpers gerichtet, was eine optimale Bindung zwischen den Antikdrpern er-
moglicht. Der entstandene Enzym-Substrat-Komplex wurde nun mit einem Chromogen
(Fa. Biogenex, Liquid DAB, San Ramon, CA, USA oder NovaRed, Fa. Linaris, Wert-
heim), der sich auf dem Gewebe in einem ,,brdunlichen Farbton* bzw. ,,ziegelsteinroter
Farbton* darstellt, sichtbar gemacht. Nach abschlieend zweiminiitiger Gegenfarbung in
wissrigem Hamalaun, bestehend aus 2,4 g Hamatoxilin (Fa. Merck, Damstadt), 0,4 g
Natriumjodat (Fa. Merck, Darmstadt), 100 g Kaliumaluminiumsulfat (Fa. Applichem,
Hartenstein, Wiirzburg), 2 g Zitronensdure (Fa. Merck, Darmstadt) und 2000 ml destil-
liertem Wasser (Fa. Delta-Pharma, Pfullingen), wurde das Gewebe mit Glycergel (Fa.
Dako, Hamburg) fixiert.
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HRP-konjungierter

O ey / / Sekundar-AK

(brauner Farbton)

/J t\“ Primar-AK

Antigen Zelloberflache

Abbildung 1: Schematische Darstellung der indirekten Nachweismethode mit dem ersten Enzym-
Substrat-Komplex, bestehend aus Primér- und Sekundidr-AK. Die HRP-Konjugation stellt sich auf dem
Gewebe als braunlicher Farbton dar. HRP, Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase); AK, Antikor-
per.

IL-2 (Tag 9)

Abbildung 2: Darstellung des Zytokins IL-2 im Lebermetastasengewebe an Tag 9 nach intraportaler
Injektion von 1x10® CT26WT Tumorzellen mittels Einfachfirbung. Die IL-2 positiven Zellen sind braun
markiert.

3.9.2 Doppelfirbung

Mittels der in unserer Arbeitsgruppe entwickelten sequentiellen immunenzymatischen
Doppelfarbung wurden zwei verschiedene Antigene auf dem untersuchten Lebermetas-

tasengewebe nebeneinander sichtbar gemacht werden. Das Prinzip dieser Doppelfar-
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bung beruht auf jeweils zwei eigenstidndig sukzessiv ablaufenden, so genannten indirek-
ten Nachweismethoden. Dies bedeutet, dass ein spezifischer aber unkonjungierter Pri-
méir-AK an das Gewebe bindet, welcher in einem nichsten Schritt von einem entweder
HRP- oder AP-konjungierten Sekundir-AK gebunden und durch Zugabe von Chromo-
gen sichtbar gemacht wird. Der erste Féarbeschritt ist identisch mit der oben beschriebe-

nen Einfachfirbung.

Darauf folgend wurde nach einem Eluierungsschritt “MOI-Block™ (Technologieange-
bot, Ref. B63042, BayernPatent) diese indirekte Nachweismethode wiederholt, um
Kreuzreaktionen mit den Reagenzien der folgenden zweiten Farbesequenz zu verhin-
dern. Bei dem zweiten Férbeschritt wurde ein Sekundérantikorper verwendet, welcher
im Unterschied zu dem in der ersten Farbesequenz eingesetzten Sekundirantikorper mit
AP verkoppelt war und mit dem Chromogen Fast Red (Fa. Dako, Fast Red, Hamburg)
angefarbt wurde. Dieser 2. Enzym-Substrat-Komplex stellt sich auf dem Gewebe als
‘roter Farbton’ dar. Diese Antikdrperkombination wurde bei den Markerkombinationen
CD4/CTLA4 sowie CD4/CD25 eingesetzt. Bei den Doppelfarbungen der Markerkom-
binationen Foxp3/CD4 und CD4/CD8 wurde im zweiten Farbeschritt ein weiterer HRP-
konjugierter Sekundérantikorper eingesetzt. Ni-DAB (Linaris, Wertheim) als Chromo-

gen ist bei diesen Spezialfirbungen als schwarzer Farbton ersichtlich.

HRP- AP-
konjungierter konjungierter

Sekunddr-AK Sekundéar-AK
(brédunlicher (roter

I / ; Farbton) Farbton

ﬁ Primar-AK
I

3

unKOJunglert

I
ZelloberfléchN

Abbildung 3: Schema der fertigen immunenzymatischen Doppelfirbung am Mausgewebe. Dargestellt ist
die Bindung der Primér-AK und der HRP- (braunlicher Farbton) bzw. AP- (roter Farbton) konjungierten
Sekundér-AK. HRP, Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase); AP, alkalische Phosphatase; AK,
Antikorper.

Antigen
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FOXP3/CD4 (Tag 19)

Abbildung 4: Darstellung der Marker CD4 und Foxp3 im Lebermetsatsengewebe an Tag 19 nach
intraportaler Injektion von 1x10° CT26.WT Tumorzellen. Die Foxp3/CD4 positiven Zellen sind mit
zwei Farbtonen (rot und braun) markiert.

Die anschlieende Gegenfiarbung mit Himalaun und die Gewebsfixierung erfolgten so
wie bei der Einzelfiarbung beschrieben.Um eine unspezifische Hintergrundfarbung und
damit eine falsch positive Reaktion durch das Chromogen (Liquid DAB in der ersten-,
Fast Red in der zweiten Firbesequenz) zu verhindern, wurden die Primér-AK mit
0,5%igem BSA-TRIS-HCI-NaCl-Puffer verdiinnt. Die Moglichkeit einer falsch positi-
ven Reaktion besteht bei Gefrierschnitten auch in der endogenen AP-Enzymaktivitit,
beispielsweise in Gefdllen. Durch Substitution von Levamisol-Lésung (Fa. Dako, Ham-
burg) zum Chromogen der zweiten Fiarbesequenz Fast-Red (Fa. Dako, Hamburg) wurde
auch dies verhindert. Auch durch die Verdiinnung des Sekundir-AK mit Mausserum
(Fa. Biozol, Eching) wurden falschpositive Reaktionen mit diesem und dem Gewebe

verhindert.

3.9.3 Auswertung

Bei der Auswertung der Gewebsschnitte wurden die Tumorzellen und die den Tumor

infiltrierenden Immunzellen jeweils getrennt voneinander beurteilt. Sowohl fiir die tu-
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morinfiltrierenden Zellen als auch fiir die Tumorzellen wurde der fiir die jeweiligen
Marker positive Anteil bestimmt.

Die Intensitdt, mit welcher die Zellen angefirbt wurden, wurde bei jedem der in die
Auswertung einbezogenen Gewebsschnitte in sechs Gesichtsfeldern (VergroBerung
400fach) bestimmt. Hierbei kam eine neunstufige Beurteilungsskala zur Anwendung.
Die genaue Einteilung dieser Skala ist in Tabelle aufgefiihrt. Die in dieser Beurteilungs-
skala angegebenen Prozentwerte beziehen sich ausschlieBlich auf die jeweils untersuch-
te Zellgruppe, und nicht auf den gesamten Gewebsverband. Ist bei einer bestimmten
Férbung fiir die Gruppe der tumorinfiltrierenden Zellen also ein Wert von 35% angege-
ben, so bedeutet dies dass 35% aller tumorinfiltrierenden Zellen in den sechs durchge-

musterten Gesichtsfeldern fiir diesen Marker positiv sind.

Prozentwert
Stufe (%]
- 0
-/ (1) 5
() 10
(+)/+ 15
+ 20
+/++ 25
++ 30
++ [ +++ 35
F++ >4()
Tabelle 9: Immunhistochemisches
Auswertungsschema

Bei den Farbungen von IL-2, IL-4, IL-10, TGFp, IFNy und TNFa wurde der Anteil an
positiven Zellen sowohl fiir die Tumorzellen als auch fiir die tumorinfiltrierenden Zellen
ermittelt. Fiir VEGF, VEGF-Rezeptor, Fas-Ligand und Fas dargestellt wurde dieser
Wert ausschlieBlich fiir die Tumorzellen bestimmt, wihrend bei den Doppelfarbungen
fiir die Markerkombinationen CD4/CDS8, CD4/CD25, CD4/CTLA4 sowie CD4/Foxp3

ausschlieBlich die tumorinfiltrierenden Immunzellen ausgezihlt wurden.
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4 Ergebnisse:

Die makroskopische Untersuchung aller Versuchstiere der Gruppen A bis C zeigte eine
deutliche Zunahme der Metastasengewebes im Verlauf des Wachstumszeitraumes von
10 Tagen, wobei die Tumorlast bei den Versuchstieren innerhalb einer Gruppe ver-
gleichbar war, so dass ein Modell vorlag in welchem bei standardisierten Versuchsbe-

dingungen ein reproduzierbares Tumorwachstum induziert wurde.

800 -

700 -

600 -

500

400 -

300 ~

Tumor volume (mm?)

200 ~

100 -

5 9 14 19
Beobachtungszeit (Tage)

Abbildung 5: Darstellung der Entwicklung der Lebermetastasen nach intraportaler Injektion von The
1x10° CT26.WT Tumorzellen. Es zeigte sich bei allen Tieren eine kontinuierliche Zunahme des Tumor-
volumens innerhalb des Beobachtungszeitraums von 19 Tagen.
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Abbildung 6: Histomorphologie einer reprisentativen Lebermetastase 15 Tage nach intraportaler Injekti-
on von 1x10° CT26.WT Tumorzellen (Randbereich des Tumors mit Pfeilen markiert, HE, 400x).

Im Rahmen der Auswertung der PCR Daten wurde fiir jeden untersuchten Marker der
Mittelwert in jeder der vier Tiergruppen ermittelt und anschlieBend der FoldFactor fiir
die Experimentgruppen A, B und C bestimmt.

4.1 Th1/Th2 Immunantwort

4.1.1 Thl Antwort
Die Zytokine, welche im Hinblick auf die Ausbildung einer Thl Antwort untersucht

wurden, sind IL-2, IL-18, IFNy und TNFa.
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IL-2, IFNy, TNFdq, IL-18: mRNA Expression
20
15 -
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-5
IL-2 IFNy TNFa IL-18
BTag9,n=5 2,55 2,88 518 1,37
B Tag 14,n=5 13,50 210 6,39 -1,52
OTag19,n=4 4,49 4,24 7.77 -2.,45

Abbildung 7: Darstellung der mRNA Expression der Zytokine IL-2, IFNy, TNFa und IL-18 im zeitlichen
Verlauf. Das Diagramm zeigt einen Peakwert der IL-2 mRNA an Tag 14, die Zunahme der IL-2 mRNA
von Tag 10 auf Tag 14 ist hochsignifikant. Im Unterschied dazu liegt eine statistisch signifikante Abnah-
me der IL-18 mRNA Produktion zwischen Tag 10 und Tag 19 vor. SchlieBlich zeigt sich bezogen auf die
Kontrollgruppe eine verstarkte Expression der mRNA von IFNy und TNFa im Lebermetastasengewebe,
zwischen Tag 10 und Tag 19 liegt allerdings keine statistisch signifikante Verdanderung des Expressionsni-
veaus Vor.

Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
IL-2 |0,0058 | 0,0110 | 0,0087
IL-18 | 0,0229 | 0,1744 | 0,0026
IFNy | 0,2540 | 0,0125 | 0,1370
TNFa | 0,2261 | 0,1394 | 0,0792

TNFa mRNA lag im Metastasengewebe im Vergleich zu gesundem Lebergewebe in
sechsfach hoherer Konzentration vor. Im zeitlichen Verlauf wiesen die TNFo mRNA
Werte eine steigende Tendenz auf. Immunhistologisch stieg die Zahl der TNFa positiven
Tumorzellen zwischen Tag 10 und Tag 19 deutlich an. Dagegen konnte nur bei einem
sehr geringen Anteil der tumorinfiltrierenden Zellen eine TNFa Expression nachgewie-
sen werden. Dies ist ein deutlicher Hinweis dafiir, dass ein betridchtlicher Teil des im

Tumormilieu freigesetzten TNFo von den Tumorzellen selbst stammt.
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Abbildung 8: Graphische Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte der Zytokine IL-2, IFNy
und TNFa. Der Anteil aller tumorinfiltrierenden Zellen, welche diese Zytokine exprimieren, nimmt im
zeitlichen Verlauf ab. Am deutlichsten zeigt sich dieser Trend bei IFNy. Auch in der Gruppe der tumorin-
filtrierenden Zellen verringert sich der Anteil der Zellen, welche die Zytokine IL-2 und und IFNy expri-
mieren. Der Anteil an Tumorzellen, welcher TNFa exprimiert, nimmt dagegen sprunghaft zu. Wahrend an
Tag 10 weniger als 5% aller Tumorzellen TNFa exprimierten, waren an Tag 19 30% aller Tumorzellen fiir
TNFa positiv.

Das Zytokin IFNy lag in den Lebermetastasen der Versuchsgruppe A in dreifach héherer
Konzentration vor als in dem Kontrollgewebe. Im zeitlichen Verlauf war nur der Anstieg
der mRNA Menge von Tag 14 auf Tag 19 statistisch signifikant. Immunhistochemisch
zeigte sich sowohl bei den infiltrierenden Zellen als auch bei den Tumorzellen eine ste-
tige Abnahme an IFNy Expression. An Tag 19 wurde IFNy nur noch in sehr geringen

Mengen nachgewiesen.

Betrachtet man die Werte von IL-18, so féllt zundchst auf, dass dieses Zytokin im Le-
bermetastasengewebe im Vergleich zum Kontrollgewebe nicht hochreguliert war. Die
mRNA Konzentration von IL-18 fiel im zeitlichen Verlauf im Metastasengewebe deut-
lich ab. So lag die Konzentration von IL-18 im Metastasengewebe nach 14 Tagen (Ver-
suchsgruppe B) bei weniger als 50% des im Kontrollgewebe bestimmten Wertes, es liegt
somit ein statistisch signifikanter Konzentrationsabfall vor. Zwischen den Werten von

Tieren an Tag 14 und Tag 19 bestand kein statistisch signifikanter Unterschied.

IL-2 ist in der Gruppe der Thl typischen Zytokine das Zytokin mit dem auffélligsten
Verlauf. Am Tag 9 zeigte sich in den Lebermetastasen (Versuchsgruppe A) im Unter-
schied zum Normalgewebe eine doppelt so hohe IL-2 mRNA Expression, die sich an
Tag 14 auf eine etwa 14-fach hohere mRNA Expression steigerte. Danach fiel die IL-2
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mRNA an Tag 19 auf das 4,5-fache der Menge im Normalgewebe ab. Immunhistolo-
gisch zeigte sich im zeitlichen Verlauf eine stetige Abnahme sowohl der IL-2 positiven
tumorinfiltrierenden Zellen als auch der IL-2 positiven Tumorzellen. Dies weist auf eine
verstarkte Expression von IL-2 durch eine im zeitlichen Verlauf geringer werdende

Zellpopulation hin.

4.1.2 Th2 Antwort
Als typische Zytokine der Th2 Immunantwort wurden IL-6, IL-4 und IL-10 untersucht.

IL-6 konnte molekulargenetisch im Kontrollgewebe nicht nachgewiesen werden, dafiir
aber in dem Metastasengewebe zu allen Zeitpunkten. Von Tag 9 bis Tag 14 wurde eine

statistisch signifikante Zunahme der IL-6 mRNA beobachtet.

IL-6 : mRNA Expression

Fold Factor
N

0
Tag 9, n=5 Tag 14, n=5 Tag 19, n=4

alL-6 1 219 525

Abbildung 9 : Darstellung der IL-6 mRNA Expression im zeitlichen Verlauf. Wahrend im Normalgewebe
keine IL-6 mRNA nachweisbar war, fand sich eine erhéhte Expression an allen Beobachtungstagen (Wer-
te an Tag 9 auf 1 genormt, Berechnung des Foldfaktors fiir Tag 14 und 19 auf der Basis von Tag 9)
Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
IL-6 | 0,1518 | 0,1042 | 0,0315

IL-10 mRNA wurde im Metastasengewebe an Tag 9 (Versuchsgruppe A) in ca. 1,5-fach

hoherer Konzentration als im Normalgewebe nachgewiesen. Von Tag 9 bis Tag 14 fand

40



eine deutliche Zunahme der IL-10 mRNA auf das Sechsfache statt. Am Tag 19 fiel die
IL-10 mRNA Expression auf ca. 50% der Werte an Tag 14, was etwa dem dreifachen

Kontrollwert entsprach.

IL-10 : mRNA Expression

Fold Factor
e

0
Tag 9, n=5 | Tag 14,n=5 Tag 19,n=4
@IL-10 1,49 | 5,94 3,12

Abbildung 10 : Darstellung IL-10 mRNA Expression im zeitlichen Verlauf. Von Tag 10 bis Tag 14 wur-
de eine hochsignifikante Zunahme, von Tag 14 bis Tag 19 eine signifikante Abnahme des IL-10 mRNA
Expressionslevels beobachtet. An Tag 14 liegt ein Peakwert der IL-10 mRNA vor.

Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
| IL-10 | 0,0016 | 0,0110 | 0,0012

Dieser Verlauf wurde immunhistologisch filir tumorinfiltrierende Zellen bestétigt. Auf-
féllig ist hierbei, dass der Anteil der IL-10 exprimierenden Tumorzellen im zeitlichen
Verlauf deutlich geringer wird. Der Anteil IL-10 exprimierender Tumorzellen fiel von

25% auf 10 % im Verlauf ab.
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Tumorinfitrierende Zodlen: Veraul der Th2 Zytokine Tumaorzellen: Veraul der Th2 Zytokine
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Abbildung 11 : Immunhistologisch erhobene Werte fiir IL-4 und IL-10. Das Diagramm zeigt, dass der
Anteil der Tumorzellen, welche IL-4 und IL-10 exprimierten, im zeitlichen Verlauf abnimmt. Bei den
tumorinfiltrierenden Zellen zeigte sich ebenfalls eine stetige Abnahme des Anteils IL-4 positiver Zellen.
Die Population IL-10 positiver tumorinfiltrierender Zellen erreichte an Tag 14 einen Peakwert, fiel aber
bis Tag 19 wieder auf den Ausgangswert ab.

IL-4 mRNA konnte in der Real-Time PCR weder im Kontrollgewebe noch in den Le-
bermetastasen signifikant nachgewiesen werden. Immunhistologisch zeigte sich eine
schwache IL-4 Expression tumorinfiltrierender Zellen und Tumorzellen. Der Anteil der

schwach IL-4 positiven Tumorzellen sank im zeitlichen Verlauf von 18% auf 10% ab.

4.1.3 IL-2 und IL-10 Expressionskinetik
Der Vergleich der molekulargenetischen Daten zu IL-2 und IL-10 zeigt, dass die Ex-

pressionskinetik dieser beiden Zytokine sehr dhnlich verlief.

Die mRNA Expression von IL-10 und IL-2 nahm von Tag 10 bis Tag 14 zunédchst um
das Vier- bis Fiinffache zu. Anschlieend nahm die mRNA Konzentration von Tag 14
bis Tag 19 sowohl bei IL-10 als auch bei IL-2 deutlich auf lediglich das Doppelte des
Ausgangswertes von Tag 10 ab. Der dhnliche Verlauf der Expressionskinetik dieser
beiden Zytokine wird noch deutlicher, wenn das Expressionslevel von IL-2 und IL-10
des ersten Beobachtungszeitpunktes (Tag 9, Versuchsgruppe A) auf 1 normiert und die
Fold-Factor Werte an den Tagen 14 und 19 (Versuchsgruppen B und C) auf dieser

Grundlage berechnet werden.
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IL-2, IL-10: Vergleich der mRNA Expression
3
?’ i
6 B
5 0
I
i 4
o
e 3 A
2 B
| E
0
Tag 9, n=5 Tag14,n=5 Tag 19,n=4
ojL-2 1,00 5,29 1,76
@|L-10 1,00 3,68 2,00

Abbildung 12: Fold-Factor basierte Darstellung der mRNA Expression der Zytokine IL-2 und IL-10 im
zeitlichen Verlauf. Die fiir den Tag 9 bestimmten Werte wurden sowohl fiir IL-2 als auch fiir IL-10 auf
den Wert 1 genormt. Die Foldfactor-Werte fiir den Tag 14 und 19 wurden auf dieser Basis berechnet.
Vergleicht man die Fold-Factor Werte von IL-2 und IL-10 innerhalb jeweils einer Gruppe, so ergibt sich
fiir keines der drei Gruppen-Paare ein statistisch signifikanter Unterschied. Hinsichtlich der mRNA Ex-
pression ergibt sich fiir die Zytokine IL-2 und IL-10 eine identische Kinetik.
Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):
IL-2/IL-10, Tag 14 IL-2/IL-10, Tag 19
p-Wert 0,2618 0,3201

Bei dieser Darstellungsweise besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

der Expressionskinetik von IL-2 und IL-10.

4.2  T-Zell Subpopulationen

Als Marker wurden die Faktoren CD4, CD8a und PD-1 immunhistologisch und moleku-
largenetisch untersucht.

CD4 mRNA wurde im Metastasengewebe an Tag 9 (Versuchsgruppe A) verglichen mit
Normalgewebe in 3,5-fach hoherer Konzentration nachgewiesen. Nach weiteren 5 Tagen
fiel der Wert auf das 1,7-fache des Kontrollwertes ab. Bis zum Tag 19 stieg die mRNA
Konzentration wieder auf das 3,5-fache des Wertes im Normalgewebe an. Immunhisto-
logisch zeigte sich ein deutlicher Anstieg der CD4 positiven tumorinfiltrierenden Zellen

von 16% an Tag 9 iiber 22% an Tag 14 auf 36,7% an Tag 19 an.
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CD4, CD8d, PD-1: mRNA Expression
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Abbildung 13 : Darstellung der mRNA Expression der Zellmarker CD4 und CD8a zusammen mit PD-1
im zeitlichen Verlauf. Die fiir den Tag 9 bestimmten Werte wurden fiir CD8a, CD4 und PD-1 auf den
Wert 1 genormt. Die Fold-Factor-Werte fiir die Tage 14 und 19 wurden auf dieser Basis berechnet. Es
zeigte sich eine hochsignifikante Zunahme der CD8a mRNA und PD-1 mRNA von Tag 9 bis Tag 14
sowie eine signifikante Zunahme von Tag 14 bis Tag 19. Hinsichtlich der mRNA Expression von CD4 fiel
eine signifikante Abnahme um 50% von Tag 9 bis Tag 14 sowie eine signifikante Zunahme um 100% von
Tag 14 bis Tag 19 auf. Die CD4 mRNA Expressionslevels von Tag 9 und Tag 19 waren annihernd gleich.
Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
CD8a | 0,0052 | 0,0467 | 0,0178
PD-1 | 0,0042 | 0,0253 | 0,0041
CD4 |0,0356 | 0,0234 | 0,2340

CD8a mRNA zeigte sich im Metastasengewebe an Tag 9 (Versuchsgruppe A) gegen-
iiber dem Normalgewebe ca. vierfach erhoht. Von Tag 9 bis Tag 14 nahm die Expressi-
on der CD8a mRNA um das 2,5-fache zu, dies entsprach dem 10-fachen Kontrollwert.
Am Tag 19 stieg die mRNA Konzentration sogar auf das etwa 25-fache dessen im
Normalgewebe. Im zeitlichen Verlauf fand damit eine hochsignifikante Zunahme der
CD8a mRNA in den Metastasen statt. Immunhistologisch lieB sich dagegen mit einem
Anstieg von 20% an Tag 9 auf 23% an Tag 19 nur eine geringe Zunahme der CD8a po-

sitiven tumorinfiltrierenden Zellen verzeichnen.
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Tumorinfiltrierende Zellen: Expression von CD4 und CD8
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Abbildung 14 : Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte fiir CD8a und CD4. Die Graphik
zeigt eine deutliche Zunahme des Anteils CD4 positiver tumorinfiltrierender Zellen im zeitlichen Verlauf.
Der Anteil der CD8a positiven tumorinfiltrierenden Zellen blieb dagegen zwischen Tag 9 und 19 mit
einem Niveau von ca. 20% relativ konstant.

Neben CD8a und CD4 mRNA wurde PD-1 mRNA untersucht. PD-1 zeigte einen dhnli-
chen zeitlichen Verlauf wie CD8a. Zunichst lag die PD-1 mRNA Expression an Tag 9
bei dem Fiinffachen des Kontrollwertes. Von Tag 9 bis Tag 14 verdreifachte sich die
Expression der PD-1 mRNA auf das 15-fache des Kontrollwertes um von Tag 14 bis

Tag 19 schlieBlich auf das 30-fache bezogen auf das Normalgewebe anzusteigen.

4.3 Regulatorische T-Zellen
In dieser Arbeit wurden die Marker CD4, CTLA4, Foxp3 und TGF untersucht, um

Hinweise liber mogliche regulatorische T-Zellen unter den tumorinfiltrierenden T-Zellen

zu erhalten.
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CD4, TGFB, Foxpd: mRNA Expression
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Abbildung 15: Darstellung der CD4 und Foxp3 sowie der TGF3 mRNA Expression im zeitlichen Ver-
lauf. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Foxp3 mRNA Expressionswerten im
zeitlichen Verlauf. Dagegen stellte sich ein signifikanter Anstieg der TGFB mRNA Expression von Tag 9
bis Tag 14 dar. Von Tag 14 bis Tag 19 fand dagegen kein weiterer signifikanter Anstieg der TGFf
mRNA Expression statt.

Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
CD4 0,0356 | 0,0234 | 0,2340
Foxp3 | 0,3168 | 0,4989 | 0,2685
TGFB | 0,0325 | 0,4496 | 0,0253

Foxp3 mRNA war im Metastasengewebe an Tag 9 (Versuchsgruppe A) etwa zehnfach
hoéher exprimiert als im Normalgewebe. Es bestand kein signifikanter Unterschied hin-
sichtlich der Foxp3 Expressionswerte im zeitlichen Verlauf (Tag 9, 14 und 19). Immun-
histologisch war dagegen ein deutlicher Anstieg zu erkennen. An Tag 9 waren 10% der
tumorinfiltrierenden Zellen fiir Foxp3 positiv, an Tag 19 stieg der Anteil Foxp3 positiver
tumorinfiltrierender Zellen auf 20% an. Immunhistologisch zeigte sich dies besonders
deutlich in Form Foxp3 positiver Zellen im Bereich der Tumorzellnester. Dies konnte

auf eine vermehrte Einwanderung regulatorischer T-Zellen in die Metastasen hindeuten.
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CD25, CTLAA4, Foxp3 : Expression auf CD4+ T-Zellen
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Abbildung 16 : Graphische Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte fiir folgende Doppelbe-
stimmungen: CD4/CD25, CD4/CTLA4 und CD4/Foxp3. Es wurde bestimmt, welcher Anteil der tumorin-
filtrierenden Zellen die genannten Marker-Kombinationen exprimierte. Fiir alle drei Marker-
Kombinationen konnte im zeitlichen Verlauf eine Zunahme doppelt positiver Zellen festgestellt werden.
Weiterhin wiesen alle drei Marker-Kombinationen einen vergleichbaren aufsteigenden Trend auf.

Immunhistologisch fand sich zwischen den Tagen 9 und 19 ein Anstieg der
CD4+/CD25+ Zellen von 15 auf 25% an. Auch der Anteil der CD4+/CTLA4+ sowie der
CD4+/Foxp3+ T-Zellen wuchs im zeitlichen Verlauf etwa auf das Doppelte des Aus-
gangswertes an. Die Kombination CD4/CTLA4 doppelt positive Zellen wurden im Me-
tastasengewebe an Tag 19 verstirkt nachgewiesen (27% aller tumorinfiltrierenden Zel-
len), wihrend zeitgleich etwa 20% aller tumorinfiltrierender Zellen in der Doppelfar-
bung fiir CD4/Foxp3 doppelt positiv waren.

CTLA4 konnte molekulargenetisch im Normalgewebe nicht nachgewiesen werden, da-

gegen aber im Metastasengewebe zu allen Beobachtungszeitpunkten.
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CTLA4: mRNA Expression
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Abbildung 17 : Darstellung der CTLA4 mRNA Expressionswerte im zeitlichen Verlauf. CTLA-4 mRNA
fand sich nicht im Normalgewebe. Die am Tag 9 in den Metastasen erhobenen Werte wurden auf 1 ge-
normt, und der Fold-Factor fiir die Tage 14 und 19 auf dieser Basis berechnet. Es zeigt sich eine signifi-
kante Zunahme der CTLA4 mRNA von Tag 14 bis Tag 19, wihrend das Expressionsniveau von Tag 9 bis
Tag 14 etwa gleich bleibt.

Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
| CTLA4 | 0,1844 | 0,006 | 0,0223

Es bestand kein signifikanter Unterschied beziiglich der CTLA4 mRNA Expression in
den Metastasen zwischen Tag 9 und Tag 14.

Das Metastasengewebe wies dagegen an Tag 19 eine eine fast doppelt so hohe CTLA4
mRNA Konzentration auf. In der Immunhistologisch stieg der Prozentsatz der CTLA4

exprimierenden tumorinfiltrierenden Zellen von 12,5 % tiber 18 % auf 26,7% an.
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zeitlicher Verlauf Foxp3 zeitlicher Verlauf CTLA4
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Abbildung 18: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Zellmarker Foxp3 und CTLA4 Es handelt sich um
molekulargenetische Daten. Sowohl bei Foxp3 als auch bei CTLA4 wurden die fiir Tag 9 erhobenen
Werte auf 1 genormt. Auf der Basis dieser Ausgangswerte wurden die Fold-Factoren fiir Tag 14 und 19
proportional umgerechnet. Sowohl fiir Foxp3 als auch fiir CTLA4 wurde eine Regressionsgerade in den
zeitlichen Verlauf gelegt. Die den Werten von CTLA4 zugehorige Regressionsgerade weist mit m= 0,412
eine groflere Steigung auf als die Regressionsgerade zum Verlauf der Foxp3 Werte (m=0,125).

CTLA4 zeigte einen deutlich stirkeren Aufwértstrend als Foxp3. Die Zunahme der
CTLA4 mRNA Expression lieferte einen Hinweis darauf, dass iiber den Untersuchungs-

zeitraum von zehn Tagen eine grof3e Zahl von Foxp3 positiven T-Zellen aktiviert wird.

Die TGFBp mRNA Konzentration weist eine deutliche Zunahme von Tag 9 bis Tag 14
auf. Im Metastasengewebe von Tag 9 lag verglichen mit dem Normalgewebe eine dop-
pelt so hohe TGFB mRNA Konzentration vor, diese stieg an Tag 14 auf das Vierfache
des Normalgewebes. Zwischen Tag 14 und Tag 19 bestand kein statistisch relevanter
Unterschied. Immunhistologisch zeigte sich ein deutlicher Anstieg sowohl der TGFf
positiven Tumorzellen als auch der TGFp positiven tumorinfiltrierenden Zellen von Tag

14 bis Tag 19.
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TGFp: Expression durch Tumorzellen und tumorinfiltrierende
Zellen
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Abbildung 19: Immunhistologisch erhobene Werte fiir TGFB. Sowohl bei den Tumorzellen als auch bei
den tumorinfiltrierenden Zellen ist der Anteil TGFp positiver Zellen an Tag 9 und Tag 14 als konstant zu
betrachten. Von Tag 14 bis Tag 19 liel sich dagegen in beiden Zellgruppen eine starke Zunahme der

TGFp positiven Zellen nachweisen.

4.4 VEGTF Isoformen in Normalgewebe und in Lebermetastasen
VEGF-A wurde als Marker der Tumorneoangiogenese untersucht. Die VEGF-A Isofor-

men VEGF-A 1-4 wurden mittels RT-PCR gesondert untersucht.
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VEGF-A1, VEGF-A2, VEGF-A3, VEGF-A4 : mRNA Expression
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Abbildung 20: Darstellung der mRNA Expression der VEGF-A-Isoformen VEGF-A1 bis VEGF-A4. Der
Unterschied zwischen den Werten von Tag 9 und Tag 19 ist bei VEGF-A1, VEGF-A2 und VEGF-A4
hochsignifikant. Fiir die Expressionskinetik der VEGF-A3 mRNA 146t sich ein abnehmender Trend bele-
gen.

Signifikanzniveau (signifikant = p<0,05 ; hochsignifikant = p<0,01):

9#14 | 14#19 | 9#19
VEGF-A1 | 0,2315 | 0,0019 | 0,0052
VEGF-A2 | 0,0523 | 0,0780 | 0,0019
VEGF-A3 | 0,3742 | 0,0749 | 0,0621
VEGF-A4 | 0,1980 | 0,4346 | 0,2887

Sowohl bei VEGF-A1 und VEGF-A2 lieB sich im Vergleich zum Normalgewebe an Tag
9 eine erhohte mRNA Konzentration nachweisen. An Tag 9 lag im Metastasengewebe
im Vergleich zum Normalgewebe eine 2,5-fach hohere VEGF-A1 mRNA Konzentration
vor. Danach zeigte sich eine deutliche abnehmende Tendenz, an Tag 19 betrug die
VEGF-A1 mRNA Konzentration nur noch das 1,5-fache des fiir das Normalgewebe er-
hobenen Wertes. Bei VEGF-A2 zeigte sich ein dhnlicher Verlauf. An Tag 9 (Versuchs-
gruppe A) wurde fiir VEGF-A2 eine zweifach hohere mRNA Konzentration nachgewie-
sen als im Normalgewebe, dieser Wert fiel bis Tag 14 auf das 1,5-Fache. An Tag 19
entsprach die VEGF-A2 mRNA Expression der Expression im Normalgewebe. VEGF-
A3 mRNA lag zu allen Beobachtungszeitpunkten etwa im Bereich des Normalgewebes.
Die Expression der VEGF-A4 mRNA fiel an den Tagen 14 und 19 unter das Niveau des

Normalgewebes ab.
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Anhand der molekulargenetischen Daten wurde weiterhin das mengenméafige Verhélt-
nis untersucht, in welchem die VEGF-A Isoformen zueinander stehen. VEGF-A4

mRNA war die Isoform, welche im Normalgewebe am starksten sxprimiert wurde.

VEGF-A Isoformen; Expressionsgrad der mRNA im
Normalgewebe
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Abbildung 21 : Darstellung des mengenméfBigen Verhéltnisses, in welchem die VEGF-A Isoformen im
Normalgewebe zueinander stehen. Der Berechnung zu Grunde gelegt wurden die AC(t) Werte der Kon-
trollwerte der einzelnen Isoformen. VEGF-A1 wurde als Isoform mit dem hochsten AC(t) Wert auf 1
normiert. Bezogen auf diese Basis wurden die Foldfactoren fiir die anderen Isoformen nach folgender
Formel berechnet: 2(AC(t)1soform - AC(t)vegr.a1)- Die Ergebnisse dieser Berechnung sind in dem vorlie-
genden Diagramm dargestellt. Die Berechnungen zeigen, dass im Normalgewebe die Isoform VEGF-A4
in der groBten Menge vorliegt, gefolgt von den Isoformen VEGF-A2 und VEGF-A3 welche édhnliche
Werte aufweisen.

Rechnet man die Mengenverhéltnisse auf den kinetischen Verlauf um, so zeigt VEGF-
A4 die im zeitlichen Verlauf stirkste abnehmende Tendenz. Bis auf VEGF-A1 zeigen
alle VEGF Isoformen eine deutlich abnehmende Tendenz. Die molekulargenetischen
Daten zeigten, dass an Tag 19 die mRNA von VEGF-A2 und VEGF-A4 am stirksten

exprimiert wurde.
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VEGF-A1, VEGF-A2, VEGF-A3, VEGF-A4. mRNA Expression
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Abbildung 22: Darstellung der mRNA Expression der VEGF-A Isoformen unter Beriicksichtigung der
Mengenverhiltnisse (vergleiche Abb 17). VEGF-A4 wies zu allen Zeitpunkten die hdchste mRNA Kon-
zentration aufweist. Die mRNA Expression aller vier VEGF-A Isoformen nimmt im zeitlichen Verlauf
ab, wobei die Abnahme bei VEGF-A4 am stérksten ausgepragt ist.

VEGF-A und VEGF-Rezeptor. Expression durch Tumorzellen
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Abbildung 23: Darstellung der immunhistologischen Daten von VEGF-A und VEGF-Rezeptor. Sowohl
der Anteil VEGF positiver Tumorzellen als auch der Anteil VEGF-R positiver Tumorzellen stieg im zeiti-
chen Verlauf an. Der Anteil VEGF-R exprimierender Tumorzellen verdoppelte sich von Tag 10 auf
Tag 19.
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Immunhistologisch zeigte sich eine deutliche Zunahme der VEGF-A Expression. An
Tag 9 waren 20% der Tumorzellen fiir VEGF positiv, an Tag 14 22% sowie an Tag 19
28,3%. Die VEGF-R Expression nahm ebenfalls zu, der Prozentsatz der fiir VEGF-R

positiv gefarbten Tumorzellen stieg von 17,5 auf 30% an.
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S Beantwortung der Fragestellungen

5.1 Th1/Th2 Immunantwort

In dieser Arbeit wurde die Expressionskinetik der fiir eine Th1 und Th2 Immunantwort
typischen Zytokine an kolorektalen Lebermetastasen tierexperimentell sowohl moleku-
largenetisch mittels Real-Time PCR als auch auf Proteinebene an Einzel- und Doppel-
farbungen immunhistologisch untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass im Lebermetasta-
sengewebe des untersuchten Maus-Kolonkarzinommodells eine gemischte T-zelluldre
Immunantwort vorliegt. IL-6, ein Zytokin der Th2 pravalenten Immunantwort, stieg als
einziges der untersuchten Zytokine im zeitlichen Verlauf konstant an. IL-2 stellte das
dominierende Thl spezifische Zytokin auf mRNA Ebene dar, es wies als einziges Zyto-
kin der Thl Immunantwort eine gesteigerte mRNA Expression auf. Diese war zeitlich
begrenzt. Immunhistologisch fand sich wéihrend der Tumorprogression insgesamt eine
abnehmende Zahl von tumorinfiltrierenden Zellen, welche Thl- oder Th2-typische Zy-
tokine wie IL-2, IL-4, TNFo und IFNy exprimierten.

Die histomorphologischen und molekulargenetischen Ergebnisse weisen auf eine zu-
nehmend abgeschwichte Immunantwort im Verlauf der Tumorprogression hin. Fiir die
Zytokine der Th1 Immunantwort konnte kein liber den gesamten Beobachtungszeitraum
anhaltender positiver Trend festgestellt werden. Fiir die Th2 Immunantwort zeigt sich
parallel dazu ein im zeitlichen Verlauf schwécher werdendes Expressionsmuster, wie an
der abnehmenden Zahl IL-4 exprimierender tumorinfiltrierender Lymphozyten zu er-
kennen ist.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse auf eine anfangs Th1-geprigte Immunantwort
hin, welche im Verlauf der Tumorerkrankung durch eine sich entwickelnde Th2 Im-
munantwort liberlagert und negativ beeinflult wird. Das Expressionsmuster der unter-
suchten Zytokine an den drei Beobachtungszeitpunkten liefert Hinweise auf eine insge-
samt im zeitlichen Verlauf schwicher werdende Immunantwort.

Der Anstieg und nachfolgende Abfall der IL-2 Expression ging proportional mit der
Kinetik der mRNA von IL-10, einem Zytokin der Th2 Immunantwort, einher. Die mo-
lekulargenetischen Daten zeigten eine deutliche Zunahme der mRNA Expression dieser
beiden Zytokine von Tag 9 bis Tag 14. Bis Tag 19 fiel die mRNA Expression von IL-2
und IL-10 wieder auf das etwa Doppelte des Ausgangswertes von Tag 9 ab. Immunhis-

tologisch zeigte sich dagegen eine leichte Abnahme des Anteils tumorinfiltrierender
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Zellen, welche IL-2 exprimieren. So ist es wahrscheinlich, dass die verstirkte 1L-2
mRNA Expression eher eine verstirkte IL-2 Produktion innerhalb einer spezifischen T-
Zellsubpopulation widerspiegelt. Der IL-2 Gipfel konnte daher moglicherweise als
Hinweis auf die verstirkte Proliferation und Differenzierung einer spezifischen Gruppe

von Lymphozyten gewertet werden.

5.2 T-Zell Populationen

Immunbhistologisch zeigte sich, dass CD4+ T-Zellen im Verlauf der Tumorprogression
in die Lebermetastasen einwandern. Molekulargenetisch lagen hierbei lediglich geringe
Schwankungen der CD4 mRNA vor, so dass auf eine starke Einwanderung von CD4+
Zellen in die Tumorzellverbdnde bei konstant bleibender Gesamtpopulation der CD4+
Zellen bezogen auf das Tumorvolumen geschlossen werden kann.

Im zeitlichen Verlauf stellte sich dagegen ein starker Anstieg der CD8 mRNA dar, der
auf eine deutliche Zunahme tumorinfiltrierender CD8+ T-Zellen hinweist. Es fallt auf,
dass die PD-1 mRNA eine Expressionskinetik aufwies, welche der Expressionskinetik
der CD8 mRNA sehr dhnlich war. Sind es CD8+ T-Zellen, die PD-1 exprimieren, so
konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass ein grofer Anteil dieser CD8+ T-Zellen einer-
seits aktiviert ist, andererseits aber auch negativ reguliert werden konnte. Immunhisto-
logisch zeigte sich interessanterweise nur eine geringe Zunahme des Anteils CD8 posi-
tiver T-Zellen an der Gesamtheit der tumorinfiltrierenden Zellen. Zusammenfassend
konnen folgende Aussagen getroffen werden: Die Menge der CD4 positiven T-Zellen
bleibt von Tag 9 bis Tag 19 weitestgehend konstant, es erfolgt aber eine verstarkte Mig-
ration von CD4+ T-Zellen in die proliferierenden Tumorzellnester. Die Subpopulation
der CD8+ T-Zellen wichst hingegen deutlich an, der Verlauf des Markers PD-1 deutet
darauf hin, dass groBBe Anteile dieser Zellpopulation aktiviert sein miissten. Der Anteil
an CD8+ T-Zellen im Bereich der Tumorzellnester nimmt dagegen kaum zu. CD8+ T-
Zellen scheinen nicht in der Lage zu sein, in die Bereiche hochster Tumorzelldichte
einzuwandern. Denkbar wiére auch eine erhohte Apoptoserate in der CD8+ T-

Zellpopulation, moglicherweise mitbedingt durch die verstérkte PD-1 Expression.
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5.3 Regulatorische T-Zellen
Die morphologische und molekulare Untersuchung der Marker CD4, CD25, Foxp3 und

CTLA4 sowie des Zytokins TGFp sollte die Populationsdynamik regulatorischer T-
Zellen im Verlauf der Entstehung von Lebermetastasen ndher charakterisieren. Die Er-
gebnisse der RT-PCR zeigten eine starke Zunahme der Foxp3 mRNA an Tag 9 gegen-
tiber dem Normalgewebe, also zu einem Zeitpunkt zu welchem es bereits zu einem fort-
geschrittenen Tumorbefallsmuster der Leber gekommen war. Diese Expression blieb im
weiteren Verlauf konstant. Die starke Zunahme der CTLA4 mRNA Expression von Tag
9 bis Tag 19 14Bt zusammen mit den immunhistologischen Ergebnissen vermuten, dass
ein Teil der Foxp3 positiven regulatorischen T-Zellen sich in ruhendem Zustand befin-
det und erst nach und nach aktiviert wird. Untermauert wird diese Annahme durch die
immunhistochemisch nachgewiesene starke Zunahme der CTLA4+/CD4+ tumorinfilt-
rierenden T-Zellen. Die Daten lassen zusammenfassend auf eine im zeitlichen Verlauf
konstant bleibende Gesamtpopulation von T-Zellen mit regulatorischen Charakteristika
schlieBen, bzw. auf einen Pool von Foxp3+/CD4+ T-Zellen, welche im Zuge ihrer Akti-
vierung CTLA4 exprimieren.

Die immunhistologische Doppelfirbung zeigt fiir CD4/CD25, CD4/CTLA4 und
CD4/Foxp3 im Bereich der Tumorzellnester eine stark zunehmende Infiltration von fiir
diese Markerkombinationen positiven Zellen. Dies deutet auf eine deutliche Steigerung
des Anteils regulatorischer T-Zellen unter den tumorinfiltrierenden T-Zellen in den Tu-
morzellnestern hin.

Insgesamt liefern die immunhistologischen und molekulargenetischen Daten Hinweise
darauf, dass die Subpopulation von T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften inner-
halb der ersten 9 Tage nach Tumorzellimplantation eine starke Expansion erfihrt und in
der weiteren Wachstumszeit weitestgehend statisch bleibt. Dies konnte bedeuten, dass
die Zunahme aktiver regulatorischer T-Zellen ab einem frithen Zeitpunkt in der wach-
senden Metastase vor allem durch die Aktivierung und Differenzierung bereits vorhan-
dener Foxp3 positiver Zellen stattfindet. Moglicherweise ist die Zunahme Foxp3 positi-
ver Zellen binnen der ersten Tage nach Tumorzellimplantation mitentscheidend fiir die
weitere Entwicklung der peritumoralen Subpopulation regulatorischer T-Zellen.

Ein wichtiges Signal bei der Induktion von regulatorischen T-Zellen stellt das Zytokin
TGFp dar. Real-Time PCR und Immunhistologie zeigen gleichermallen eine Zunahme
der TGFP Expression, immunhistologisch steigt der Anteil TGFf exprimierender Zellen

sowohl bei den Tumorzellen als auch bei den tumorinfiltrierenden Zellen deutlich an. In
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zahlreichen Publikationen wird diskutiert, dass die Zytokine TGFf und IL-2 die Diffe-
renzierung von T-Zellen mit regulatorischen Eigenschaften férdern. Moglicherweise
wird der Differenzierungs- und Proliferationsschub der tumorinfiltrierenden Lymphozy-
ten im Rahmen der sich ausbildenden tumorspezifischen Immunantwort mittels einer
erhdhten tumoralen und lymphozytiren TGFB Produktion blockiert. T-regulatorische
Vorgidnge im Tumor kénnten damit einen Tumor Escape Mechanismus andeuten, durch
welchen T-Zellen, die sich gerade in einem IL-2 induzierten Proliferationsschub befin-
den, tliber ansteigende TGFP Spiegel in einen Differenzierungspfad gelenkt werden,
welcher zur Ausbildung von regulatorischen Eigenschaften fiihrt.

Gleichzeitig mul} beriicksichtigt werden, dass durch die Expression von TGF die Pro-
duktion von IL-6, einem proangiogenetischen und das Tumorwachstum férdernden Fak-
tor, heruntergeregelt wird. Die Stirkung der Subpopulation regulatorischer T-Zellen

konnte somit mit einem Verlust an proangiogenetischen Faktoren erkauft sein.

5.4 Pro- und antiangiogenetische Faktoren
Unter den untersuchten Faktoren besitzen IL-6, TNFa und VEGF eine proangiogeneti-

sche Wirkung. IFNy und IL-18 stellen dagegen antiangiogenetische Faktoren dar. Unse-
re Daten ergeben einen im zeitlichen Verlauf deutlichen Anstieg der proangiogeneti-
schen Faktoren. IL-6 weist auf mRNA Ebene eine deutlich ansteigende Kinetik auf,
immunhistochemisch konnte sowohl fiir VEGF als auch fiir TNFa gezeigt werden, dass
diese Molekiile von einem wachsenden Anteil der Tumorzellen exprimiert werden.

Die antiangiogenetischen Faktoren zeigen dagegen im zeitlichen Verlauf ein gleichblei-
bendes Expressionsniveau bzw. eine leichte Abnahme. Die Expression der IFNy
mRNA bleibt im zeitlichen Verlauf weitestgehend unveréndert, wéhrend die Expression
der IL-18 mRNA deutlich abfillt. Immunhistologisch stellt sich eine deutliche Abnah-
me [FNy exprimierender Tumorzellen dar.

Zusammenfassend spricht dies fiir die Ausbildung eines Tumormikromilieus, in wel-
chem proangiogenetische Faktoren deutlich iiberwiegen. Deutlich wird auBlerdem, dass
proliferierende Tumorzellen im Gewebsverbund offensichtlich aktiv in das Zytokin-
gleichgewicht eingreifen und durch die Expression von Molekiilen wie TNFa und
VEGF ein Umfeld schaffen, welches Vorgidnge der Neoangiogenese beglinstigt. Auch
trdgt die Ausbildung einer Immunantwort, in welcher eine Th2 gerichtete Antwort

tiberwiegt, zu einem proangiogenetischen Umfeld bei.
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Als wichtigstes proangiogenetisches Molekiil wurde VEGF-A untersucht. Die Analyse
der Expression der vier hdufigsten Isoformen erfolgte tiber RT-PCR. Die Daten zeigen
fiir alle vier Isoformen eine im zeitlichen Verlauf abnehmende Uberexpression. Dage-
gen nahm immunhistologisch der Anteil VEGF-A produzierender Tumorzellen zu. Es
ist naheliegend, dass die VEGF-A Expression an der Tumorinvasionsfront hinsichtlich
des Ausmafes und der Geschwindigkeit der Tumorexpansion am aussagekriftigsten ist.
Dagegen stellt die Messung der VEGF-A mRNA einen Durchschnittswert der VEGF-A
Expression dar, in welchem sowohl das peritumorale Stroma als auch die ruhenden bis
hochproliferativen Tumorbereiche erfasst werden.

Die Ergebnisse der RT-PCR scheinen somit fiir die differenzierte Analyse der VEGF-A
Expression im Metastasengewebe nur zusammen mit der Immunhistologie geeignet zu
sein. Die Immunhistologie ermdglicht eine differenzierte Analyse der VEGF-A Expres-
sion im Lebermetastasengewebe und stellt damit eine effiziente Technik zur Erfassung

der Neoangiogenese und Tumorprogression dar.

5.5 Klinischer Bezug

Im Verlauf der untersuchten Wachstumszeit von 19 Tagen bildet sich im weit fortge-
schrittenen Metastasengewebe zunehmend eine Th2 gerichtete Immunantwort aus. Auf-
fallig erscheint das IL-2/IL-10 mRNA Expressionsmaximum am Tag 14, das mogli-
cherweise den Wendepunkt markiert, an welchem die Tumorabwehr sich zu einer Th2
dominierten Antwort verdndert. Durch Gabe von IL-2 bzw. von IL-10 blockierenden
Antikdrper konnte deshalb versucht werden, eine Thl dominierte Immunantwort zu
entwickeln. Weiterhin wiére es von Interesse festzustellen, ob die Serumspiegel von IL-2
und IL-10 einen dhnlichen zeitlichen Verlauf aufweisen wie die intratumorale mRNA
Expression dieser Zytokine. Wére dies der Fall, so konnte im Rahmen von Screeningun-
tersuchungen ein Anstieg von IL-2 und IL-10 unter Umsténden als Zeichen fiir eine
drohende Tumorexpansion genutzt werden.

IL-6 ist ein weiterer Parameter, dessen gesteigerte Expression als Hinweis fiir eine wei-
tere Tumorprogression gewertet werden konnte. Die IL-6 mRNA Expression steigt mit
Zunahme der Tumorlast deutlich an. Somit wére IL-6 als Verlaufsparameter bei kolo-
rektalen Karzinomen zu iiberpriifen.

Die Real-Time PCR Ergebnisse zeigen ferner einen deutlichen Anstieg der mRNA Ex-

pression flir die Oberflichenmarker PD-1 und CD8a was fiir eine Zunahme des kosti-
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mulatorischen Signals PD-1 und der CD8+ Zellen im Metastasengewebe spricht. Im-
munhistologisch zeigte sich hingegen eine wihrend der Tumorprogression relativ kon-
stant bleibende Population CDS positiver T-Zellen. In die Tumorzellnester einwandern-
de CD8+ T-Zellen konnten folglich einer gesteigerten Apoptoseneigung unterliegen.
Unter der Uberlegung, dass eine erhdhte Apoptoseneigung teilweise durch die verstirk-
te Expression von PD-1 erklirt sein kann, wire es von Interesse, mittels weiterer Versu-
che die Auswirkungen einer PD-1 Blockade zu untersuchen.

Interessanterweise zeigte sich immunhistologisch dagegen eine starke Zunahme des
Anteils an CD4 positiven Zellen innerhalb der tumorinfiltrierenden Zellen, was gleich-
zeitig von einer konstant erhohten CD4 mRNA Expression begleitet war. Die Foxp3
mRNA steigt bis Tag 9 betrachtlich an und bleibt danach erh6ht. Dies spricht fiir eine
Einwanderung bzw. Proliferation regulatorischer T-Zellen bis Tag 9, die sich im weite-
ren Verlauf aufrecht erhilt. Mdglicherweise kommt der Expansion der Subpopulation
regulatorisch wirksamer T-Zellen eine zentrale Rolle bei der mangelhaften Ausbildung
einer tumorspezifischen Immuantwort zu. Dementsprechend wére es von Interesse die
Auswirkung einer Blockade der regulatorischer T-Zellen zu untersuchen, z.B. mittels
eines spezifischen Antikdrpers gegen CTLAA4.

Die zunehmende TGF Expression wire als ein weiterer auslosender Faktor fiir die Ex-
pansion der Subpopulation regulatorischer T-Zellen anzusehen. Die gesteigerte TGFf
Expression innerhalb der tumorinfiltrierenden Zellen konnte mit gewisser Wahrschein-
lichkeit auch auf die Zunahme regulatorischer T-Zellen zuriickzufiihren sein. Uber die
Verabreichung von IL-2 bzw. eines TGFf neutralisierenden Antikérpers kdnnte mogli-
cherweise positiv Einfluss auf die Ausbildung einer effizienten tumorspezifischen Im-
munabwehr genommen werden.

Die Untersuchung der anti- und proangiogenetischen Faktoren zeigt, dass in dem Le-
bermetastasengewebe ein proangiogenetisches Milieu herrscht. Die Konzentration der
proangiogenetischen Faktoren nimmt jedoch im zeitlichen Verlauf nicht in dem glei-
chen MaB3e zu wie die Tumorlast. Dies fiihrt zu einer unzureichenden Blutersorgung des
Tumorgewebes und zu der Ausbildung von Nekrosen. Eine weitere Blockade von pro-
angiogenetischen Faktoren ist ein vielversprechender Ansatz zur Verlangsamung des
Tumorwachstums in der Metastase. Die klinische Anwendung des VEGF blockierenden
Antikorpers Bevacizumab hat bereits Eingang in die Klinik gefunden und wird zur The-
rapie von Patienten mit nicht kurativ resektablen kolorektalen Lebermetastasen einge-

setzt. Bei Bevacizumab handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper, der alle

60



VEGF Isoformen bindet. Die Ergebnisse zeigen, dass innerhalb des Lebermetastasen-
gewebes VEGF-A4 sowie VEGF-A2 im hochsten Ausmal} exprimiert werden. Somit
wire es von Interesse, die Auswirkungen einer selektiven Blockade von VEGF-A4 zu
untersuchen.

Daneben zeigen die Untersuchungen, dass die immunhistologische Untersuchung der
VEGF Expression hinsichtlich der Wachstumsdynamik und Neoangiogenese des Metas-
tasengewebes aussagekriftiger ist als iiber RT-PCR ermittelte Daten zur VEGF mRNA
Expression. Da Wachstum und Invasion auf bestimmte, vorwiegend im Randbereich
des Tumorgewebes lokalisierte Areale konzentriert sind, ist es sinnvoll diese Abschnitte
gezielt zu untersuchen. Dagegen erscheint eine molekulargenetische Erfassung be-

stimmter Gewebeabschnitte problematisch und nur schwer standardisierbar.
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6 Diskussion

6.1 Th1/Th2 Immunantwort

Die erhobenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich im Lebermetastasengewebe der
Versuchstiere eine gemischte Thl und Th2 gerichtete Immunantwort ausbildet. Eine
relevante Th2 gerichtete Antwort wiirde zahlreiche Vorteile fiir das weitere Tumor-
wachstum mitbringen, ein von Th2 Zytokinen dominiertes Mikromilieu im Tumor kann
zudem als giinstig fiir die notwendige Gefdlineubildung angesehen werden [21].

Weiterhin zeigt sich, dass die proangiogenetischen Faktoren TNFo und IL-6 wihrend
der Tumorprogression zunehmen, wihrend antiangiogenetische Faktoren wie IL-18 und
[FNy unterdriickt werden. Damit ergibt sich im Bereich der Lebermetastasen ein deut-
lich iiberwiegendes proangiogenetisches Zytokinmilieu. Im Folgenden sollen die unter-

suchten Zytokine einzeln besprochen werden.

6.1.1 Thl Antwort

Immunbhistologisch exprimieren die tumorinfiltrierenden Zellen im Verlauf der Tumor-
progression deutlich weniger IFNy. Dies 148t auf eine abgeschwéchte IFNy Expression
in den Tumorzellnestern schlieBen. IFNy ist ein Zytokin, welches unter anderem auch
die proangiogenetische Wirkung von TNFa unterdriickt. Indem IFNy zusitzlich auf den
Tumorzellen herunterreguliert wird, wird demnach ein Milieu gefordert, welches die
Gefidlneubildung beglinstigt. Dafiir spricht auch die in dieser Arbeit getroffene Beo-
bachtung, dass die Anzahl der TNFa exprimierenden Tumorzellen im zeitlichen Verlauf
der Tumorentwicklung stark zunimmt. Gleichzeitig exprimieren die tumorinfiltrieren-
den Zellen weniger TNFa. Neben seiner proangiogenetischen Wirkung fordert TNFa
zelluldre Prozesse, welche fiir das Fortschreiten einer Tumorerkrankung essentiell sind,
so wie Wachstum, Invasion und Metastasierung [34]. Die gesteigerte tumoreigene
TNFa Expression konnte demnach als ein Hinweis fiir das wachsende Metastasie-
rungspotential der Tumorzellen gewertet werden. Die histomorphologischen Ergebnisse
deuten folglich darauf hin, dass die verstdrkte Expression von TNFa im zeitlichen Ver-
lauf einen tumoreigenen Prozef auf der Tumorzelle zuriickgefiihrt werden kann. Ein
weiteres Indiz fiir diese SchluB3folgerung stellt die IL-18 mRNA Konzentration dar. Im
zeitlichen Verlauf der Tumorentwicklung zeigte sich eine signifikante Abnahme der

IL-18 mRNA. IL-18 gilt als der stirkste IFNy induzierende Faktor. Die Beobachtung,
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dass IL-18 herunterreguliert wird, 14sst sich daher gut damit in Einklang bringen, dass in
der untersuchten Beobachtungszeit von einem frithen bis zu einem weit fortgeschritte-
nen Tumorstadium kein signifikanter Anstieg der IFNy mRNA zu verzeichnen war.
Sowohl IFNy als auch IL-18 selbst iiben eine antiangiogenetische Wirkung aus, so dass
durch die geringe Expression dieser Zytokine ein angiogenesefreundliches Mikromilieu

im Lebermetastasengewebe anzunehmen ist.

6.1.2 Th2 Antwort
IL-6, IL-4 und IL-10 wurden als typische Zytokine der Th2 Immunantwort untersucht.

IL-6 mRNA war im Normalgewebe vernachldssigbar nachweisbar, im Metastasenge-
webe dagegen deutlich. Die IL-6 mRNA Expession stieg in fortgeschrittenen Tumorme-
tastasen auf das etwa Flinffache des Ausgangswertes an. IL-6 ist ein Faktor, welcher
zudem fiir die Gefdneubildung im Rahmen der physiologischen Wundheilung essen-
tiell ist und auch eine wichtige Rolle in der Tumorneoangiogenese spielt [21]. Die er-
hohte Expression von IL-6 ist somit als Zeichen fiir einen wachsenden, angiogenetisch
aktiven Tumor zu werten. Da IL-6 ein parakriner Wachstumsfaktor fiir die Tumorzellen
ist, erscheint es nicht iiberraschend, dass der IL-6 Verlauf mit der Gro3enzunahme der
Metastasen positiv korreliert. Es ist bekannt, dass die IL-6 Konzentration im Serum von
Patienten mit kolorektalem Karzinom erhoht ist, wobei unter den Arbeitsgruppen unter-
schiedliche Ansichten hinsichtlich der Eignung des Serumspiegels von IL-6 als prog-
nostischem Faktor bestehen [91, 92]. Wir stellten hierzu eine deutliche Korrelation zwi-
schen der Hohe des IL-6 Expression im Tumorgewebe und dem Fortschreiten der Tu-
morerkrankung fest. Dies lédsst sich gut mit den Ergebnissen von Chung et al in Ein-
klang bringen [93]. Diese Arbeitsgruppe stellte fest, dass die erhdhte IL-6 Expression
im Tumorgewebe von kolorektalen Karzinomen mit aggressivem Tumorwachstum und
schlechter Prognose korreliert war. So wire zu iiberlegen, ob der Spiegel der intratumo-
ralen IL-6 Expression als Verlaufsparameter bzw. als Prognosefaktor eingesetzt werden

kann.
IL-4 mRNA konnte iiber Real-Time PCR Messungen weder im Normalgewebe noch im

Metastasengewebe detektiert werden. Immunhistologisch zeigten sich allerdings sowohl

wenige IL-4 positive tumorinfiltrierende Zellen als auch wenige IL-4 positive Tumor-
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zellen. Sowohl der Anteil an IL-4 positiven Tumorzellen als auch der IL-4 positiver
tumorinfiltrierender Zellen nahm dabei im zeitlichen Verlauf ab.

Bereits in anderen Studien war es nicht moglich gewesen, IL-4 mRNA iiber RT-PCR
nachzuweisen [30]. Als IL-4 Primer wurden in den eigenen Untersuchungen Oligopep-
tide von Qiagen unter Befolgung des Herstellerprotokolls verwendet, so dass davon
auszugehen ist, dass die Primer funktionstiichtig waren. Eine Erklarungsmoglichkeit
wire, dass die IL-4 mRNA so instabil ist, dass sie sich i{iber herkommliche RNA Ex-
traktionsverfahren nicht intakt gewinnen 146t. Zu iiberlegen wire auch, ob das im Ge-
webe nachgewiesene I1L-4 moglicherweise aus dem systemischen Kreislauf stammt und
sich an der Oberflache von Zellen mit den entsprechenden Rezeptoren anreichert. Es ist
bekannt, dass IL-4 bei Tumorpatienten im Serum erhdht ist [30, 94], so dass das im-
munhistologisch im Tumorgewebe nachgewiesene IL-4 auch systemisch entstanden
sein konnte, so z.B. durch periphere Blutlymphozyten. Immunhistologisch waren jedoch
eindeutig intrazytoplasmatische IL-4 Anreicherungen nachweisbar, welche fiir eine en-
dogene IL-4 Produktion sprechen. Moglicherweise handelt es sich um ein multifakto-
rielles Problem, welches daraus entsteht, dass nur eine sehr geringe Zahl von Zellen
tatsichlich IL-4 mRNA produziert und diese mRNA nur unzureichend aus den Gewe-
beproben extrahiert wurde. Systemisches IL-4 kann bei immunhistochemischem Nach-
weis zu einer falsch hohen Zahl an IL-4 positiven Zellen gefiihrt haben.

Die Immunhistologie zeigt, dass die IL-4 Produktion sowohl der Tumorzellen als auch
der tumorinfiltrierenden Zellen um 50% abnimmt. IL-4 ist ein flir die Th2 Immunant-
wort typisches Zytokin, so dass mit IL-4 eine wichtige Komponente der Th2 Immun-
antwort heruntergeregelt ist.

Ebenso wie bei IL-6 wire es von Interesse gewesen, die systemischen Konzentrationen
von IL-4 aus dem Blut der Versuchstiere zu bestimmen um zu iiberpriifen, ob die Im-

munbhistologie die systemische IL-4 Konzentrationen wiederspiegelt.

Die IL-10 mRNA Expression sowie der Anteil tumorinfiltrierender Zellen, welche IL-
10 exprimieren, zeigen einen dhnlichen Verlauf. Die Ergebnisse zeigen eine besonders
ausgepragte IL-10 Expression in fortgeschrittenen Lebermetastasen (Tag 14). Auf die-
sen Gipfel folgt ein deutlicher Abfall bis Tag 19. Auffillig ist, dass die Abnahme von
IL-10 und auch von IL-2 mit einer verstirkten Expression von TGFf zusammenfallt.

TGFB hemmt die Produktion von Zytokinen der Th1/Th2 Immunantwort, so dass der
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Anstieg von TGFp ein Grund fiir die abnehmende mRNA Expression von IL-2 und IL-

10 in weiter fortgeschrittenen Tumoren nach Tag 14 sein konnte.

6.1.3 IL-2 und IL-10 Expressionskinetik
Die RT-PCR Ergebnisse zeigen eine starke Zunahme der IL-10 und IL-2 mRNA Ex-

pression wihrend der Tumorprogression von Tag 9 bis Tag 14. Dagegen nimmt die
Zahl IL-2 exprimierender Zellen histomorphologisch ab. Dieser mRNA Expressionsgip-
fel konnte einen deutlichen Proliferations- und Differenzierungsschub innerhalb einer
spezifischen Subpopulation von Lymphozyten bedeuten. Damit wiirde sich in dem

wachsenden Metastasengewebe eine tumorspezifische Immunantwort ausbilden.

6.2 T-Zell Populationen
CD4 und CD8 wird auf CD4+ bzw CD8+ T-Zellen konstitutiv exprimiert [96]. Die in

unseren RT-PCR Untersuchungen erhobenen Ergebnisse zu der CD4 mRNA Expression
lassen auf eine im Gesamtverlauf statische CD4+ T-Zellpopulation schlieBen. Histolo-
gisch zeigt sich dagegen ein deutlicher Anstieg an CD4+ T-Zellen innerhalb der tumor-
infiltrierenden Zellen von 16% auf 37%. Hierbei muss beachtet werden, dass im Rah-
men der Immunhistologie von Tumorzellen dicht durchsetzte Gewebsareale analysiert
und ausgezéhlt wurden. Das weiter entfernte peritumorale Stroma wurde dagegen nicht
in die Auswertung mit einbezogen. Uber RT-PCR wurden hingegen auch diese Areale
miterfasst. Die tiber RT-PCR und Immunhistologie erhobenen Werte lassen zusammen-
fassend darauf schlielen, dass CD4+ T-Zellen im zeitlichen Verlauf vermehrt in Tu-
morzellnester  einwandern. Bei  unverdndert erscheinender CD4+  T-Zell-
Gesamtpopulation findet also eine Migration von CD4+ T-Zellen in den Bereich der
Tumorzellnester statt. Immunhistologisch zeigt sich interessanterweise, dass die Anzahl
der CTLA4+/Foxp3+ T-Zellen parallel dazu deutlich zunimmt. Dies liee auf einen

Anteil regulatorischer T-Zellen unter den CD4+ T-Zellen schliessen.

Die parallel mit der CD8a mRNA wihrend der Tumorprogresseion zunehmend expri-
mierte PD-1 mRNA konnte zusammen mit den histomorphologischen Ergebnissen ein
Hinweis darauf sein, dass die im Gewebe vorliegenden CD8+ T-Zellen sich in einem
aktivierten Zusatnd befinden. Das PD-1 Molekiil vermittelt iiber den T-Zellrezeptor
kostimulatorisch negative Signale, welche zu einem Zellzyklusarrest fithren. Aus der

Literatur ist bekannt, dass bei chronischen viralen Infektionen wie einer HIV- und

65



HCV-Infektion eine Uberexpression von PD-1 auf der Oberfliche von CD8+ T-Zellen
ein Zeichen fiir den bevorstehenden Funktionsverlust der T-Zelle ist [97, 98]. Mogli-
cherweise filihrt ein &hnlicher Mechanismus bei tumorspezifischen CD8+ Zellen zu ei-
nem ,,Erschopfungszustand®, welcher die Immunantwort gegen den wachsenden Tumor
beeintrachtigt. Es wére von Interesse zu untersuchen, ob der Expressionsverlauf von

PD-1 tatsichlich mit der Effizienz der Tumorimmunabwehr korreliert.

Osada et al bezifferten in ihrer Studie iiber kolorektale Lebermetastasen die Anteile der
CD8+ T-Zellen und CD4+ T-Zellen an den tumorinfiltrierenden Lymphozyten mit 3%
bzw 21,1 % [99]. Allerdings berichten andere Arbeitsgruppen, dass der Anteil allein der
CD4+CD25+ regulatorischen T Zellen mehr als 20% des lymphozytiren Tumorinfiltra-
tes ausmachen kann [72], so dass davon auszugehen ist, dass liber Migration und Proli-
feration einzelne Subpopulationen von T Zellen erheblich zunehmen kdnnen. Unsere
immunhistochemischen Ergebnisse weisen ebenfalls auf eine starke Wachstumsdyna-
mik der CD4+ T-Zellpopulation hin. Interessant wére in diesem Zusammenhang gewe-
sen, liber FACS Analyse genaueren Aufschluss iiber die CD4+ und CD8+ T-Zell Popu-

lationskinetik im Lebermetastasengewebe zu erhalten.

6.3 Regulatorische T-Zellen

Unsere molekulargenetischen Ergebnisse zeigen einen Anstieg der Foxp3 mRNA im
zeitlichen Verlauf der Tumorprogression. Untersuchungen zu CTLA4 haben ergeben,
dass die Kinetik der intrazelluldiren CTLA4 Expression nach Stimulation mit anti-CD3
mAK parallel zu der Kinetik des Molekiils auf der Zelloberfliche verlduft [100]. Unsere
Ergebnisse zeigen einen parallelen Verlauf der CTLA4 Expression auf mRNA- und
Proteinebene, so dass unsere Ergebnisse im Einklang damit stehen. Perkins et al zeigten
weiterhin, dass in nicht stimulierten T-Zellen keine CTLA4 mRNA vorliegt und dass
CTLA4 auf Transkriptionsebene reguliert wird [101]. Dafiir spricht, dass es sich bei den
wenigen nachgewiesenen Foxp3 positiven Zellen im Normalgewebe um ruhende Vor-
stufen handelt, welche noch nicht aktiviert wurden und dementsprechend kein CTLA4
exprimieren. Dass sich die Foxp3 mRNA im Verlauf der Tumorprogression im Wesent-
lichen auf einem gleichbleibend erhohten Niveau bewegt kann als Hinweis darauf ge-
wertet werden, dass die Proliferation bzw. Zuwanderung Foxp3 positiver Zellen bereits

vor Tag 9 weitestgehend abgeschlossen erscheint, und dass die aktiven regulatorischen
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T-Zellen in den Tumorzellnestern sich aus diesem Pool ruhender, Foxp3 positiver Zel-

len rekrutieren konnten.

Als charakteristisches Zytokin der regulatorischen T-Zellen wurde TGFf untersucht.
Die TGFB mRNA stieg wahrend des weiteren Tumorwachstums ab Tag 14 deutlich an.
Die Kinetik von TGFp ldsst also eine verstirkte Aktivitéit regulatorischer T-Zellen ver-

muten.

Interessant erscheint auch die histologisch nachgewiesene zunehmende TGFf Expressi-
on auf den Tumorzellen. Eventuell handelt es sich hierbei um eine Hemmung der Im-
munantwort durch den Tumor und damit um einen Mechanismus mit dem der Tumor
lernt, der Tumorimmunantwort zu entkommen. Der in dieser Arbeit beobachtete Abfall
der IL-2 mRNA im proliferierenden Tumorgewebe wird begleitet von einem Anstieg
der TGFP mRNA Expression durch die Tumorzellen. Wéhrend also aktivierte T-Zellen
in das Tumorgewebe einwandern, exprimieren die Tumorzellen mit TGFf ein Zytokin,
welches in Kombination mit dem Proliferations- und Differenzierungsfaktor IL-2 die

Entstehung regulatorischer T-Zellen fordern konnte

6.4 VEGTF Isoformen in Normalgewebe und Lebermetastasen
Von besonderem Interesse in dieser Arbeit ist der Vascular Endothelial Growth Factor,

(VEGF) als wichtiger Faktor fiir die Neoangiogenese. Es zeigte sich fiir alle untersuch-
ten VEGF-A Isoformen eine abnehmende Expression im zeitlichen Verlauf des Tu-
morwachstums. Wihrend sich VEGF-A1 noch zu allen Mef3zeitpunkten erhoht zeigte,
sanken die mRNA Konzentrationen der anderen drei Isoformen unter die im Normal-
gewebe bestimmten Werte. Immunhistologisch war dagegen eine leicht zunehmende
Expression fiir VEGF-A positive Tumorzellen zu verzeichnen. In der Literatur wird
beschrieben, dass die VEGF Expression in einem Metastasenherd weitestgehend der
VEGF Expression im Primértumor entspricht [86]. Die hochste VEGF Expression ist in
einem sich entwickelnden Adenom zu verzeichen. Die einzelnen Karzinomstadien un-
terscheiden sich nicht hinsichtlich ihrer VEGF Expression [82, 85]. Unsere RT-PCR
Ergebnisse weisen ebenfalls auf eine relativ konstante bzw. leicht abnehmende VEGF
Expression im zeitlichen Verlauf hin. Zu beachten ist hierbei allerdings, dass in norma-
lem Lebergewebe normalerweise eine bis zu vierfach hohere VEGF Expression vorliegt

als im Gewebe eines Kolonkarzinoms bzw. im entsprechenden Metastasengewebe [86].
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Insofern ist es auffillig, dass die VEGF-A Isoformen 1,2 und 4 iiber dem Niveau des
Kontrollgewebes liegen. In der friihen Phase der Metastasenetablierung werden diese

VEGF Isoformen offenbar stirker exprimiert, fallen dann aber deutlich ab.

Der Umstand, dass VEGF auf Protein- nicht aber mRNA Ebene im Verlauf der Tumor-
progression verstirkt exprimiert wird 146t sich damit erkléren, dass fiir immunhistologi-
sche Untersuchungen bevorzugt Tumorproben aus den vitalen Tumorrdndern entnom-
men werden, wahrend die Ergebnisse der Real-Time PCR einen Mittelwert des Ge-
samtgewebes darstellen. Es ist bekannt, dass angiogenetische Prozesse vornehmlich in
den Randgebieten des Tumors, also an der Invasionsfront stattfinden. Es besteht im
Hinblick auf die GefaBdichte im Tumor ein Gradient, welcher von der Peripherie in
Richtung Tumorzentrum abnimmt. Im Tumorzentrum sind oftmals eher Nekrosen min-
derperfundierter Tumorareale zu finden [1]. So sind durchaus deutliche Unterschiede
zwischen immunhistologischen und Real-Time PCR Ergebnissen vorstellbar, zumal das
Metastasengewebe, aus welchem mRNA extrahiert wurde, nicht aus den Randgebieten

des Tumors stammt.

6.5 Klinischer Bezug

In der klinischen Praxis werden bereits zahlreiche immunmodulatorische Therapiestra-
tegien eingesetzt, weitere Therapiekonzepte werden in klinischen Studien auf ihre
Wirksamkeit hin getestet.

So ist die systemische Anwendung von IL-2 bei der Therapie des Nierenzellkarzinoms
[102] sowie des malignen Melanoms fest etabliert [103]. Limitierender Faktor fiir die
systemische Anwendbarkeit von IL-2 sind schwere Nebenwirkungen, so insbesondere
das Vascular Leakage Syndrome [104, 105]. Die lokoregiondre Anwendung von IL-2
bietet eine Moglichkeit zur Umgehung schwerer systemischer Nebenwirkungen. Stu-
dien am Mausmodell lieferten Hinweise auf eine therapeutische Wirksamkeit von loko-
regiondr angewandtem IL-2 bei kolorektalen Karzinomen. Auch die Kombination von
IL-2 mit Chemotherapie scheint vielversprechend [106-110]. Moglicherweise wére eine
Chemoembolisation von hepatischen kolorektalen Metastasen in Verbindung mit einer

Injektion von IL-2 in das Tumorgewebe therapeutisch wirksam.
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Auch hinsichtlich einer Immuntherapie mittels TGFP Blockade gibt es bereits Vorsto3e
im klinischen Bereich. Ein TGFf neutralisierender Antikdrper wird bereits in einer kli-
nischen Phase 1 Studie ausgetestet [111].

Andere Studien weisen darauf hin, dass die Expression von PD-L1 bei Tumorentititen
wie dem Pankreaskarzinom [112] und Osophaguskarzinom [113] mit einer schlechteren
Prognose assoziiert ist. Dementsprechend wird die Blockade des PD-L1/PD-1 Signal-
wegs als vielversprechende neue immunmodulatorische Strategie gewertet.

Weiterhin wurde ein CTLA4 neutralisierender Antikorper entwickelt, welcher im Rah-
men einer klinischen Phase 3 Studie auch bei Patienten mit kolorektalem Karzinom ein-
gesetzt wird [114].

Die Entwicklung dieser unterschiedlichen Antikorper wird moglicherweise den Weg fiir
eine Vielzahl von neuen Therapiekonzepten ebnen. Unsere Ergebnisse weisen darauf
hin, dass immunmodulatorische Strategien auch bei hepatischen Metastasen des kolo-
rektalen Karzinoms aussichtsreich sind.

Bevacizumab als VEGF-Antikorper ist mittlerweile in der Therapie nicht operabler ko-
lorektaler Metastasen etabliert. Problematisch erscheint, dass nur ein Teil der Patienten
auf diese Therapie anspricht. Es gibt Hinweise darauf, dass die Wirksamkeit dieses An-
tikorpers von dem Gleichgewicht der einzelnen Isoformen im Tumormikromilieu ab-
héngig ist [115]. Ein Screeningverfahren zur Feststellung des VEGF Expressionsmus-
ters im Tumorgewebe konnte dabei helfen, Patienten zu identifizieren, welche von einer
Therapie mit Bevacizumab profitieren konnen. Eine Entwicklung von weiteren, spezi-
fisch gegen einzelne VEGF Isoformen gerichteten Antikdrpern wére folglich eine Mog-
lichkeit, jedem Patienten eine mallgeschneiderte, auf sein jeweiliges VEGF Profil zuge-
schnittene antiangiogenetische Therapie zu bieten.

Von den untersuchten Markern zeigt IL-6 die stirkste Korrelation mit dem Verlauf des
Tumorleidens im Mausmodell. In zahlreichen Studien wurde eine Korrelation von IL-6
mit dem Tumorstadium bei kolorektalen Karzinomen beschrieben [42, 116]. Die Eig-
nung von IL-6 als unabhingigem prognostischem Faktor ist jedoch fraglich. Unsere
Ergebnisse weisen darauf hin, dass IL-6 moglicherweise als Verlaufsparameter des ko-
lorektalen Karzinoms geeignet ist.

Hinsichtlich des von uns beobachteten IL-10/IL-2 Gipfels wihrend des Metastasen-
wachstums gab es in der Literatur keine vergleichbaren Daten. Es wire deswegen von
Interesse, dieses Phanomen weiter zu untersuchen und moglicherweise im Rahmen von

weiterfithrenden Experimenten erneut zu belegen, da dieser Zytokinspitzenspiegel den
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Wendepunkt in der Ausbildung der korpereigenen Immunabwehr markieren konnte. Ein
Screening hinsichtlich dieser beiden Zytokine konnte auflerdem bei der Identifiaktion

von Patienten mit hohem Risikoprofil fiir ein Metastasenwachstum dienen.
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7 Zusammenfassung
Das Kolonkarzinom besitzt aufgrund seiner hohen Inzidenz und der zahlreichen Mog-

lichkeiten, mittels moderner Therapiestrategien auf den Krankheitsverlauf Einfluss zu
nehmen, eine hohe Relevanz fiir den klinischen Alltag. Etwa die Hélfte der an einem
kolorektalen Karzinom erkrankten Patienten weisen Lebermetastasen auf, welche ent-
weder bereits bei der primdren Diagnosestellung vorliegen oder sich im weiteren
Krankheitsverlauf ausbilden. Bei der Mehrzahl der Patienten mit Lebermetastasen ist
derzeit nur eine palliative Therapie mdglich. Die genaue Analyse kolorektaler Leberme-
tastasen ist somit unerlésslich, um eine gezielte Entwicklung neuer, effizienter Thera-
piestrategien flir dieses grof3e Patientenkollektiv zu ermdglichen.

Ziel dieser Arbeit war es, moglichst genau Zytokinprofil, lymphozytéires Infiltrations-
muster und Verhiltnis von pro- zu antiangiogenetischen Faktoren im Lebermetastasen-
gewebe iiber einen biologisch maBgeblichen Wachstumszeitraum zu charakterisieren,
um zu einem besseren Verstdndnis von Tumorimmunologie und Wachstumsverhalten
kolorektaler Lebermetastasen beizutragen. Zu diesem Zweck wurde in einem Mausmo-
dell die Ausbildung kolorektaler Lebermetastasen nach intraportaler Injektion von Tu-
morzellen (CT26.WT) untersucht.

Im Lebermetastasengewebe bildete sich im Beobachtungszeitraum von insgesamt 19
Tagen eine Immunantwort mit Zeichen eines leicht iiberwiegenden Th2 Musters aus.
Am auffilligsten erschien hierbei die verstidrkte Expression von IL-6 parallel zur Ent-
wicklung der Lebermetastasen. Eine Betonung der IL-2 Immunantwort stellt fiir die
wachsende Lebermetastase einen Vorteil hinsichtlich der Immunabwehr dar. Zudem
kam es bei weiter fortgeschrittenem Metastasenbefall in der Leber (Tag 14) zu einem
parallel nachweisbaren starken Anstieg von IL-2 und IL-10 im Lebermetastasengewebe.
Eine Thl betonte Immunantwort, fiir die es im vorliegenden Modell keine Hinweise
gibt, wire nach heutiger Erkenntnis fiir die Etablierung einer effizienten Tumorabwehr
giinstiger. Daher wire zu iiberlegen, ob durch eine Gabe von IL-2 sowie von IL-10 blo-
ckierenden Antikorpern eine Thl gerichtete Immunantwort verstérkt induziert werden
konnte. Auch wiren die Zytokine IL-2 und IL-10 mdoglicherweise als Screening Para-
meter von Nutzen, da deren Anstieg eine stattfindende Tumorexpansion widerspiegeln
konnte.

Hinsichtlich des lymphozytiren Infiltrationsmusters liefern die Ergebnisse deutliche

Hinweise darauf, dass im Bereich der Tumorzellnester eine Zunahme der regulatori-
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schen CD4+ T-Zellen stattfindet, wéhrend die Subpopulation der CD8+ T-Zellen ab-
nimmt. Als Ursache kdmen eine unzureichende Zellmigration in die Metastasen oder
eine durch die hohe PD-1 Expression bedingte Apoptoseneigung der CD8+ T-Zellen in
Betracht. Es wire somit von Interesse festzustellen, ob iiber eine antikdrperbasierte Blo-
ckade von PD-1 ein positiver Einflu} auf die CD8+ T-Zell Subpopulation genommen
werden kann.

Weiterhin gibt es Hinweise, dass regulatorische T-Zellen bereits zu einem frithen Zeit-
punkt im Metastasengewebe expandieren und wéhrend des weiteren Metastasenwachs-
tums aktiviert vorliegen. Dementsprechend wire es von Interesse zu untersuchen, ob
iiber eine Blockade des TGFp Signals die Aktivierung und weitere Differenzierung der
Population regulatorischer T-Zellen gehemmt werden kann. Ein weiterer moglicher An-
satz wire eine Blockade von CTLA4 mittels eines spezifischen Antikorpers.

Die Untersuchung der pro- und antiangiogenetischen Faktoren im zeitlichen Verlauf
ergab die Ausbildung eines deutlich proangiogenetischen Milieus im Metastasengewe-
be. Im Gegensatz zu IL-6 und TNFo nimmt die VEGF mRNA Expression im zeitlichen
Verlauf allerdings nicht zu, vielmehr l4sst sich bei zunichst vorliegender Uberexpressi-
on der VEGF Isoformen eine abnehmende Tendenz feststellen. Im Metastasengewebe
vorhandene nekrotische Areale konnen als Hinweis darauf gewertet werden, dass der
Umfang der Neoangiogenese im Metastasengewebe trotz des proangiogenetischen Mi-
lieus langfristig unzureichend ist. Eine Blockade des im Metastasengewebe am starksten
exprimierten VEGF Isoform VEGF-A4 mittels Antikorper ist deshalb eine vielverspre-
chende Strategie, um das Tumorwachstum zu verlangsamen und eine Nekrose groferer
Tumorknoten herbeizufiihren.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten werden nun dazu verwendet, gezielt neue immu-

nologische und antiangiogenetische Therapieansitze zu erarbeiten.
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8 Abbildungsverzeichnis:

Abbildung 1: Schematische Darstellung der indirekten Nachweismethode mit dem ersten Enzym-
Substrat-Komplex, bestehend aus Primér- und Sekundar-AK. Die HRP-Konjugation stellt sich auf dem
Gewebe als braunlicher Farbton dar. HRP, Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase); AK,
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Abbildung 2: Darstellung des Zytokins IL-2 im Lebermetastasengewebe an Tag 9 nach intraportaler
Injektion von 1x10® CT26WT Tumorzellen mittels Einfachfirbung. Die IL-2 positiven Zellen sind braun
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Abbildung 3: Schema der fertigen immunenzymatischen Doppelfarbung am Mausgewebe. Dargestellt ist
die Bindung der Primar-AK und der HRP- (braunlicher Farbton) bzw. AP- (roter Farbton) konjungierten
Sekundér-AK. HRP, Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase); AP, alkalische Phosphatase; AK,
ANTIKOTPET. ...ecuvieiiieiieeitesieete ettt e ettt e bt et e e et e e tbeste e beesbeesseaseesseesssesseesseesseassasssessessaenseessesssesssesseesseensenns 33

Abbildung 4: Darstellung der Marker CD4 und Foxp3 im Lebermetsatsengewebe an Tag 19 nach
intraportaler Injektion von 1x10° CT26.WT Tumorzellen. Die Foxp3/CD4 positiven Zellen sind mit zwei
Farbtonen (rot und braun) Markiert. ........ccooereriiieiinieneeeeeeet ettt st 34

Abbildung 5: Darstellung der Entwicklung der Lebermetastasen nach intraportaler Injektion von The
1x10° CT26.WT Tumorzellen. Es zeigte sich bei allen Tieren eine kontinuierliche Zunahme des
Tunmorvolumens innerhalb des Beobachtungszeitraums von 19 Tagen........c.ccceevevieiiniinieneeneeneeee 36

Abbildung 6: Histomorphologie einer reprdsentativen Lebermetastase 15 Tage nach intraportaler
Injektion von 1x10° CT26.WT Tumorzellen (Randbereich des Tumors mit Pfeilen markiert, HE, 400x). 37

Abbildung 7: Darstellung der mRNA Expression der Zytokine IL-2, IFNy, TNFa und IL-18 im zeitlichen
Verlauf. Das Diagramm zeigt einen Peakwert der IL-2 mRNA an Tag 14, die Zunahme der IL-2 mRNA
von Tag 10 auf Tag 14 ist hochsignifikant. Im Unterschied dazu liegt eine statistisch signifikante
Abnahme der IL-18 mRNA Produktion zwischen Tag 10 und Tag 19 vor. SchlieBlich zeigt sich bezogen
auf die Kontrollgruppe eine verstirkte Expression der mRNA von IFNy und TNFa im
Lebermetastasengewebe, zwischen Tag 10 und Tag 19 liegt allerdings keine statistisch signifikante
Veradnderung des EXPreSSionSNiVEAUS VOT. .....cccveeverierrierieerieseestesetesseesseesesssessaessaesseessesssesssesssessesssesssenns 38

Abbildung 8: Graphische Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte der Zytokine IL-2, IFNy
und TNFa. Der Anteil aller tumorinfiltrierenden Zellen, welche diese Zytokine exprimieren, nimmt im
zeitlichen Verlauf ab. Am deutlichsten zeigt sich dieser Trend bei IFNy. Auch in der Gruppe der
tumorinfiltrierenden Zellen verringert sich der Anteil der Zellen, welche die Zytokine IL-2 und und IFNy
exprimieren. Der Anteil an Tumorzellen, welcher TNFa exprimiert, nimmt dagegen sprunghaft zu.
Wihrend an Tag 10 weniger als 5% aller Tumorzellen TNFa exprimierten, waren an Tag 19 30% aller
Tumorzellen fUr TNFO POSILIV. ..ccviiiiiieiiieiicieetecte ettt ettt e steesbeeaeesaesseesseesseesseessesssesssesseesseessesnsenses 39

Abbildung 9 : Darstellung der IL-6 mRNA Expression im zeitlichen Verlauf. Wéhrend im
Normalgewebe keine IL-6 mRNA nachweisbar war, fand sich eine erhdhte Expression an allen
Beobachtungstagen (Werte an Tag 9 auf 1 genormt, Berechnung des Foldfaktors fiir Tag 14 und 19 auf
der Basis VON TaZ 9)...ccuiiiieiieieeieeieeeee ettt ettt et et s et e e b e e stesseesaee st esseenseenseesseeseenseenseenseennennes 40

Abbildung 10 : Darstellung IL-10 mRNA Expression im zeitlichen Verlauf. Von Tag 10 bis Tag 14
wurde eine hochsignifikante Zunahme, von Tag 14 bis Tag 19 ecine signifikante Abnahme des IL-10
mRNA Expressionslevels beobachtet. An Tag 14 liegt ein Peakwert der IL-10 mRNA vor. .................... 41

Abbildung 11: Immunhistologisch erhobene Werte fiir IL-4 und IL-10. Das Diagramm zeigt, dass der
Anteil der Tumorzellen, welche IL-4 und IL-10 exprimierten, im zeitlichen Verlauf abnimmt. Bei den
tumorinfiltrierenden Zellen zeigte sich ebenfalls eine stetige Abnahme des Anteils IL-4 positiver Zellen.
Die Population IL-10 positiver tumorinfiltrierender Zellen erreichte an Tag 14 einen Peakwert, fiel aber
bis Tag 19 wieder auf den AUSZANZSWEIT @D. .......c.cccviiiiriieiiiii ettt se e be e e reesaeesseenseens 42

Abbildung 12: Fold-Factor basierte Darstellung der mRNA Expression der Zytokine IL-2 und IL-10 im
zeitlichen Verlauf. Die fiir den Tag 9 bestimmten Werte wurden sowohl fiir IL-2 als auch fiir IL-10 auf
den Wert 1 genormt. Die Foldfactor-Werte fiir den Tag 14 und 19 wurden auf dieser Basis berechnet.
Vergleicht man die Fold-Factor Werte von IL-2 und IL-10 innerhalb jeweils einer Gruppe, so ergibt sich
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fiir keines der drei Gruppen-Paare ein statistisch signifikanter Unterschied. Hinsichtlich der mRNA
Expression ergibt sich fiir die Zytokine IL-2 und IL-10 eine identische Kinetik. .............ccocevviniiniiennnnn. 43

Abbildung 13: Darstellung der mRNA Expression der Zellmarker CD4 und CD8a zusammen mit PD-1
im zeitlichen Verlauf. Die fiir den Tag 9 bestimmten Werte wurden fiir CD8a, CD4 und PD-1 auf den
Wert 1 genormt. Die Fold-Factor-Werte fiir die Tage 14 und 19 wurden auf dieser Basis berechnet. Es
zeigte sich eine hochsignifikante Zunahme der CD8a mRNA und PD-1 mRNA von Tag 9 bis Tag 14
sowie eine signifikante Zunahme von Tag 14 bis Tag 19. Hinsichtlich der mRNA Expression von CD4
fiel eine signifikante Abnahme um 50% von Tag 9 bis Tag 14 sowie eine signifikante Zunahme um
100% von Tag 14 bis Tag 19 auf. Die CD4 mRNA Expressionslevels von Tag 9 und Tag 19 waren
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Abbildung 14: Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte fiir CD8a und CD4. Die Graphik
zeigt eine deutliche Zunahme des Anteils CD4 positiver tumorinfiltrierender Zellen im zeitlichen Verlauf.
Der Anteil der CD8a positiven tumorinfiltrierenden Zellen blieb dagegen zwischen Tag 9 und 19 mit
einem Niveau von ca. 20% relativ KONSLANT. .........c.coevieiriiniiininiiinecnete ettt 45

Abbildung 15: Darstellung der CD4 und Foxp3 sowie der TGF mRNA Expression im zeitlichen
Verlauf. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Foxp3 mRNA Expressionswerten im
zeitlichen Verlauf. Dagegen stellte sich ein signifikanter Anstieg der TGFB mRNA Expression von Tag 9
bis Tag 14 dar. Von Tag 14 bis Tag 19 fand dagegen kein weiterer signifikanter Anstieg der TGFf
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der immunhistologisch erhobenen Werte fiir folgende
Doppelbestimmungen: CD4/CD25, CD4/CTLA4 und CD4/Foxp3. Es wurde bestimmt, welcher Anteil
der tumorinfiltrierenden Zellen die genannten Marker-Kombinationen exprimierte. Fiir alle drei Marker-
Kombinationen konnte im zeitlichen Verlauf eine Zunahme doppelt positiver Zellen festgestellt werden.
Weiterhin wiesen alle drei Marker-Kombinationen einen vergleichbaren aufsteigenden Trend auf......... 47

Abbildung 17: Darstellung der CTLA4 mRNA Expressionswerte im zeitlichen Verlauf. CTLA-4 mRNA
fand sich nicht im Normalgewebe. Die am Tag 9 in den Metastasen erhobenen Werte wurden auf 1
genormt, und der Fold-Factor fiir die Tage 14 und 19 auf dieser Basis berechnet. Es zeigt sich eine
signifikante Zunahme der CTLA4 mRNA von Tag 14 bis Tag 19, wihrend das Expressionsniveau von
Tag 9 bis Tag 14 etwa gleiCh DICIDL........ccviiiiiiiiieciecieeeee ettt ees 48

Abbildung 18: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Zellmarker Foxp3 und CTLA4 Es handelt sich um
molekulargenetische Daten. Sowohl bei Foxp3 als auch bei CTLA4 wurden die fiir Tag 9 erhobenen
Werte auf 1 genormt. Auf der Basis dieser Ausgangswerte wurden die Fold-Factoren fiir Tag 14 und 19
proportional umgerechnet. Sowohl fiir Foxp3 als auch fiir CTLA4 wurde eine Regressionsgerade in den
zeitlichen Verlauf gelegt. Die den Werten von CTLA4 zugehorige Regressionsgerade weist mit m= 0,412
eine grofere Steigung auf als die Regressionsgerade zum Verlauf der Foxp3 Werte (m=0,125). ............. 49

Abbildung 19: Immunhistologisch erhobene Werte fiir TGFf. Sowohl bei den Tumorzellen als auch bei
den tumorinfiltrierenden Zellen ist der Anteil TGFp positiver Zellen an Tag 9 und Tag 14 als konstant zu
betrachten. Von Tag 14 bis Tag 19 lieB sich dagegen in beiden Zellgruppen eine starke Zunahme der
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Abbildung 20: Darstellung der mRNA Expression der VEGF-A-Isoformen VEGF-A1 bis VEGF-A4.
Der Unterschied zwischen den Werten von Tag 9 und Tag 19 ist bei VEGF-A1, VEGF-A2 und VEGF-A4
hochsignifikant. Fiir die Expressionskinetik der VEGF-A3 mRNA 1at sich ein abnehmender Trend
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Abbildung 21: Darstellung des mengenméfBigen Verhéltnisses, in welchem die VEGF-A Isoformen im
Normalgewebe zueinander stehen. Der Berechnung zu Grunde gelegt wurden die AC(t) Werte der
Kontrollwerte der einzelnen Isoformen. VEGF-A1 wurde als Isoform mit dem héchsten AC(t) Wert auf 1
normiert. Bezogen auf diese Basis wurden die Foldfactoren fiir die anderen Isoformen nach folgender
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Abbildung 22: Darstellung der mRNA Expression der VEGF-A Isoformen unter Beriicksichtigung der
Mengenverhéltnisse (vergleiche Abb 17). VEGF-A4 wies zu allen Zeitpunkten die hochste mRNA
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Abbildung 23: Darstellung der immunhistologischen Daten von VEGF-A und VEGF-Rezeptor. Sowohl
der Anteil VEGF positiver Tumorzellen als auch der Anteil VEGF-R positiver Tumorzellen stieg im
zeitichen Verlauf an. Der Anteil VEGF-R exprimierender Tumorzellen verdoppelte sich von Tag 10 auf
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