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etwas, in das man viel Zeit und Arbeit gesteckt hat,
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Albert Einstein
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1 Einleitung

Die hédufigsten Erkrankungen mit Todesfolge stellen in den Industrieldandern Krankheiten des
Herz-Kreislauf-Systems dar. Wéihrend die Anzahl der Todesfdlle jedoch erheblich abgenom-
men hat, ist die Krebssterblichkeit in den letzten Jahrzehnten fast gleich geblieben. Wenn sich
dieser Trend weiter fortsetzt, ist es denkbar, dass maligne Erkrankungen in flinf bis zehn
Jahren die hdufigste Todesursache darstellen. Es ist deshalb eine wichtige Aufgabe, weitere
und bessere Kenntnisse iiber die molekularen Ursachen von Krebserkrankungen zu erlangen,

um neue Strategien in der Krebsbekdmpfung entwickeln zu konnen.

1.1 Das Kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie

Darmkrebs ist mittlerweile fiir beide Geschlechter die zweithdufigste Krebserkrankung. Die
Inzidenz zeigt eine regionale Abhidngigkeit, sie ist am haufigsten in den westlichen
Industriestaaten [1]. Das geringste Vorkommen findet sich in Asien, Afrika und Siidamerika.
Sofern Emigranten aus diesen Léndern einen westlichen Lebensstil iibernehmen, gleichen
sich die Risiken an. Bei uns in Deutschland rangiert das kolorektale Karzinom bei den
Minnern nach dem Prostatakarzinom an zweiter Stelle, bei den Frauen nach dem
Mammakarzinom ebenfalls an zweiter Stelle.

Die Zahl der jéhrlichen Neuerkrankungen in Deutschland wird fiir Mé@nner und Frauen jeweils
auf etwas iiber 35.000 geschitzt. Manner erkranken im Mittel mit 69 Jahren, Frauen mit 75
Jahren [2]. Seit Mitte der 80er Jahre steigt die Neuerkrankungsrate nicht mehr weiter an. Das
Lebenszeitrisiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken, liegt bei etwa 4-6%, an
einem solchen Tumor zu sterben bei etwa 2,5-3% [3].

Dartiiber hinaus ist Darmkrebs fiir Frauen und Méanner die zweithdufigste Krebstodesursache

2].



1.1.2  Atiologie

Neben genetischen Faktoren wie der Familidren adenomatdsen Polyposis, den kolorektalen
Karzinomen in der Familienanamnese oder dem hereditéren nichtpolypdsen Kolonkarzinom-
syndrom, gibt es auch Risikoerkrankungen, die die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms
fordern konnen. Dazu zdhlen kolorektale Adenome, langjdhrige chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen, sowie Karzinome von Mamma, Ovar und Corpus uteri [4]. Weitere
Risikofaktoren sind ballaststoffarme, fettreiche und fleischreiche Ernidhrung, Ubergewicht,

ein Alter iiber 40 Jahren, langjihriges Zigarettenrauchen und regelméBiger Alkoholkonsum.

1.1.3 Prognose

Fir die Einteilung der Tumorausbreitung wird die UICC-Klassifikation in ihrer letzten
Version von 2002 (Sobin 2002 [UICC 2002]) mit der TNM-Einteilung und
Stadiengruppierung benutzt. Die Prognose der Tumorkrankheit korreliert mit der
Eindringtiefe des Tumors in die Darmwand und seiner Ausdehnung in benachbarte Strukturen
(T), dem AusmaB des Befalls von Lymphknoten (N) und der Fernmetastasierung (M).

Die friiher {ibliche Einteilung nach Dukes mit der Modifikation von Astler-Coller sollte nicht
mehr benutzt werden. Da im téglichen Umgang die Dukes-Klassifikation allerdings immer

noch Verwendung findet, wird sie an dieser Stelle noch einmal mit aufgefiihrt [5; 6].

Tabelle 1: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium I T1,T2 NO MO Dukes A
T2 NO MO

Stadium 11 T3 NO MO Dukes B
T4 NO MO

Stadium I11 T1,T2 N1 MO Dukes C
T3, T4 N1 MO
Jedes T N2 MO

Stadium IV jedes T jedes N MI1
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Die postoperative Beurteilung bezieht die pathohistologischen Befunde des
Operationspriparates mit ein (pTNM).

Die Prognose des kolorektalen Karzinoms hdngt in erster Linie davon ab, ob der Tumor
kurativ entfernt werden kann oder nicht. Im Falle der kurativen Resektion stellt das
Tumorstadium den entscheidenden prognostischen Faktor dar. Erwartungsgeméil sinken die

Fiinfjahresiiberlebenszeiten in Abhéngigkeit vom Tumorstadium.

Fiinfjahresiiberleben in Abhéngigkeit vom Stadium [7, 8]:

Stadium I 90-100 %

StadiumII 78 %

Stadium III 54 %

Stadium IV 6 %

Die Mehrzahl der Patienten weist bei Erstdiagnose bereits das Stadium UICC II oder III auf.

1.1.4 Therapie

Nach wie vor stellt beim kolorektalen Karzinom die Operation die Therapie der Wahl dar [9],
dabei bietet die RO-Resektion (kein Residualtumor) die einzige Heilungschance. Adjuvante
MaBnahmen (zusétzliche Therapie, die nach einer potenziellen kurativen RO-Resektion
Rezidive oder Metastasen verhindern soll), wie die Chemotherapie, konnen bei
fortgeschrittenen Tumorstadien die Prognose verbessern. Die Effizienz neoadjuvanter
MaBnahmen (praoperative (Radio-) Chemotherapie, um die Operabilitit zu verbessern) wurde
bisher beim Kolonkarzinom, im Gegensatz zum Rektumkarzinom nicht nachgewiesen [3].
Unter kurativer Zielsetzung besteht die chirurgische Therapie des kolorektalen Karzinoms in
der Resektion des tumortragenden  Dickdarmabschnittes mit  ausreichendem
Sicherheitsabstand unter Mitnahme des regionalen LymphabfluBgebietes, eventuell unter
Mitentfernung adhédrenter Organe (so genannte Multiviszerale Resektion).

Das Resektionsausmal} bei der radikalen chirurgischen Therapie des Kolonkarzinoms héngt

wesentlich von der Tumorlokalisation ab.
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1.1.5 Metastasierung des Kolorektalen Karzinoms

Die Metastasierung des kolorektalen Karzinoms erfolgt hdufig zundchst lymphogen, wobei
die lymphogene Ausbreitung von der Tumorlokalisation abhédngt. Die parakolischen
Lymphknoten gelten als regiondre Lymphknoten und bedeuten bei Befall ein pN1- oder pN2-
Stadium. Dariiber hinaus reichende Lymphknoten werden als juxtaregiondre Lymphknoten
bezeichnet und gelten als Fernmetastasen. Die Bestimmung des Lymphknotenstatus erfolgt
wihrend der Operation routinemifig.

Am héufigsten sind Fernmetastasen beim kolorektalen Karzinom in der Leber lokalisiert, am
zweithdufigsten in der Lunge. Es folgen in der Haufigkeit Skelettmetastasen und Befall von
Nebennieren und Gehirn. Isolierte Leber- und Lungenmetastasen konnen, eventuell mit
vorgeschalteter Chemotherapie und unter Berilicksichtigung streng vorgeschriebener

Bedingungen, mit kurativer Zielsetzung entfernt werden.

1.2 Immunologische Aspekte bei Tumoren

1.2.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen besteht aus einer unspezifischen Abwehr, die in ein
humorales und ein zelluldres System unterteilt wird und aus einer spezifischen Abwehr,
welche im Wesentlichen durch Lymphozyten reprisentiert wird.

Zur unspezifischen Abwehr gehdren angeborene und sofort verfiigbare Abwehreinrichtungen.
Diese sind bereits vor der Exposition mit infektiosen Mikroorganismen oder anderen fremden
Makromolekiilen vorhanden und reagieren bereits beim ersten Kontakt mit den Fremdstoftfen.
Zu dem zelluldren unspezifischen Abwehrsystem zédhlen unter anderem physikalische
Barrieren, phagozytierende Zellen, Eosinophile in Blut und Gewebe und die Natiirlichen
Killerzellen.

Zur humoralen unspezifischen Abwehr gehoren aullerdem das Komplementsystem und die
Zytokine.

Das Komplementsystem besteht aus Enzymen und Enzymvorstufen, die kdrpereigene
Abwehrzellen aktivieren (z.B. Makrophagen, Granulozyten, Thrombozyten), korperfremde
Zellen lysieren und die Phagozytose von Mikroorganismen fordern.

Zytokine sind hormonartige Substanzen, die von T-Lymphozyten, Makrophagen und
Granulozyten gebildet werden und die Proliferation und Differenzierung unter anderem von

T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen anregen.
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Auch die spezifische Abwehr ldsst sich in ein humorales und ein zelluldres System
unterteilen.

B-Lymphozyten machen etwa 15% der Lymphozyten im Blut aus. Nach dem Kontakt mit
einem Antigen durch einen spezifischen Rezeptor an der Oberfliche ihrer Zellmembran
wandeln sie sich zum Teil in Plasmazellen um und beginnen, Immunglobuline zu
produzieren. Diese Immunglobuline représentieren als spezifische Antikorper das spezifische
humorale Immunsystem. Ein anderer Teil antigenstimulierter B-Lymphozyten entwickelt sich
zu langlebigen B-Gedéachtniszellen.

Die spezifische zelluldire Abwehr wird durch T-Lymphozyten repriasentiert, sie machen etwa
60-80% der im Blut zirkulierenden Lymphozyten aus. Zu den einzelnen Subtypen der T-
Lymphozyten gehdren zytotoxische T-Zellen, T-Helferzellen, T-Suppressorzellen und T-
Gedédchtniszellen. T-Helferzellen setzen Lymphokine frei und stimulieren damit die Anti-
korperproduktion, andere Lymphozytensubtypen und die Makrophagen. Zytotoxische T-
Zellen konnen antigentragende Zellen zerstoren. T-Suppressorzellen hemmen die Aktivitdt

von T- und B-Lymphozyten und verhindern dadurch eine iiberschieBende Immunreaktion.

1.2.2 Tumorimmunitdt

Das Immunsystem spielt im Zusammenhang mit malignen Tumoren eine wichtige Rolle und
die Auspriagung der Immunitétslage von Patienten mit unterschiedlichen Neoplasien war und
ist bis heute Gegenstand der Forschung [10].

Aufgrund der immer noch unbefriedigenden Ergebnisse bei der Therapie von bdsartigen
Tumoren treten Therapiekonzepte, die eine Immunstrategie beriicksichtigen, immer mehr in
das Zentrum des Interesses.

Der Prozess der malignen Transformation geht mit der Expression von Molekiilen auf den
Tumorzellen einher, so genannten Tumorantigenen, die vom Immunsystem als fremd erkannt
werden konnen. Dadurch besteht potentiell die Moglichkeit, dass verdnderte Zellen durch das
Immunsystem erkannt und vor dem Heranwachsen zu Tumoren zerstort oder, dass bestehende
Tumoren durch Immunreaktionen eliminiert werden konnen.

Mehrere Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass sich bei bestimmten Krebspatienten eine
protektive Tumorimmunitidt ausbilden kann, die sich in der Spontanriickbildung von
bosartigen Tumoren manifestiert. Diese Riickbildungen sind allerdings meist nur inkomplett
und tempordr.

Wird das Immunsystem supprimiert, wie zum Beispiel bei Transplantatempfingern oder

AIDS-Patienten, so ist das Malignomrisiko deutlich erhoht.
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Andererseits entstehen maligne, zum Tode filihrende Neoplasien ebenso bei immun-
kompetenten Personen. Im Zweikampf zwischen Tumor und Immunsystem gewinnt leider
meist der Tumor.

Auch fiir das Kolonkarzinom wurden verschiedene Mechanismen beschrieben, mit denen die
zum Teil hochangepassten Tumorzellen in der Lage sind, sich einer erfolgreichen
Immunantwort zu entziehen. Dies bietet Erkldrungen dafiir, dass selbst sogenannte
immunogene Krebszellen trotz ablaufender Immunreaktionen weiter wachsen konnen.

Zu diesen Mechanismen, so genannten Tumorescapemechanismen, gehort die
Herunterregulation von MHC-Klasse-I-Molekiilen. Dies sind Proteine auf der Oberflédche der
Tumorzellen, die an der Présentation von Antigenen beteiligt sind. Durch eine
Herunterregulation konnen die Tumorzellen einer Erkennung und damit schlielich der Lyse
durch zytotoxische T-Zellen entgehen. Eine Assoziation mit Tumorprogredienz ist bereits fiir
einige Karzinome, darunter auch das kolorektale Karzinom, nachgewiesen worden [11, 12]. In
der vorliegenden Arbeit wurde dieses Phdnomen ebenfalls untersucht.

Ein weiterer Tumorescapemechanismus ist die Expression eines funktionslosen Fas-
Rezeptors. In der Regel wird iiber den Fas-Rezeptor der programmierte Zelltod (Apoptose) in
den Tumorzellen ausgeldst. Bei Funktionsverlust des Rezeptors kann die Fas-vermittelte
Apopstose der malignen Zellen wirkungsvoll verhindert werden [13]. Apoptose ist im
Immunsystem normalerweise der Hauptmechanismus, {iber den autoreaktive Immunzellen,
aber auch aktivierte Immunzellen, die nach einer Immunantwort nicht mehr bendtigt werden,
eliminiert werden. Diese Reaktionen werden meist durch das Fas/Fas-Liganden-System
vermittelt. Allerdings kann, sozusagen als ,,Counterattack® durch die Tumorzellen, der Fas-
Ligand auch in membrangebundener und/oder 16slicher Form von Tumorzellen exprimiert
werden [14]. Diese konnen nun in potentiell zytotoxischen aktivierten T-Zellen im
Gegenangriff Fas-vermittelte Apoptose induzieren und sich durch diesen Escapemechanismus
der T-Zelliiberwachung entziehen [15]. Auch fiir das kolorektale Karzinom ist der
Mechanismus des ,,Counterattack® durch die Tumorzellen nachgewiesen worden [16]. Wir
haben dies nicht nur in den Kolonkarzinomen mit unterschiedlichem Lymphknotenbefall,
sondern auch in den Lebermetastasen untersucht.

Eine weitere Ursache fiir eine eingeschrinkte Immunantwort ist das so genannte
Immunzelltrapping, das bereits fiir das Pankreaskarzinom beschrieben wurde [17]. Hierbei
finden sich die Immunzellen nur in geringer Anzahl meist im Abstand um die
Tumorzellnester und konnen so keinen direkten Einfluss auf diese nehmen. Dieses Phdnomen

wurde in dhnlicher Form von Galon et al. beschrieben [18, 19] und wurde in dieser Arbeit
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sowohl in den kolorektalen Karzinomen als auch in den Lebermetastasen kolorektaler
Karzinome als Primartumor analysiert.

Zusitzlich fiihrt eine Einschrinkung der Aktivitit tumorinfiltrierender Lymphozyten durch
Verlust signalvermittelnder Molekiile in der T-Zelle zu einer erheblichen Einschriankung der
T-zelluliren Abwehrmoglichkeiten im Tumor [17]. Diesen bisher nur unzureichend
untersuchten Aktivitdtsverlust {iberpriiften wir in dieser Arbeit fiir kolorektale Karzinome und

Lebermetastasen.
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1.3 In dieser Arbeit untersuchte Zellen und Molekiile

1.3.1 T-Lymphozyten (gefdirbte Marker: CD4, CDS8, CD3 ¢, CD3 ()

Im Rahmen zellvermittelter Immunreaktionen spielen T-Zellen eine zentrale Rolle [20].
T-Lymphozyten werden weiter unterteilt in funktionelle Subpopulationen, wovon am besten
die T-Helfer-Zellen und die zytotoxischen T-Zellen charakterisiert sind.

T-Helfer-Zellen tragen in der Regel den CD4-Marker, sie erkennen ihr Antigen, wenn es
durch MHC-Klasse-II-Antigen prisentiert wird. Nach der Antigenstimulation sezernieren T-
Helfer-Zellen Zytokine, die die Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und anderen
Zellen, einschlieBlich der B-Zellen und Makrophagen anregen.

Zytotoxische T-Zellen tragen meist den CD8-Marker, sie bedienen sich der MHC-Klasse-I-
Molekiile und kénnen Zellen lysieren, die korperfremde Antigene exprimieren [21].

Der T-Zellrezeptor (TCR) ist verantwortlich fiir die MHC-restringierte Antigenerkennung
[21]. Er ist ein Heterodimer das meist aus den zwei Polypeptidketten o und B, seltener auch
aus einer y- und d-Kette, besteht. Das TCR-ap-Heterodimer ermdglicht es den T-Zellen,
Peptidantigene, die an MHC-Molekiile gebunden sind, zu erkennen. Aber sowohl die
Zelloberflichenexpression der TCR-Molekiile, als auch ihre Funktion bei der Aktivierung der
T-Zellen sind von vier bis fiinf anderen Proteinen, die mit dem af-Heterodimer assoziiert
sind, abhdngig. Zusammen bilden diese Proteine den funktionellen TCR-Komplex. Drei
Bestandteile dieses Komplexes werden als CD3-Proteine bezeichnet und beinhalten eine -
Kette, eine 5-Kette und eine e-Kette, diese werden konstant exprimiert. Zusitzlich enthalten
die TCR-Komplexe aktivierter T-Zellen ein Homodimer einer {-Kette.

Der CD3-Proteinkomplex wird von allen T-Lymphozyten exprimiert. Eine wichtige Funktion
des CD3-Komplexes ist die Weiterleitung der im Rahmen der Antigenerkennung von o/f-
TCR (/) gebildeten Signale, die dann die intrazelluldre T-Zell-Aktivierung einleiten.

Als Marker der T-Zell-Aktivitdt kann die CD3 (-Kette dienen, die nur in aktivierten T-Zellen
exprimiert wird und fiir die Signaltransduktion in die Zelle verantwortlich ist. Naive T-Zellen

exprimieren diese (-Kette nicht.
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1.3.2  Die MHC-I-Expression (gefdrbter Marker: MHC-Klasse-1-Komplex; W6/32)

Der Haupthistokompatibilititskomplex ist eine Region von hochpolymorphen Genen, deren
Produkte auf der Oberfliche einer Vielzahl von Zellen exprimiert werden [21]. Alle
kernhaltigen Zellen exprimieren in unterschiedlichem MaBle Klasse-I-MHC-Antigene. Sie
dienen unter anderem als zelloberflichenstindige Strukturen mit der Aufgabe, CD8+

zytotoxischen T-Zellen Bruchstiicke von fremdem Antigen zu prisentieren [21].

1.3.3  B-Lymphozyten (gefdirbter Marker: CD79a)

B-Lymphozyten sind fiir die humoralen Immunreaktionen verantwortlich, sie wandeln sich
nach Bindung eines Antigens in Antikorper-sezernierende Zellen um und reifen dabei zu
Plasmazellen heran. Bei lang anhaltender Antigenstimulation werden B-Gedéchtniszellen
ausgebildet, die auf spezifische Antigene bei Reexposition schneller reagieren kdnnen. Eine

weitere wichtige Funktion ist die Prdsentation von Antigenen fiir T-Zellen.

1.3.4  Natiirliche Killerzellen (gefdrbter Marker: CD16)

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) stellen eine heterogene Untergruppe von Lymphozyten
dar mit der Féahigkeit spontan, antigenunabhingig und genetisch nicht restringiert bestimmte
Zielzellen in vitro zu zerstoren. NK-Zellen exprimieren konstitutiv den IL-2-Rezeptor, sie
proliferieren nach Bindung von IL-2, ohne dass sie vorher aktiviert werden miissen. Den NK-
Zellen ist in der Vergangenheit eine Vielzahl von biologischen Wirkungen zugeschrieben
worden, zum Beispiel bei der Modulation der Himatopoese. Sie spielen offenbar auch eine
Rolle in der Graft-versus-host-Reaktion. Dariiber hinaus sind NK-Zellen hdufig im
Zusammenhang mit der Abwehr insbesondere von viralen Infektionen und von Tumoren
genannt worden. Dennoch wird ihre biologische Bedeutung immer noch kontrovers diskutiert

[20].

1.3.5  Neutrophile Granulozyten (gefdrbter Marker: KiMy2)

Neutrophile Granulozyten stellen die Mehrheit der zirkulierenden Leukozyten dar. Im
Allgemeinen sind diese Zellen am raschesten und in hoher Zahl an einem Ort bakterieller
Infektion oder =zerfallenden Gewebes zu mobilisieren, da sie schon auf geringe
chemotaktische Reize reagieren. Phagozytose und intrazelluldres Abtoten von Bakterien ist
ihre Hauptaufgabe. Stark erniedrigte Zahlen an Neutrophilen Granulozyten (wie es auch bei
verschiedenen Tumorerkrankungen der Fall sein kann), weisen auf eine Schwichung der

Immunabwehr hin.



17

1.3.6  Makrophagen (gefdrbter Marker: KiMIp)

Die wichtigsten Funktionen von Makrophagen sind Phagozytose, Zytotoxizitit, Kooperation
mit Lymphozyten und Sekretion verschiedenster biologisch aktiver Produkte. Zytotoxizitit
gegen Tumorzellen scheint eine weitere bedeutsame Funktion von Makrophagen zu sein [20]
und tritt nur bei einem Zustand der Aktivierung durch eine Kooperation mit T-Lymphozyten

iber die Freisetzung von Lymphokinen auf.

1.3.7 Dendritische Zellen (gefdrbte Marker: CD83, KiM4)

Dendritische Zellen gehoren zur Gruppe Antigenprisentierender Zellen (APZ) und spielen
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung spezifischer Immunantworten gegen Pathogene. Erst
kiirzlich wurde entdeckt, dass sie moglicherweise eine wichtige Rolle bei der biologischen
Immunantwort gegen maligne Tumore spielen [22].

Es gibt verschiedene Differenzierungsgrade dendritischer Zellen, so finden sich follikulédre
dendritische Zellen vor allem in Keimzentren von Lymphfollikeln (z.B. im Lymphknoten,
Peyer-Plaques). Sie zeigen Phagozytose-Aktivitit und sind fiir die Antigenprédsentation
zustindig. Sie interagieren mit B- und T-Lymphozyten, durch Sezernierung von Zytokinen
werden Lymphozyten aktiviert und zur Proliferation angeregt.

Langerhans-Zellen finden sich in Haut und Schleimhduten, nehmen Antigene {iber
Phagozytose auf und wandern in die regiondren Lymphknoten. Hier siedeln sie als vollstindig
differenzierte so genannte interdigitierende dendritische Zellen in den T-Zell-Gebieten und
aktivieren T-Zellen antigenspezifisch, indem sie ihnen die Molekiile der Antigene
prasentieren. Interdigitierende dendritische Zellen sind die potentesten Stimulatoren fiir naive
T-Lymphozyten. Dieser fiir die erworbene Immunantwort zentrale Vorgang betrifft sowohl

CD4+ Lymphozyten als auch CD8+ Lymphozyten und wird als ,,priming* bezeichnet.

1.3.8  Die Expression des Fas-Liganden (gefirbter Marker: Fas-Ligand)

Fas gehort zur Familie der Tumornekrosefaktor-Zelloberflachenrezeptoren. Das Fas-System
ist an der Induktion der Apoptose, des programmierten Zelltodes, beteiligt. Apoptose wird
unter anderem ausgelost, wenn der Fas-Ligand (CD 95L) an seinen Oberflachenrezeptor Fas
bindet und spielt bei der Homoostase und Entwicklung aller Gewebe innerhalb eines
Organismus eine wichtige Rolle. Der Klon 94 , welcher von uns verwendet wurde, erkennt
die 16sliche Form, der Klon 2 die membranstindige Form des humanen Fas-Liganden. Fas-

Ligand wird bevorzugt auf aktivierten T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen exprimiert.
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Fas-induziete Apoptose in aktivierten T-Lymphozyten konnte einen weiteren Tumorescape-

Mechanismus darstellen [23, 24].

1.3.9 Zytokeratin (gefdrbter Marker: KL-1)

Zytokeratine werden von epithelialen Zellen gebildet und reprédsentieren als
Intermedidrfilamente den wichtigsten Teil des Zytoskeletts, sie sind zytoplasmatisch
lokalisiert. Es gibt eine Reihe von Antikdrpern mit einer Spezifitit fiir einzelne Zytokeratine,
mehrere Zytokeratine und Zytokeratingruppen. Als Marker flir Panzytokeratin bietet sich KL-
1 an. Antikorper gegen einzelne Zytokeratine helfen bei der Klidrung der Histogenese eines
Tumors. Nicht selten wird ein Tumor erst durch eine Metastase in einem Lymphknoten oder
einem inneren Organ auffillig. Durch die immunhistologische Untersuchung des
Zytokeratinprofils mit nur wenigen Antikdrpern kann die Primérlokalisation des Tumors
hiufig eingegrenzt werden, zusammen mit weiteren Tumormarkern ist dabei eine definitive

Aussage iiber den Priméartumor moglich.

14 Fragestellungen und Zielsetzung der Arbeit

Vor dem Hintergrund der beschriebenen Befunde war das Ziel dieser Promotionsarbeit die
Charakterisierung des Immunzellinfiltrates im primdren kolorektalen Karzinom
unterschiedlicher nodaler Metastasierung, sowie in Lebermetastasen von Patienten mit einem
kolorektalen Karzinom als Primédrtumor.

Als Grundlage fiir diese Arbeit standen Resektionspriparate von Patienten mit diesen
Karzinomen fiir Forschungszwecke zur Verfiigung, die im Rahmen der am Klinikum
Schleswig-Holstein, Campus Kiel durchgefiihrten Gewebebankstudie von Patienten wahrend
der Operation gewonnen wurden.

Im Einzelnen sollte aus diesen Patientenpréparaten mit immunhistologischen Methoden eine
qualitative und semiquantitative Analyse des zelluldren Infiltrates erfolgen. Hierdurch sollte
Aufschluss iiber das Ausmal, die Zusammensetzung, die Aktivitdit und die Topologie der
Immunzellen untereinander und zu den Tumorzellen sowohl im Primértumor, als auch in den
Metastasen gewonnen werden. Aulerdem sollten diese Befunde mit verschiedenen klinisch-
pathologischen Parametern verglichen werden, um vorhandene Abhangigkeiten, insbesondere
vom Uberleben der Patienten, herauszuarbeiten.

Einen weiteren wichtigen Aspekt dieser Promotionsarbeit stellte der Vergleich der Ergebnisse

des kolorektalen Karzinoms mit denjenigen des Pankreaskarzinoms dar, die in der
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Promotionsarbeit von Herrn Andres Bayer ebenfalls am Klinikum Schleswig-Holstein,
Campus Kiel, beschrieben wurden [25].

Ausgehend von der deutlich unterschiedlichen Prognose von Pankreas- und Kolonkarzinom-
Patienten und vor dem Hintergrund publizierter Daten, die jedoch keinen direkten Vergleich
der Ergebnisse erlauben, erwarteten wir Aufschliisse iiber eine anzunehmende unter-

schiedliche Immunbiologie beider gastrointestinaler Tumoren.

1.4.1  Untersuchte Zellen und Marker

Das zelluldre Infiltrat wurde dazu auf die Immunzellen mit obigen Markern untersucht.
Ebenfalls wurde die Expression des Fas-Liganden und der MHC-Klasse-I im Hinblick auf die
bereits erwdhnten Tumorescapemechanismen untersucht, da insbesondere die ubiquitére
Expression des Fas-Liganden aufgrund von Kreuzreaktionen der verwendeten Antikorper
wiederholt bezweifelt wurde. Eine erneute Expressionsanalyse erfolgte deshalb mit einem
neuen Antikorper, von dem bis jetzt keine Kreuzreaktionen beschrieben wurden und der auf
Gefrierschnitten verwendet werden kann.

Als Kontrolle fiir die Auswertungen diente der Marker KL-1, der spezifisch ist fiir

Zytokeratin, welches von allen Tumorzellen exprimiert wird.
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2 Material und Patientenkollektiv

2.1 Patientenkollektiv

Als Grundlage fiir diese Arbeit standen kryoasservierte Resektionspréparate von Patienten mit
kolorektalen Karzinomen fiir Forschungszwecke zur Verfiigung. Diese wurden im Rahmen
der an der Christian-Albrechts-Universitit Kiel durchgefiihrten Gewebebankstudie, gefordert
durch die Firma Merck/Darmstadt, wihrend der Operation von Patienten in den Jahren 1999
bis 2002 gewonnen (Forschungsprojekt: Aufbau einer Krebsgewebesammlung Aktenzeichen
A 110/99).

Die in dieser Arbeit verwendeten Resektionspriparate wurden hinsichtlich des
Lymphknotenbefalls ausgewdhlt, dabei wurde darauf geachtet, dass zu etwa gleichen Teilen
Patienten ohne pathologischen Lymphknotenbefall (mit mehr als 12 untersuchten
Lymphknoten) und Patienten mit Lymphknotenbefall des Stadiums N2 in die Studie
aufgenommen wurden.

Das Kollektiv der untersuchten Patienten mit Kolonkarzinomen setzte sich wie folgt
zusammen:

Urspriinglich sollten Tumorblocke von 52 Patienten untersucht werden. 5 Blocke mussten
wegen Gefrierbrand oder aufgrund zu geringer Tumormitschnitte  aus der Arbeit
herausgenommen werden.

Untersucht wurden schlieBlich 47 histologische Priparate, darunter waren 24 Frauen und 23
Mainner im Alter von 48 bis 86 Jahren, das Durchschnittsalter betrug 66,2 Jahre.

Hinsichtlich des histologischen Differenzierungsgrades konnten alle Tumoren als maéaBig
differenziert (G2) klassifiziert werden.

Die Stadieneinteilung zur Bestimmung der Ausbreitung der Erkrankung im Organismus
erfolgte nach dem TNM-System. Dabei wies die iiberwiegende Zahl der Patienten (36) ein
T3-Stadium auf, zehn Préparate zeigten das Stadium T2 und eines T4; Fernmetastasen und
damit ein M1-Stadium zeigte ein Patient zum Zeitpunkt der Operation, drei Patienten waren
hinsichtlich Fernmetastasen nicht beurteilbar (Mx). Alle Patienten wurden RO-reseziert.
Beziiglich des Lymphknotenbefalls wiesen 27 Patienten ein NO-Stadium auf und 20 Patienten
zeigten  zusétzlich zum  Befall regionaler Lymphknoten weitere  befallene

Lymphknotenstationen (N2).
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Des Weiteren wurde das immunzelluldre Infiltrat in Lebermetastasen untersucht, Primartumor
war jeweils das kolorektale Karzinom.
Das analysierte Kollektiv setzte sich aus 21 Lebermetastasen zusammen von jeweils acht

Frauen und 13 Minnern zwischen 45 und 79 Jahren, das Durchschnittsalter betrug 64 Jahre.

Die tiefgefrorenen Tumorblécke sowohl der Kolonkarzinome als auch der Lebermetastasen
erhielten wir freundlicher Weise von Herrn Dr. med. B. Sipos aus dem Pathologischen Institut

der Universitit Kiel.

2.2 Verwendete Antikorper

Das Infiltrat von Immunzellen wurde in den Préparaten untersucht und mit den im Folgenden
beschriebenen primédren Antikérpern (vgl. Tabelle 2) immunhistochemisch angefarbt.
1. T-Lymphozyten:
e Monoklonaler Antikorper gegen das CD4-Antigen, welches auf
T-Helfer-Zellen exprimiert wird.
e Monoklonaler Antikorper gegen das CD8-Antigen, das von
zytotoxischen T-Lymphozyten exprimiert wird.
e Monoklonaler Antikdrper gegen das CD3 epsilon-Antigen, ein
Protein, das zum CD3/T-Zellrezeptorkomplex gehdrt und von
allen T-Lymphozyten konstitutiv exprimiert wird.
e Monoklonaler Antikorper gegen das CD3 zeta-Antigen, ein
Protein das ebenfalls zum CD3/T-Zellrezeptorkomplex gehort,
funktionell fiir die Signaltransduktion nach intrazelluldr und

damit fiir die Aktivierung der T-Lymphozyten zusténdig ist.

Natiirliche Killerzellen: monoklonaler Antikdrper gegen das CD16 Antigen.
Neutrophile Granulozyten: Antikorper gegen KiMy2.
Makrophagen: monoklonaler Antikdrper gegen KiM1p, Klon CD68.

wok wD

Dendritische Zellen: monoklonaler Antikorper gegen CD83, das auf follikuléren,
interdigitierenden und zirkulierenden dendritischen Zellen exprimiert wird.

6.  Follikuldre dendritische Zellen: monoklonaler Antikérper gegen KiM4.

7. B-Lymphozyten: monoklonaler Antikdrper gegen CD79a.

8.  Die MHC-1-Expression wurde mit dem Antikérper W6/32 untersucht.
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9.  Die Expression des Fas-Liganden wurde durch einen monoklonalen Antikérper gegen

dieses Protein nachgewiesen. Fas-Ligand wird von aktivierten Lymphozyten, Mono-

zyten und NK-Zellen exprimiert, er gehdrt zur TNF-Familie und induziert {iber die

Bindung von Fas Apoptose.

10. KL-1 als Marker gegen Zytokeratin, der von allen Tumorzellen exprimiert wird und

somit als Tumormarker diente.

Tabelle 2: verwendete Antikorper

Antikorper | Zielstruktur Klon Katalog-Nr. [ Firma/Herkunft Verdinnung
CD4 T-Lymphozyten M-T441 148-020 Ancell 1:8000

CD8 T-Lymphozyten 14 154-020 Ancell 1:8000
CD3e T-Lymphozyten UCHT1 144-020 Ancell 1:2000
CD3¢ T-Lymphozyten | 2H2D9(TIA-2) | PNIM2549 | Immunotech 1:50

CD16 NK-Zellen 3G8 165-020 Ancell 1:5000
KiMy2 Neutrophile Gran. Prof. Dr. Wacker, Kiel 1:10.000
KiM1p Makrophagen PG-M1 MO0876 DAKO 1:50

CD83 Dendrit. Zellen HB15e 36931A Pharmingen 1:250

KiM4 foll.dendr.Zellen Prof. Dr. Wacker, Kiel 1:500
CD79a B-Lymphozyten HM47 35751A Pharmingen 1:2000
W6/32 MHC-I Prof. Dr. Zavazava, Kiel |1:10.000
FAS-L Fas-Ligand 94 Dia 60 Dianova 1:20

KL-1 Zytokeratin KL-1 1918 Immunotech 1:1000

Mit diesen Antikdrpern wurden jeweils 2  Gewebeschnitte jedes einzelnen

Kolonkarzinomblocks und jeweils ein Gewebeschnitt jedes Lebermetastasenblocks angefarbt.
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Um die ordnungsgeméfle Verwendung und Funktion der Reagenzien sowie die korrekte
Durchfiihrung der Versuche zu gewdhrleisten, wurde bei jeder Farbeserie ein positiver
Kontrollschnitt mitgeférbt. Hierflir wurden Kryoschnitte von Lymphknoten benutzt.

Ebenso wurden fiir jede Antikorperfirbung unspezifische Isotypenkontrollen anstelle des
Primédrantikérpers verwendet, um das Ausmal} einer unspezifischen Anfarbung beurteilen zu
konnen und somit eine bessere Interpretation der spezifischen Anfarbung zu ermdéglichen.

Bei den Antikorpern KiMy?2 und Fas Ligand diente die Farbung mit bovinem Serumalbumin
(BSA) als negative Kontrolle. Fiir die Negativkontrollen wurden ebenfalls Lymphknoten-

Gefrierschnitte benutzt.

Die Antikorper KiMy2, KiM1, KiM4 und W6/32 wurden bei einer Temperatur von -30°C
(Gefrierschrank ,,Comfort®, Liebherr, GS-5203) gelagert, alle {ibrigen Antikdrper wurden bei
+4°C (Kiihlschrank Liebherr, Typ: KSD3224-5) aufbewahrt.

2.3 Verwendete Reagenzien zur Firbung

ChemMate DAKO EnVision Detection Kit, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse

- ChemMate DAKO EnVision/HRP, Rabbit/Mouse
100ml, gebrauchsfertig
Mit Peroxidasemolekiilen und sekundédren Ziegenantikdrpermolekiilen gegen
Kaninchen- und Mausimmunglobuline gekoppeltes Dextran. In Pufferlosung mit
stabilisierendem Protein und Konservierungsmittel.

- ChemMate Substrate Buffer
250ml
Pufferlosung mit Wasserstoffperoxid und Konservierungsmittel

- ChemMate DAB+ Chromogen
5ml, 50-fache Konzentration

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid in organischem Losungsmittel.

Mayers Hamalaun (Merck, 1.09249.0500) 3:1 verdiinnt (mit Leitungswasser)

Peroxidase Blocking Reagent, ready-to-use, Katalognummer S2001

Das zum Kit gehorende ChemMate DAKO EnVision/HRP, Rabbit/Mouse-Nachweisreagenz
besteht aus einem Dextran-Riickgrat, an das eine grosse Zahl Peroxidase (HRP)-Molekiile

und sekundidre Antikdrpermolekiile gekoppelt wurden. Der Kopplungsreaktion liegt ein
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einzigartiger Chemismus zugrunde, der die Bindung von bis zu 100 HRP-Molekiilen und bis
zu 20 Antikdrpermolekiilen pro Riickgrat ermoglicht. Der sekundére Antikorper, der an das
Dextran-Riickgrat gekoppelt ist, wurde in Ziegen herangezogen. Er reagiert gleich gut mit
Kaninchen- und Mausimmunglobulinen, so dass nur ein Nachweisreagenz fiir primére
Kaninchen- und Mausantikdrper bendétigt wird.

Das Substratsystem besteht aus zwei Komponenten, ChemMate DAB+Chromogen, einer
konzentrierten Diaminobenzidin(DAB)-Losung und ChemMate Substrate Buffer mit
Wasserstoffperoxid. Vor dem Gebrauch muss das DAB+Chromogen in dem Substratpuffer
gemil einem von DAKO empfohlenen Protokoll verdiinnt werden. Das Substratsystem
erzeugt an der Stelle des Zielantigens eine braune Farbung.

Zur Gegenfarbung wurde Mayers Hamalaun benutzt, da es eine eindeutige blaue Anfarbung

des Zellkerns bewirkt.

Peroxidase Blocking Reagent enthilt Wasserstoffperoxid und Natriumazid und unterdriickt so
eine unspezifische Farbung aufgrund endogener Peroxidase- und Pseudoperoxidaseaktivitit
bei immunhistochemischen Farbeverfahren auf Peroxidasebasis, ohne dass jedoch die

antigenen Stellen oder die Gewebemorphologie dabei bedeutsam beeintréchtigt werden.

3 Methodik

3.1 Anfertigung der Kryoschnitte am Mikrotom

Zum Anfertigen der Kryoschnitte wurden die eingefrorenen Kolonkarzinomblocke gegen
Wirme geschiitzt in einer Styropor-Kiste zum Mikrotom-Kryostat HM 500 OM (Carl Zeiss)
transportiert. Die Box-Temperatur betrug -18°C, der Objekttisch wurde auf eine Temperatur
von -25°C eingestellt.

Der jeweilige Tumorblock wurde nun mit Hilfe von Einbettmedium fiir Gefrierschnitte (Leica
instruments GmbH, Nussloch, Katalognummer: 020108926) auf dem Objekttisch fixiert.

Von jedem Block wurden die ersten Schnitte verworfen, bis eine gleichmifBige glatte
Oberfliche vorhanden war, die sich gut schneiden lieB. Die Schnitte mussten so flach und
faltenfrei wie moglich auf den Objekttragern aufgebracht werden, um die

Anfarbungsergebnisse nicht zu beeintrichtigen. Das Mikrotom wurde auf eine Schnittdicke
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von 5 um eingestellt und es wurden pro Tumorblock 60 Gewebeschnitte auf 30 Objekttragern
(Histo Bond 75x25x1mm, Superior Marienfeld, Katalognr. 901236) angefertigt.

Uber Nacht wurden die Gewebeschnitte luftgetrocknet und am nichsten Morgen 10 Minuten
in Aceton (Firma Merck Darmstadt, K30276814 206) fixiert. Um die Schnitte vor
Feuchtigkeit zu schiitzen, wurden sie unter Vakuum eingeschweillt und in einer Gefriertruhe
bei -30°C aufbewahrt.

Von den Lebermetastasen wurden auf die gleiche Art Serienschnitte angefertigt, fixiert und

gelagert.

3.2 Immunhistochemische Firbemethoden

Die hergestellten Gewebeschnitte wurden zunédchst per Hand nach dem folgenden Protokoll
immunhistochemisch gefarbt, bis die optimalen Verdiinnungen der jeweiligen Antikorper
ausgetestet waren, mit denen die besten Firbeergebnisse erzielt werden konnten.

Spéter wurde der zeitsparende DAKO-Autostainer fiir die weiteren Farbungen benutzt, der
zwar in einzelnen Schritten, aber nicht flir die Ergebnisse relevant von der Handfirbung

abweicht.

3.2.1 Immunhistochemische Féirbung per Hand

- Die gefrorenen, in Aceton fixierten Kryoschnitte wurden ca. eine Stunde vor
Féarbebeginn aufgetaut und die speziellen, ausgetesteten Antikorper-Verdiinnungen
hergestellt.

- Als nédchstes wurde eine feuchte Kammer vorbereitet.

- Die Gewebe wurden nun fiinf Minuten in PBS auf einem Vortex Genie-2 Schiittler
(Scientific Industries, Model: G560E) gepuffert (wobei die Gewebe niemals
austrocknen durften).

- Das PBS wurde abgeklopft, die Objekttrager in die feuchte Kammer gelegt und
jeweils 100 pl Antikorperlosung auf jede Gewebeprobe und auf jede Negativkontrolle
gegeben, mit der Pipettenspitze verteilt (jeweils neue Pipettenspitze verwendet) und
40 Minuten inkubiert.

- Anschliefend wurden die Priparate fiinf Minuten in PBS gewaschen und wieder

abgeklopft.
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- Nun kamen jeweils zwei Tropfen (100 ul) Peroxidase Blocking Reagent, ready-to-use
(DAKO, Katalognummer: S2001) auf jeden Gewebeschnitt, der so 20 Minuten
inkubiert wurde.

- Dieser Schritt wurde insgesamt drei Mal wiederholt, wobei die Objekttrager zwischen
den einzelnen Schritten abgeklopft werden mussten.

- Anschliefend wurde wieder fiinf Minuten in PBS gewaschen und dann abgeklopft.

- Nun wurde jeweils ein Tropfen EnVision/HRP Detection Kit, DAB+ (DAKO,
Katalognummer K5007) auf jede Gewebeprobe gegeben, mit der Pipettenspitze
verteilt und 20 Minuten inkubiert.

- Dann wurde abermals fiinf Minuten in PBS gewaschen und dieses anschlieBend
abgeklopft.

- Nun wurde DAB in der gewiinschten Konzentration (gemi3 Protokoll der Firma
DAKO) gemischt, ein Tropfen auf jedes Gewebe gegeben, zehn Minuten inkubiert,
abgeklopft und zum Schluss DAB in speziellem Giftmiillbehilter verworfen.

- Zur Gegenfirbung wurde Mayers Himalaun (Merck, 1.09249.0500) 3:1 verdiinnt (mit
Leitungswasser), je ein Tropfen auf jeden Schnitt gegeben, fiinf Minuten inkubiert,
wieder abgeklopft und fiinf Minuten unter flieBendem Leitungswasser gewaschen.

- Die angefdrbten Gewebeproben wurden dann durch die aufsteigende Ethanolreihe
gezogen (50%, 70%, 100%, fir jeweils zwei Mal eine Minute) (Ethanol vergillt,
Merck Darmstadt), anschlieBend zehn Minuten in Xylol dehydriert und feucht mit
DePeX- Medium (Serva, Katalognummer: 14576) eingedeckelt, wobei Deckgliser der
GroBe 24x60mm (Menzel-Gliser) verwendet wurden.

- Zum Schluss wurden die Priparate noch einmal kontrolliert, eventuell entstandene

Luftblasen beseitigt und iiber Nacht getrocknet.

3.2.2  Fdrbung mit dem DakoCytomation Autostainer

Um zeitsparender zu arbeiten wurde der DakoCytomation Autostainer eingesetzt, der mittels
eines speziellen Softwareprogramms auf einem Computer (IBM Personal Computer 300 PL)
nach dem in 3.2.1 aufgefiihrten Farbeprotokoll programmiert wurde.

Um sicher zu stellen, dass durch diese Farbemethode keine Unterschiede in den Ergebnissen
entstehen wiirden, wurden zundchst Testfarbungen durchgefiihrt, bevor die Prédparate zur

endgiiltigen Auswertung angefarbt wurden.
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Vor jeder Anwendung des Autostainers wurde eine neue Maske (,,Template®) erstellt, wie sie

unten dargestellt ist:
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Abb. 1: Bsp. fiir eine Maske zur Farbung mit dem DAKOAutostainer

Vor jedem Féarbedurchgang wurden die Anzahl der Objekttrager, die Reagenzien
einschlieBlich der zu benutzenden Reihenfolge gemill ausgearbeitetem Férbeprotokoll und
die Inkubationszeiten in das Template eingegeben. Die Anordnung der Objekttrager, die

Position der zu farbenden Gewebe und das Volumen der eingesetzten Reagenzien wurden auf



28

dem Bildschirm des Computers gepriift und gegebenenfalls neu angepasst. Die Reagenzien

wurden im Reagenziengestell dann wie gefordert angeordnet.

Nach erfolgtem Firbedurchgang wurden die Pardparate wie unter 3.2.1 beschrieben mit
Héamalaun gegengeférbt, unter flieBendem Leitungswasser gewaschen, durch die aufsteigende
Ethanolreihe gezogen, mit Xylol dehydriert, feucht eingedeckelt und {iber Nacht
luftgetrocknet.

33 Mikroskopische Auswertung

Kolonkarzinome und Lebermetastasen wurden mit identischen Gerdten und nach derselben
Methodik wie folgt mikroskopisch analysiert:

Zur Mikroskopie wurde ein Axioskop 2 (Carl Zeiss) benutzt, an dem das Okular durch das
Okular E-P1 10x/20 (Carl Zeiss) ersetzt wurde. Dieses Okular enthilt ein integriertes Raster
aus 4x4 Quadraten, so dass die infiltrierenden Immunzellen auf einer definierten Flidche
ausgezihlt werden konnten. Ausgezahlt wurde bei 200-facher Vergroferung eine Fliche von
0,03 mm’, zum Teil wurde dazu ein Hand-Zahlgerat (Link, H20) benutzt.

Die Methodik fiir die Antikérper CD4, CDS8, CD16, CD79a, CD3epsilon, CD3zeta und
KiMy?2 war folgendermaf3en:

Betrachtet wurden zum einen die Tumorzellnester und zum anderen das den Tumor direkt
umgebende Gewebe (Tumorstroma), es wurden die Zellen, die in die Tumorzellnester

infiltrierten von denjenigen unterschieden, die sich im Tumorstroma befanden (Abb. 2 und 3):

. 5 "&I
.k et s s

Abb.2: Schemazeichnung: Zellen infiltrieren Abb.3: mikroskopisch: Zellen infiltrieren Tumorzellen
Tumorzellbereiche (schwarze Punkte) und und umgebendes Tumorstroma
umgebendes Tumorstroma (graue Punkte) Kolon-CA (Nr.: 27006), CD3g, Obj. 20x0,5
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Fiir jedes Prdparat wurden zunidchst bei zehnfacher VergroBerung die drei am stérksten
infiltrierten Tumorzellnester (Tumorhotspots) und die drei am stédrksten infiltrierten Tumor-
stromabereiche (Stromahotspots) herausgesucht. Dann wurden jeweils die angefdrbten
Immunzellen innerhalb dreier Quadrate des oben erwidhnten Rasters bei 200-facher
Vergroflerung ausgezéhlt. So wurden fiir jeden immunhistochemisch gefarbten Marker die
drei am stirksten befallenen Tumorzellnester und auch die drei am stirksten infiltrierten
Bereiche des Tumorstromas ausgezihlt.

Fiir jeden Marker konnten also drei verschiedene, absolute Werte an infiltrierenden
Immunzellen ausgezahlt werden, diese wurden addiert und daraus der Mittelwert gebildet.
Um eine semiquantitative Aussage iiber die Immunzellinfiltration machen zu kénnen, wurde
ein Scoring durchgefiihrt, dazu wurde der Grad der Infiltration in sechs Gruppen unterteilt:

(0 = keine Zelle vorhanden, 1 = wenigstens eine Zelle vorhanden, 2 = geringe Zellzahl,

3 = einige Zellen vorhanden, 4 = méaBig Zellen vorhanden, 5 = starke Zellanhdufung, 6 = sehr
starke Zellanhdufung).

Dieses Scoring wurde jeweils fiir die Tumorhotspots, die Tumorstromahotspots, die

Tumorzellbereiche insgesamt und das Tumorstroma des gesamten Praparates durchgefiihrt.

Bei den mit KiMI, KiM4 und CD83 angefirbten Immunzellen wurde das Infiltrat nur
semiquantitativ mittels des Scorings von Tumor- und Tumorstromagewebe ausgewertet. Der
Grund dafiir war ein sehr geringes Infiltrat an dendritischen Zellen (KiM4 und CD83) und ein
geringes Infiltrat an Makrophagen (KiM1) im Tumor.

Die mit KL-1, W6/32 und Fas Ligand gefirbten Tumorzellen wurden, um Fehler zu
vermeiden, ebenfalls nur mit Hilfe des Scorings bewertet, da die Infiltration sehr stark und
somit nicht auszuzdhlen war. Allerdings wurde zwischen heterogener (ungleichméafiger) und

homogener (gleichméBiger) Anfarbung unterschieden.

34 Photographie

Nach erfolgter Auszdhlung wurde von jeder Antikorperfarbung jeweils ein Praparat sowohl
eines Kolonkarzinoms als auch einer Lebermetastase exemplarisch photographiert, dazu
jeweils Positiv- und Negativkontrolle. Es wurde ein Zeiss-Mikroskop (Axioskop 40) mit

aufschraubbarer Digitalkamera (AxioCam MRc, Zeiss) verwendet.
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3.5 Statistische Analyse

Fiir die angewendeten Testverfahren wurde das Programm ,,SPSS*“ verwendet. Die im
Folgenden beschriebenen statistischen Tests wurden unter Absprache mit Herrn Dipl. Inform.
Jirgen Hedderich vom Institut fiir Medizinische Informatik und Statistik der Christian-
Albrechts-Universitét Kiel angewendet.

Die ausfiihrlichen Daten aller statistischen Tests finden sich zur besseren Ubersicht im

Anhang dieser Arbeit in den Tabellen §-14.

Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest:

Mit diesem Test wurde gepriift, ob die Messwerte der einzelnen Merkmale in den jeweiligen
Gruppen einer Normalverteilung folgten [17]. Dieser Test kann auch fiir rangskalierte
Merkmale verwendet werden. Das Signifikanzniveau wurde mit a < 0,10 festgelegt.

Die Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung zeigten, dass die untersuchten Merkmale nicht
einheitlich einer Normalverteilung folgten, aus diesem Grunde wurden fiir die weitere

statistische Bearbeitung der Daten verteilungsfreie Tests gewdhlt.

Mann-Whitney-U-Test:

Um mogliche statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Kolonkarzinom
versus Lebermetastasen, bzw. NO versus N2) zu erkennen, wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewendet.

Dieser Test stellt eine Alternative zum t-Test fiir zwei unverbundene Stichproben dar. Dabei
werden zwei Mediane miteinander verglichen, Symmetrie oder gar Normalverteilung werden
nicht vorausgesetzt [17].

Es wird die Nullhypothese (HO = ,,Es gibt keinen Unterschied im Immunzellinfiltrat zwischen
den beiden getesteten Gruppen®) gegen die Alternativhypothese (H1 = ,,Es gibt einen
Unterschied im Immunzellinfiltrat zwischen den beiden getesteten Gruppen®) gepriift.

Das Signifikanzniveau wurde mit a < 0,10 festgelegt.

Alle Werte aus beiden Stichproben wurden in aufsteigender Reihenfolge sortiert und mit
Rangnummern versehen, in jeder Gruppe wurden die Rénge aufsummiert. HO wurde

verworfen, wenn U kleiner oder gleich dem kritischen Wert war.
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Darstellungen in Box-Plots:

Eine grafische Darstellung als Boxplots diente der Visualisierung der Daten und Gegen-
tiberstellung der verschiedenen Gruppen. Bei Boxplots handelt es sich um Diagramme, die
auf dem Median basieren, weiterhin wurden Quartile, Extremwerte und Ausreifler angegeben.
Die Box stellt den Interquartilsbereich mit den mittleren 50 % der Werte dar. Die quer iiber
die Box verlaufende Linie gibt die Lage des Medians, die lings von der Box ausgehenden
Linien den groften und kleinsten Wert an. Werte, welche zwischen 1,5 Kastenldngen vom
oberen oder unteren Rand der Box entfernt lagen, wurden als Ausreifler speziell markiert (o).
Die angegebenen Extremwerte (*) umfassten Félle, welche mehr als 3 Kastenldngen von der

oberen oder unteren Kante des Balkens entfernt lagen.

Kaplan-Meier-Methode:

Diese Methode beriicksichtigt die Information aller Patienten beziiglich der Uberlebenszeit,
auch wenn der Tod bei manchen Patienten zum Zeitpunkt der Datenanalyse noch nicht
eingetreten ist (zensierte Daten). Wenn bei einigen Patienten das Endereignis am Studienende
noch nicht eingetreten ist, kann die Uberlebensfunktion nur bis zum Zeitpunkt der letzten
zensierten Beobachtung geschitzt werden.

Die graphische Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten in Abhingigkeit der
Zeitpunkte ergab die Uberlebenskurve.

Logranktest:

Dieser Test eignet sich zum feststellen von Unterschieden zwischen den Uberlebensdaten
verschiedener Gruppen. Bei einem signifikanten Unterschied ist anzunehmen, dass die
Gruppierungsvariable prognostisch relevant ist [26]. Auch zensierte Daten wurden bei diesem
Test angemessen beriicksichtigt.

Um die Uberlebenszeit der Patienten, angegeben in Monaten, mit dem Infiltrat der
unterschiedlichen angeférbten Zellen zu vergleichen und den Log-Rank-Test durchzufiihren ,
wurde das betreffende Zellinfiltrat, gemessen am Median, nach den Héaufigkeiten niedrig

(low) und hoch (high) eingeteilt.

Uberlebensstatistik:
Fiir die Uberlebenszeitanalyse wurde die Kaplan-Meier-Methode angewendet, die auch

zensierte Daten beriicksichtigt.
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Im Folgenden ist die Uberlebenskurve der in diese Arbeit einbezogenen Patienten zum
besseren Verstindnis der folgenden Ergebnisse dargestellt.

Uberlebensfunktion

I Uberlebenstunktion
+ Zensient

0,84

06—

Kum. Uberleben

02—

0,0

I I T I
0 20 40 60 80

Uberlebenszeit in Monaten

Abb. 4: Uberlebenskurve der einbezogenen Patienten
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4 Ergebnisse

4.1 Ermittelte Ergebnisse

Die Ergebnisse der mikroskopisch ausgezéhlten und ausgewerteten Praparate sind im
Folgenden in den Tabellen 3-6 aufgefiihrt. Sie sind geordnet nach den untersuchten Markern
in den verschiedenen Gruppen Kolonkarzinom gesamt, Kolonkarzinom mit
Lymphknotenmetastasen, Kolonkarzinom ohne Lymphknotenmetastasen und
Lebermetastasen.

Zur besseren Ubersicht wurden hier nur die Mittelwerte mit Standartabweichung, Minimum,
Maximum und der jeweilige Median aufgefiihrt. Die ausfiihrlichen Ergebnisse finden sich im
Anhang dieser Arbeit (Tabellen 15-26).

Die gefirbten Zellen wurden, wie bereits in Kapitel drei erwéhnt, hinsichtlich ihres
Vorkommens in Tumor-Hotspots und Stroma-Hotspots ausgezdhlt. Zusétzlich wurde ein

Scoring von 0-6 durchgefiihrt, das sich wie folgt zusammensetzte:

Scoring von 0-6: 0 = keine einzige angefarbte Zelle vorhanden
1 = wenigstens 1 gefarbte Zelle vorhanden
2 = geringe Zellzahl
3 = einige Zellen vorhanden
4 = miBige Anzahl Zellen vorhanden
5 = starke Zellanhdufung
6 = sehr starke Zellanhdufung

Dieses Scoring wurde jeweils fiir die Tumorhotspots, die Tumorstromahotspots, die
Tumorzellnester gesamt und das Tumorstroma des gesamten Préparates durchgefiihrt.

Bei den mit KiM1, KiM4 und CDS83 angefirbten Immunzellen wurde das Infiltrat nur
semiquantitativ mittels des Scorings von Tumor- und Tumorstromagewebe ausgewertet.

Bei den mit KL1, W6/32 und FAS-Ligand gefédrbten Priparaten wurde nur die Infiltration in
das Tumorgewebe mit Hilfe des Scorings bewertet, allerdings wurde zwischen heterogener

(ungleichméBiger) und homogener (gleichmiBiger) Anfarbung unterschieden.

Allgemeine Erlduterungen zu den folgenden Tabellen 3-6: T-H = Tumor-Hotspots,
S-H = Tumorstroma-Hotspots, SC T = Scoring Tumor, SC S = Scoring Tumorstroma,
SC T-H = Scoring Tumor-Hotspots, SC S-H = Scoring Tumorstroma-Hotspots,

h1 = heterogen, h2 = homogen. n = Anzahl, Q1 = 25. Perzentile, Q3 = 75. Perzentile
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Tabelle 3: Ergebnisse Kolonkarzinom gesamt

Antikdrper n Mittelwert Standartabweichung Median Q1 Q3

CD4 T-H 47 5,62 2,07 5 5 7
CD4 S-H 47 49,45 13,03 49 44 57
CD4SCT 47 2,26 1,19 2 1 3
CD4sSCS 47 3,57 1,23 4 2 5
CD4 SC T-H 47 2,26 1,22 2 1 3
CD4 SC S-H 47 3,47 1,23 4 2 4
CD8 T-H 46 7,54 2,89 7 5 9
CD8 S-H 46 46,85 15,1 46 34,75 57,5
CD8SCT 46 3,43 1,46 4 2 5
CD8SCS 46 3,78 1,09 4 3 5
CD8 SC T-H 46 3,28 1,44 4 2 4
CD8 SC S-H 46 3,61 1,16 4 2,75 4
CD16 T-H 45 3,6 2,44 3 2 5
CD16 S-H 45 12,29 9,94 10 5,5 15
CD16SCT 45 3,2 1,62 4 2 4,5
CD16 SC S 45 3,69 1,66 4 2 5
CD16 SC T-H 45 2,98 1,52 3 1,5 4
CD16 SC S-H 45 3,42 1,56 4 2 5
CD79 T-H 46 1,89 1,3 2 1 2,25
CD79 S-H 46 5,15 7,88 2 1 4,25
CD79SCT 46 1,39 0,83 1 1 2
CD79SCS 46 1,67 1,18 2 1 2
CD79 SC T-H 46 1,35 0,8 1 1 2
CD79 SC S-H 46 1,63 1,1 1,5 1 2
CD3epsilon T-H 47 11,21 3,96 10 9 13
CD3epsilon S-H 47 59,38 18,42 58 43 72
CD3epsilon SC T 47 3,3 1,25 4 2 4
CD3epsilon SC S 47 3,94 1,13 4 4 5
CD3epsilon SC T-H 47 2,98 1,21 3 2 4
CD3epsilon SC S-H 47 3,72 1,26 4 2 5
CD3zeta T-H 47 7,19 3,95 7 5 9
CD3zeta S-H 47 27,4 11,81 29 22 38
CD3zeta SC T 47 3,38 1,42 4 2 4
CD3zeta SC S 47 3,77 1,48 4 3 5
CD3zeta SC T-H 47 3,38 1,42 4 2 4
CD3zeta SC S-H 47 3,77 1,48 4 3 5
KIMY2 T-H 47 5,72 2,37 6 3 7
KIMY2 S-H 47 36,15 15,8 36 22 48
KIMY2SC T 47 3,87 1,41 4 3 5
KIMY2 SC S 47 4,96 1 5 4 6
KIMY2 SC T-H 47 3,3 1,16 3 2 4
KIMY2 SC S-H 47 4,11 1,03 4 4 5
CD83SCT 47 1 0 1 1 1
CD83 SC S 47 1 0 1 1 1
KIM4SC T 47 0 0 0 0 0
KIM4 SC S 47 1 0 1 1 1
KIM1ISCT 47 1,23 1,07 1 1 2
KIM1 SC S 47 3,98 1,78 5 2 5
W6/32 SC T h1 27 5,33 1,54 6 6 6
W6/32 SC S h2 20 5,55 1,47 6 6 6
FAS-L SC T h1 20 2,85 2,3 1 1 6
FAS-L SCT h2 25 2,92 2,68 4 0 6
KL1SC T h1 29 5,97 0,19 6 6 6
KL1 SC T h2 18 6 0 6 6 6
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Tabelle 4: Ergebnisse Kolonkarzinom ohne Lymphknotenmetastasen (NO)

Antikdrper n Mittelwert Standartabweichung Median Q1 Q3

CD4 T-H 25 6 2,35 6 5 7,5
CD4 S-H 25 48,96 12,76 49 41 57
CD4SCT 25 2,56 1,36 2 1,5 4
CD4sSCS 25 3,68 1,25 4 2 5
CD4 SC T-H 25 2,52 1,39 2 1 4
CD4 SC S-H 25 3,64 1,15 4 2,5 4
CD8 T-H 25 7,6 2,35 7 5,5 8,5
CD8 S-H 25 46,28 14,94 45 33,5 56
CD8SCT 25 3,76 1,13 4 3,5 4,5
CD8SC S 25 4 0,91 4 4 5
CD8 SC T-H 25 3,64 1,11 4 3 4
CD8 SC S-H 25 3,84 0,99 4 3,5 4,5
CD16 T-H 24 3,46 2,15 3 2 5
CD16 S-H 24 12,04 9,98 9 5 15,5
CD16SCT 24 3,37 1,53 4 2 4,75
CD16 SC S 24 3,67 1,37 4 2 4,75
CD16 SC T-H 24 3,12 1,45 3,5 2 4
CD16 SC S-H 24 3,42 1,38 4 2 4
CD79 T-H 25 2,04 1,46 2 1 2
CD79 S-H 25 5,88 9,3 2 1 5,5
CD79SCT 25 1,52 0,92 1 1 2
CD79SCS 25 1,84 1,38 2 1 2
CD79 SC T-H 25 1,52 0,92 1 1 2
CD79 SC S-H 25 1,8 1,26 2 1 2
CD3epsilon T-H 25 11,48 4,21 10 9 13,5
CD3epsilon S-H 25 61,44 18,95 61 43,5 76
CD3epsilon SC T 25 3,32 1,29 4 2 4
CD3epsilon SC S 25 4,08 1 4 4 5
CD3epsilon SC T-H 25 3 1,26 3 2 4
CD3epsilon SC S-H 25 3,8 1,29 4 2,5 5
CD3zeta T-H 25 8,36 3,84 8 5,5 11
CD3zeta S-H 25 29,96 9,35 32 22 39
CD3zetaSCT 25 3,68 1,28 4 2 5
CD3zeta SC S 25 4,16 1,25 5 4 5
CD3zeta SC T-H 25 3,68 1,28 4 2 5
CD3zeta SC S-H 25 4,16 1,25 5 4 5
KIMY2 T-H 25 5,8 2,47 6 3 8
KIMY2 S-H 25 34,88 15,39 36 22 47
KIMY2SC T 25 3,84 1,34 4 2,5 4,5
KIMY2 SC S 25 4,92 1 5 4 6
KIMY2 SC T-H 25 3,28 1,17 3 2 4
KIMY2 SC S-H 25 4 0,91 4 3,5 5
CD83SCT 25 1 0 1 1 1
CD83 SC S 25 1 0 1 1 1
KIM4SC T 25 0 0 0 0 0
KIM4 SC S 25 1 0 1 1 1
KIM1SCT 25 1,16 0,94 1 0,5 2
KIM1 SC S 25 4 1,85 5 2 5,5
W6/32 SC T h1 13 5,69 0,75 6 6 6
W6/32 SC T h2 12 5,25 1,87 6 6 6
FAS-L SC T h1 14 3 2,45 1 1 6
FAS-L SC T h2 10 5,2 1,03 6 4 6
KL-1 SC T h1 18 6 0 6 6 6
KL-1 SC T h2 7 6 0 6 6 6
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Tabelle 5: Ergebnisse Kolonkarzinom mit Lymphknotenmetastasen (N2)

Antikdrper n Mittelwert Standartabweichung Median Q1 Q3

CD4 T-H 22 5,18 1,65 5 4 6
CD4 S-H 22 50 13,6 50,5 45,75 57,75
CD4SCT 22 1,91 0,87 2 1 2
CD4SCS 22 3,45 1,22 4 2 4,25
CD4 SC T-H 22 1,95 0,95 2 1 2,25
CD4 SC S-H 22 3,27 1,32 3,5 2 4,25
CD8 T-H 21 7,48 3,49 7 5 10,5
CD8 S-H 21 47,52 15,64 48 36,5 60
CD8SCT 21 3,05 1,72 2 1,5 5
CD8SCS 21 3,52 1,25 4 2 5
CD8 SC T-H 21 2,86 1,68 2 1 45
CD8 SC S-H 21 3,33 1,32 4 2 4
CD16 T-H 21 3,76 2,77 3 1 6
CD16 S-H 21 12,57 10,15 11 6,5 15
CD16SCT 21 3 1,73 3 1 4,5
CD16 SC S 21 3,71 1,98 4 1,5 55
CD16 SC T-H 21 2,81 1,6 3 1 4
CD16 SC S-H 21 3,43 1,78 4 1,5 5
CD79 T-H 21 1,71 1,1 1 1 3
CD79 S-H 21 4,29 5,86 2 1 4,5
CD79SCT 21 1,24 0,7 1 1 2
CD79SCS 21 1,48 0,87 1 1 2
CD79 SC T-H 21 1,14 0,57 1 1 1,5
CD79 SC S-H 21 1,43 0,87 1 1 2
CD3epsilon T-H 22 10,91 3,7 10 8 13,25
CD3epsilon S-H 22 57,05 17,95 55 42 72
CD3epsilon SC T 22 3,27 1,24 3,5 2 4
CD3epsilon SC S 22 3,77 1,27 4 2 5
CD3epsilon SC T-H 22 2,95 1,17 3 2 4
CD3epsilon SC S-H 22 3,64 1,26 4 2 5
CD3zeta T-H 22 5,86 3,73 6,5 3 8
CD3zeta S-H 22 24,5 13,75 24 17 38
CD3zeta SC T 22 3,05 1,53 4 2 4
CD3zeta SC S 22 3,32 1,62 4 2 4
CD3zeta SC T-H 22 3,05 1,53 4 2 4
CD3zeta SC S-H 22 3,32 1,62 4 2 4
KIMY2 T-H 22 5,64 2,3 5 3,75 7
KIMY2 S-H 22 37,59 16,49 42 21,75 49,25
KIMY2SC T 22 3,91 1,31 4 3 5
KIMY2 SC S 22 5 1,02 5 4 6
KIMY2 SC T-H 22 3,32 1,17 3 2 4
KIMY2 SC S-H 22 4,23 1,15 4 4 5
CD83SCT 22 1 0 1 1 1
CD83 SC S 22 1 0 1 1 1
KIM4SC T 22 0 0 0 0 0
KIM4 SC S 22 1 0 1 1 1
KIM1ISCT 22 1,32 1,21 1 1 2
KIM1 SC S 22 3,95 1,73 4,5 2,75 5
W6/32 SC T h1 14 5 2 6 4,75 6
W6/32 SC T h2 8 6 0 6 6 6
FAS-L SC T h1 6 2,5 2,07 1,5 1 4,5
FAS-L SCT h2 15 1,4 2,32 0 0 4
KL-1 SC T h1 11 5,91 0,3 6 6 6
KL-1 SC T h2 11 6 0 6 6 6
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Tabelle 6: Ergebnisse Lebermetastasen

Antikdrper n Mittelwert Standartabweichung Median Q1 Q3

CD4 T-H 21 3,38 2,38 3 2 5
CD4 S-H 21 28,24 12,06 25 17,5 40
CD4SCT 21 2,14 1,2 2 1,5 2
CD4SCS 21 3,86 1,24 4 3 4,5
CD4 SC T-H 21 2,1 1,04 2 1,5 2
CD4 SC S-H 21 3,86 0,85 4 4 4
CD8 T-H 21 2,62 2,13 2 1 4,5
CD8 S-H 21 21,05 9,78 22 11,5 29
CD8SCT 21 2,57 1,54 2 2 4
CD8SCS 21 4,14 1,62 4 2 6
CD8 SC T-H 21 2,57 1,25 2 2 4
CD8 SC S-H 21 4,05 1,43 4 3 55
CD16 T-H 21 6,57 3,04 7 4 9
CD16 S-H 21 25,19 8,99 26 19,5 32,5
CD16SCT 21 3,71 1,55 4 2 5
CD16 SC S 21 4,33 1,32 4 4 5
CD16 SC T-H 21 3,62 1,5 4 2 5
CD16 SC S-H 21 4,1 1,18 4 4 5
CD79 T-H 21 3,19 3,37 3 1 4
CD79 S-H 20 9,8 7,34 10,5 3 12,75
CD79SCT 21 1,9 1,26 2 1 25
CD79SCS 21 2 1,3 2 1 3
CD79 SC T-H 21 1,62 0,92 2 1 2
CD79 SC S-H 21 1,81 1,08 2 1 2,5
CD3epsilon T-H 21 3,9 3,95 2 1 6
CD3epsilon S-H 21 55,9 25,57 56 35 76
CD3epsilon SC T 21 3,24 1,55 4 2 4
CD3epsilon SC S 21 4,57 1,57 4 4 6
CD3epsilon SC T-H 21 3,14 1,56 2 2 4
CD3epsilon SC S-H 21 4,57 1,57 4 4 6
CD3zeta T-H 21 3 2,78 2 1 45
CD3zeta S-H 21 28,29 14,52 28 19 40
CD3zeta SC T 21 2,05 1,4 2 1 2
CD3zeta SC S 21 2,81 1,6 2 2 4
CD3zeta SC T-H 21 2,05 1,4 2 1 2
CD3zeta SC S-H 21 2,81 1,6 2 2 4
KIMY2 T-H 21 2,52 1,63 2 1 4
KIMY2 S-H 21 26,43 12,23 27 19 31
KIMY2SC T 21 2,76 1,55 2 1 4
KIMY2 SC S 21 4,29 1,19 5 4 5
KIMY2 SC T-H 21 2,48 1,21 2 1 4
KIMY2 SC S-H 21 3,24 1,18 4 2 4
CD83SCT 21 1 0 1 1 1
CD83 SC S 21 1 0 1 1 1
KIM4SC T 21 0 0 0 0 0
KIM4 SC S 21 1 0 1 1 1
KIM1ISCT 21 0,67 0,48 1 0 1
KIM1 SC S 21 3,05 1,8 2 2 4,5
W6/32 SC T h1 3 5,33 1,16 6 4 6
W6/32 SC T h2 18 5,44 0,92 6 4 6
FAS-LSC T h1 6 4 0 4 4 4
FAS-L SCT h2 15 6 0 6 6 6
KL1SC T h1 5 4 0 4 4 4
KL1 SC T h2 15 6 0 6 6 6
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4.2 Zusammenfassung der ermittelten Ergebnisse

Im Folgenden ist die Auswertung der gefirbten Pridparate in einer zusammenfassenden
Ubersicht dargestellt. Zur besseren Veranschaulichung sind beispielhaft Photos abgebildet,
die mit Hilfe einer Digitalkamera angefertigt wurden.

Zusétzlich sind Box-Plots abgebildet, welche die Ergebnisse unterstreichen und verstandlicher
machen sollen. In den Box-Plots sind jeweils Median, 25. Perzentile, 75. Perzentile, aulerdem
Minimum und Maximum dargestellt. Ausreier sind mit © markiert. Extremwerte sind mit *

markiert.

4.2.1  Das Infiltrat der T-Helfer-Zellen
Die Darstellung der T-Helferzellen erfolgte mit dem Antikorper CD4. Es zeigte sich, dass

insgesamt eine mafBige Anzahl an T-Lymphozyten das Tumorstroma und nur eine geringe

Anzahl die Tumorzellbereiche infiltrierten (Abb. 5 und 6):

Abb.5: Kolon-CA (24565), CD4, Obj. 10x0,3 Abb.6: Kolon-CA (24565), CD4, Obj. 40x0,75
T-Lymphozyten vor allem im Tumorstroma T-Lymphozyten infiltrieren vereinzelt
Tumorzellbereiche

Es war ein signifikanter Unterschied (p=0,001) zu erkennen zwischen den infiltrierenden
Zellen in den Kolonkarzinomen und in den Lebermetastasen, wobei viel weniger T-Helfer-
Zellen in den Lebermetastasen vorhanden waren, als in den fernmetastasenfreien

Kolonkarzinomen (Abb. 7/8 und 9/10):
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Abb.7: Kolon-CA (24565), CD4, Obj. 20x0,5 Abb.8: Lebermetastase (9982) , CD4, Obj. 20x0,5
Im Vgl. infiltrieren T-Lymphozyten deutlich starker das Tumorstroma der fernmetastasenfreien Kolon-

Karzinome, als das in den Lebermetastasen.
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Abb. 9 und 10: signifikanter Unterschied (p=0,001) tumor- und tumorstroma-infiltrierender Leukozyten

Colon-CA (NO+N2) versus Lebermetastase.
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Ein signifikanter Unterschied im Infiltrat zwischen Kolonkarzinomen mit (N2) und ohne (NO)

Lymphknotenmetastasen war dagegen nicht zu erkennen (Abb. 11/12):
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Abb. 11 und 12: kein signifikanter Unterschied tumor- und tumorstroma-infiltrierender Leukozyten im
Colon-CA mit und ohne LK-Metastasen.

4.2.2  Das Infiltrat CD8+ T-Lymphozyten
Die Anfarbung der zytotoxischen T-Lymphozyten erfolgte mit Hilfe des Antikorpers CDS.
Auch hier war auffillig, dass die Tumorzellbereiche nur wenig infiltriert wurden, wogegen

die Anzahl der infiltrierenden T-Lymphozyten in das Tumorstroma deutlich kréftiger war

(Abb. 13 und 14):

Abb.13:Lebermetastase (6888), CDS8, Obj. 20x0,5 Abb.14: Lebermetastase (6888), CDS8, Obj. 40x0,75
CD8+ T-Lymphozyten infiltrieren vor allem das die Tumorzellen umgebende Stroma.
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Im Unterschied zu den fernmetastasenfreien Kolonkarzinom-Praparaten war das Infiltrat in
den Lebermetastasen signifikant (p=0,001) geringer ausgeprigt (Abb. 15 und 16). Der
Vergleich zwischen den Gruppen NO und N2 liel3 keine signifikante Differenz erkennen (Abb.
17 und 18):

20+ 1001
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Colon-Ca Lebermetastase Colon-Ca Lebermetastase
Abb. 15 Abb. 16

Signifikanter Unterschied (p=0,001) tumor- und tumorstroma-infiltrierender Leukozyten in
fernmetastasenfreiesm Colon-CA und Lebermetastasen.
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Abb.17 Abb. 18

Kein signifikanter Unterschied tumor- und tumorstroma-infiltrierender Leukozyten im Colon-CA mit und ohne
Lymphknotenmetastasen nachweisbar.
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4.2.3 Ergebnisse in den mit CD3 epsilon markierten Prdparaten

CD3¢ gehort zum T-Zell-Rezeptorkomplex und wurde auf allen T-Lymphozyten exprimiert.
Es konnte ein signifikanter Unterschied (p=0,001) zwischen dem geringeren T-Lymphozyten-
Infiltrat in den Tumorzellnestern der Lebermetastasen und dem deutlich stirkeren Infiltrat in
den Tumorzellnestern der fernmetastasenfreien Kolonkarzinome erfasst werden (Abb. 19).
Die Tumoren des Stagings NO und N2 stimmten hinsichtlich der Anzahl an T-Lymphozyten
iberein und zeigten keinen signifikanten Unterschied (Abb. 20).

T 307 T 307
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20: 20:
4 O 4 O —_—
—_—T 1 O
15 154
O 4
O 4
10 10:
5 5: E——
0 . . 0 . .
Colon-Ca Lebermetastase NO N2
Abb. 19 Abb. 20

signifikanter Unterschied TIL Colon-CA (NO+N2) gegeniiber Lebermetastasen; hingegen kein erkennbarer

Unterschied zwischen Colon-CA mit und ohne LK-Metastasen.
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4.2.4 Ergebnisse in den mit CD3 zeta markierten Prdparaten

CD3 zeta gehort ebenfalls zum CD3-T-Zellrezeptorkomplex und gilt als ein MaB fiir die
Aktivitdt und den Funktionszustand der T-Lymphozyten.

Insgesamt war ein Verlust von mit CD3 zeta markierten T-Zellen gegeniiber den mit CD3

epsilon markierten T-Zellen zu erkennen (Abb. 21 und 22):

8 5 & I b

A ) %

Abb. 21: Kolon-CA (27006), CD3e, Obj. 20x0,5 Abb. 22: Kolon-CA (26826), CD3E, Obj. 20x0,5
Deutlich zu erkennen ist ein Verlust von mit CD3& markierten T-Zellen gegeniiber den mit CD3¢ markierten T-
Zellen.

Ein signifikanter Unterschied (p=0,001) war zwischen dem geringeren Infiltrat CD3&-
markierter Zellen in den Tumorzellen der Lebermetastasen im Vergleich mit den

fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen ebenfalls zu sehen (Abb. 23):

T
|_
N
a0}
8 o
16 e}
O
12 _
e}
e}
8 -
4
0 T
Colon-Ca Lebermetastase
Abb. 23

Signifikanter Unterschied CD3&-markierter Zellen im Colon-CA versus Lebermetastasen.
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Auffillig war zusétzlich ein signifikant (p=0,032) schwécheres Tumor-Infiltrat in den
Kolonkarzinomen mit Lymphknotenmetastasen im Gegensatz zu den Karzinomen des

Stadiums NO (Abb. 24):

201

CD3ZT-H

NO N2

Abb. 24: signifikant (p=0,032) schwicheres Tumor-Infiltrat in den Kolonkarzinomen N2 im Gegensatz zu
denen des Stadiums NO.

Der Vergleich zwischen dem Infiltrat an aktivierten T-Lymphozyten mit der Uberlebenszeit
der Patienten ergab einen Zusammenhang zwischen einem niedrigen Anteil CD3§ -positiver
(aktivierter) T-Zellen und einer niedrigeren Uberlebensrate. Patienten mit einer hohen Anzahl

aktivierter T-Lymphozyten zeigten einen hoch signifikanten Uberlebensvorteil (Abb. 25-27):
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Erliuterung zu den Uberlebensfunktionen (Abb. 25-27): Die Uberlebenszeit in Monaten wurde mit dem in die
Haufigkeiten niedrig (low) und hoch (high), gemessen am Median, unterteilten CD3zeta-Infiltrat verglichen. Die
daraus resultierenden Uberlebenskurven sind fiir die untersuchten Tumorhotspots, Stromahotspots und das

Scoring Tumor abgebildet.

Uberlebensfunktionen
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Abb. 25: Uberlebensfunktion fiir CD3&, Tumor-Hotspots: Infiltriert eine hohe Anzahl aktivierter T-
Lymphozyten direkt die Tumorzellen, ergibt sich ein signifikanter (p=0,001) Uberlebensvorteil fiir die
Patienten.
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Abb. 26: Uberlebensfunktion fiir CD3 zeta, Scoring Tumor. Ein hohes Infiltrat aktivierter T-Lymphozyten in
den Tumorzellen korreliert signifikant (p=0,085) mit einem Uberlebensvorteil
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Uberlebensfunktionen
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Abb 27: Uberlebensfunktion, CD3 zeta, Scoring Stroma. Ein hohes Infiltrat aktivierter T-Lymphozyten im
Tumorstroma korreliert signifikant (p=0,031) mit einem Uberlebensvorteil.

4.2.5 Das Infiltrat der B-Lymphozyten

Die Auspriagung der B-Lymphozyten wurde in dieser Arbeit mit Hilfe des Antikérpers CD 79
beurteilt. Insgesamt fand sich nur eine geringe Anzahl an B-Lymphozyten in den angefédrbten
Praparaten, das Vorkommen im Tumorstroma war hoher als das Infiltrat in den
Tumorzellnestern. Die Zellzahl in den Kolonkarzinomen mit Lebermetastasen war signifikant
(p=0,006) hoher als in denen ohne Fernmetastasen (Abb. 28 und 29). Kein signifikanter
Unterschied bestand in dem Infiltrat an B-Lymphozyten in den Kolonkarzinomen ohne
Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu denen mit Lymphknotenmetastasen (Abb. 30 und

31):
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Abb. 29

Zellzahl der B-Lymphozyten in den Lebermetastasen signifikant (p=0,006) hoher als in den fernmetastasenfreien
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Abb. 30

leicht stirkere Infiltration der B-Lymphozyten in den

Gegensatz zu denen mit Lymphknotenmetastasen.
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Kolonkarzinomen ohne Lymphknotenmetastasen im
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4.2.6  Das Infiltrat Natiirlicher Killerzellen

Das Vorkommen von Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) wurde mit Hilfe des Antikdrpers
CDI16 untersucht. In allen angefdrbten Priparaten lieBen sich diese Zellen eindeutig
nachweisen.

Im Durchschnitt zeigten sich einige NK-Zellen in den Kolonkarzinomen mit
Lymphknotenmetastasen (N2) und ohne Lymphknotenmetastasen (NO), wobei die Zellzahl im
Tumorstroma leicht hoher war als in den Tumorzellnestern. Ein signifikanter Unterschied

zwischen diesen beiden Gruppen lief sich jedoch nicht feststellen (Abb. 32 und 33).
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Kein signifikanter Unterschied im Infiltrat Natiirlicher Killerzellen zwischen kolorektalen Karzinomen des
Stadiums NO im Vergleich zu denen des Stadiums N2.
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Im Gegensatz dazu unterschied sich die Zellzahl in den Lebermetastasen, von der in den
fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen (Abb. 34 und 35, sowie Abb. 36 und 37): In den
Lebermetastasen war die Infiltration vor allem im Tumorstroma aber auch in den

Tumorzellnestern signifikant (p=0,01) hoher als in den fernmetastasenfreien Tumoren.

it A 75 Gd 5

Abb.34:Kolon-CA (20756), CD16, Abb.35:Lebermetastase (18466), CD16,
Obj.20x0,5 0bj.20x0,5

Deutlich stiarkere NK-Infiltration von Tumorzellnestern und Tumorstroma in den Lebermetastasen, als in den
fernmetastasenfreien Priaparaten kolorektaler Karzinome.
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Abb. 36 Abb. 37

Signifikant stirkere NK-Infiltration von Tumorzellnestern und Tumorstroma in den Lebermetastasen, als in den
fernmetastasenfreien Priparaten kolorektaler Karzinome.
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4.2.7 Das Infiltrat Neutrophiler Granulozyten
Neutrophile Granulozyten wurden mit dem Marker KiMy 2 angeférbt. Bei der Auswertung
fiel auf, dass das Infiltrat an Neutrophilen in den Tumorzellnestern deutlich geringer

ausgepragt war als im Tumorstroma (Abb. 38 und 39).

Abb.38: Lebermetastase (1328), KiMy2,0bj. 40x0,75 Abb. 39: Colon-CA (10287), KiMy2, Obj. 20x0,5
Infiltrat an Neutrophilen in Tumorzellbereichen deutlich geringer ausgeprigt als im umgebenden Tumorstroma.

Das Infiltrat im Tumorgewebe der Lebermetastasen war signifikant geringer (p=0,001)
ausgeprigt, als das der fernmetastasenfreien Kolonkarzinome (Abb. 40 und 41). Dieser
Unterschied war sowohl fiir das Infiltrat in den Tumorzellnestern als auch fiir das im

Tumorstroma signifikant (p=0,001 und p=0,044).
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Abb. 40 Abb. 41

Signifikant geringeres Infiltrat in Tumorzellnestern, sowie im Tumorstroma der Lebermetastasen, als in den
fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen.
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Ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen NO und N2 lief sich nicht feststellen
(Abb. 42 und 43):
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Abb. 42 Abb. 43

Kein signifikanter Unterschied zwischen den kolorektalen Karzinomen des Stadiums NO und N2.

4.2.8 Das Infiltrat dendritischer Zellen

Die Expression dendritischer Zellen wurde mit den Antikdrpern CD 83 und KiM4 untersucht.
Da diese Zellen nur sehr vereinzelt nachgewiesen werden konnten, wurde nur mit Hilfe des
Scorings sowohl das Tumor- als auch das Tumorstromagewebe beurteilt.

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass sich mit CD 83 angefédrbte dendritische Zellen nur
vereinzelt zeigten (Abb. 44 und 45) und dabei kein signifikanter Unterschied in der

Auspragung hinsichtlich Tumor- und Tumorstromagewebe von fernmetastasenfreien

Kolonkarzinomen und Lebermetastasen zu erkennen war.

Abb.44: Kolon (Nr.: 27922), CD83, Obj. 40x0,75 Abb.45: Leber (Nr.: 1704), CD83, Obj. 40x0,75
Vereinzelt konnten dendritische Zellen nachgewiesen werden, welche Tumorzellbereiche infiltrierten.
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Mit KiM4 angefarbte follikuldre dendritische Zellen lieBen sich vereinzelt im Tumorstroma
nachweisen und zwar sowohl in den fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen, als auch in den
Lebermetastasen. Jedoch fand sich in unseren Préparaten keine einzige positiv angefirbte

follikuldre dendritische Zelle, welche die Tumorzellen direkt infiltrierte (Abb. 46 und 47).

Abb.46: Kolon (Nr.19442), KiM4, Ob;j. 40x0,75 Abb.47: Leber (Nr.18466), KiM4,0bj. 40x0,75

Vereinzelte angeférbte follikuldre dendritische Zellen im Tumorstroma.

- e 1 _“'_:’-:. 4 1 v O
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4.2.9 Das Makrophageninfiltrat

Das Infiltrat der Makrophagen wurde mit dem Antikorper KiM1 angeférbt und sowohl in den
Tumorzellnestern als auch im Tumorstroma mittels des Scorings bewertet. Auffillig war das
deutliche Vorkommen von Makrophagen im Tumorstroma, wo sich immerhin einige bis
mafig viele Makrophagen nachweisen lieBen. Jedoch konnten nur vereinzelt Makrophagen
gefunden werden, die direkt Kontakt zu den Tumorzellen hatten (Abb. 48 und 49).

Ein signifikanter Unterschied (p=0,021 und p=0,044) war in der geringer ausgeprédgten
Anzahl an Makrophagen in den Lebermetastasen im Gegensatz zu den metastasenfreien
Kolonkarzinomen zu erkennen. Das Infiltrat der Gruppen NO und N2 unterschied sich nicht

voneinander.

Abb.48: Kolon-CA (25521), KiM1, Obj. 40x0,75 Abb.49:Lebermetastase (9982), KiM1, Obj.40x0,75
vereinzelte angefarbte Makrophagen mit direktem Kontakt zu den Tumorzellen.

4.2.10 Die Expression von léslichem Fas-Ligand

Wir beurteilten nur die Expression auf den Tumorzellen. Eine Auszidhlung sowohl einzelner
Zellen als auch von Hotspots war nicht moglich. Daher wurden die Tumorzellnester mit Hilfe
des Scorings beurteilt. Zusdtzlich unterschied sich die Anfarbung innerhalb des Tumors
hinsichtlich der GleichmaBigkeit. So gab es Tumorprédparate in denen die Anfarbung vollig
homogen war, es gab aber auch solche mit heterogener Farbung, also mit unterschiedlich
intensiver Anfarbung innerhalb eines Prédparates. Dies wurde ebenfalls bei der Auswertung
mit berticksichtigt.

sFas-Ligand wurde in unterschiedlich starker Auspriagung exprimiert. In allen Préparaten der
Lebermetastasen wurde Fas-Ligand liberwiegend sehr stark exprimiert (Abb. 51 und 52).

Dagegen war die Expression des Fas-Liganden in den Kolonkarzinomen ohne Fernmetastasen
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in 50% der Fille médBig bis stark und in 50% der Félle kaum vorhanden (Abb. 50). Das
Scoring betrug im  Mittel lediglich 3. Bei den Kolonkarzinomen ohne
Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine starke iiberwiegend heterogene Anfiarbung.

Signifikant (p=0,001) hob sich diese starke Expression in den NO-Prdparaten von einer nur

geringen Anfarbung in den Préparaten mit positivem Lymphknotenbefall ab.

Abb.50: Kolon (27006), Fas-L homogen, Abb.51: Lebermetastase (18466), Fas-L homogen,
Obj. 40x0,75 Obj. 40x0,75

Abb.52: Lebermetastase (18466), Fas-L homogen, Abb.53:Lebermetastase (1328), Fas-L heterogen,
Ob;. 10x0,3 Obj. 20x0,5

4.2.11 Die Expression der MHC-Klasse-I-Molekiile

Mit dem Antikorper W6/32 wurde die MHC-Klasse-I-Expression untersucht. In allen
Gruppen, also sowohl in den Kolon-Karzinomen mit und ohne Lymphknotenmetastasen, als
auch in den Lebermetastasen war die Expression stark bis sehr stark ausgeprdgt und
unterschied sich nicht signifikant voneinander. Ebenfalls konnte man eine gleichméiBige

homogene von einer heterogenen Firbung unterscheiden (Abb. 54 bis 57).
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Abb.54: Kolon-Ca (9576), W6/32 homogen, ADbb.55: Lebermetastase (9574), W6/32 homogen,
0b;j.40x0,75 Ob;. 40x0,75

ADbb.56: Kolon-Ca (4379), W6/32 heterogen, ADbb.57: Leberm. (16186), W6/32 heterogen,

Obj. 10x0,3 Obj. 20x0,5
4.3 Angewendete statistische Verfahren

Fiir die bereits in Kapitel 3.5 erwéhnten angewendeten Testverfahren wurde das Programm
»SPSS“ im Institut fiir Medizinische Informatik und Statistik des Universititsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Kiel verwendet.

Eine Ubersicht der ermittelten statistischen Ergebnisse findet sich zur besseren Ubersicht in

Form von Tabellen (Nr. 8-14) im Anhang.
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5 Diskussion

5.1 Ergebnisdiskussion der kolorektalen Karzinome und Lebermetastasen

Das immunzelluldre Infiltrat in malignen Tumoren ist Ausdruck der Auseinandersetzung des
Immunsystems mit dem Tumor und beeinflusst wesentlich den Krankheitsverlauf und damit
die Prognose [27].

Lokale Expressionsmechanismen von Malignomen konnen dazu fiihren, dass sich Tumoren
erfolgreich der Immunantwort entziehen. Dies kann durch Immunzelltrapping, eine
Dysfunktion von Todesrezeptoren oder auch eine fehlende Aktivierung von Abwehrzellen
geschehen [13, 17, 28].

In der vorliegenden Arbeit wurde das immunzelluldre Infiltrat in primédren Kolonkarzinomen
sowie in Lebermetastasen von Kolonkarzinomen untersucht.

Trotz meist zahlreicher infiltrierender Zellen waren die potentiellen Effektorzellen der
Immunabwehr meist nur im tumorumgebenden Stroma und nicht in den Tumorzellbereichen
lokalisiert. Zusitzlich lag bei den T-Zellen als wichtigste Tumoreffektorzellen hiufig ein
Funktionsverlust, gemessen anhand der CD3&-Kette des T-Zell-Komplexes, vor. In der Regel
korrelierte ein Verlust an Effektorzellen mit einer schlechteren Prognose, beziehungsweise
dem Vorhandensein von Metastasen.

Dendritische Zellen als professionelle antigen-prasentierende Zellen waren nur vereinzelt zu
finden. Makrophagen waren kréftig im tumorumgebenden Stroma zu finden, infiltrierten
jedoch fast gar nicht die Tumorzellen. Die hohe Anzahl an Makrophagen im Tumorstroma
korrelierte mit einem selteneren Auftreten von Lebermetastasen.

Die Expression des Fas-Liganden war deutlich stirker auf den Tumorzellen der

Lebermetastasen zu finden als in metastasenfreien Kolonkarzinomen.

5.1.1 Das T-Zell-Infiltrat

In unserer Arbeit nahmen T-Zellen insgesamt unter den tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TIL) den groBten Anteil ein, gefolgt von Natiirlichen-Killerzellen (NK-Zellen) und B-
Lymphozyten. Diese Beobachtung wurde bereits von mehreren Autoren gemacht [29, 30, 31].
Die Subpopulationen der T-Lymphozyten wurden mit Hilfe spezifischer monoklonaler
Antikorper in CD4+ T-Helfer-Zellen, CD8+ zytotoxische T-Zellen und Komponenten des T-
Zellrezeptor-Komplexes (CD3zeta und CD3epsilon) unterschieden.
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Nicht bestitigen konnten wir das Resultat einiger Arbeiten, nach denen T-Helferzellen
hiufiger im Tumor zu finden waren als zytotoxische T-Lymphozyten [18, 32, 33]. In unserer
Arbeit ergab sich kein signifikanter Unterschied in der gesamten Zellzahl von CD4+
gegeniiber CD8+ T-Lymphozyten.

Interessant war der signifikante Verlust an infiltrierenden T-Lymphozyten in den
Lebermetastasen, wodurch die Uberlegung aufkam, dass ein starkes Infiltrat an T-
Lymphozyten mit einer besseren Prognose zusammenhingen konnte, oder dass ein
ausreichendes Infiltrat an T-Lymphozyten eine Metastasenentstehung hinauszdgern oder
sogar verhindern konnte. Dies geht auch aus der Arbeit von Galon et al. hervor, welche die
Assotiation zwischen einer hohen Dichte an T-Lymphozyten und Tumoren ohne Fern- und
Lymphknotenmetastasen beschreiben [19].

Chiba et al. folgerten, dass das Vorkommen einer ausreichenden Menge an intraepithelialen
CD8+ T-Zellen eventuell den Effekt einer Unterdriickung von Mikrometastasen vermitteln
konnte [34].

Keinen signifikanten Unterschied konnten wir hinsichtlich des T-Zell-Infiltrates zwischen
Kolonkarzinomen des Stadiums NO und solchen mit Lymphknotenmetastasen des Stadiums
N2 feststellen. Dies wiederspricht Daten aus der Arbeit von Oshikiri et al., in der
extrahepatische Gallengangs-Karzinome untersucht wurden und eine Beziehung zwischen
dem Grad der intratumoralen CD8+ T-Zellen-Invasion und einem geringeren Vorkommen an
Lymphknotenmetastasen postuliert wird [35].

Ein weiteres Phinomen, das fiir die Malignitit eines Karzinoms verantwortlich sein konnte ist
das so genannte ,Immunzelltrapping®, welches wir in unserer Arbeit ebenfalls {iberpriiften
und auch nachweisen konnten. Dabei ist die Mehrheit der T-Lymphozyten im Tumorstroma
lokalisiert, eine direkte Infiltration der Immunzellen in die malignen Zellen findet nur selten
statt. Die Immunzellen siedeln sich besonders entlang einer ,,invasive margin“ [36, 37], einer
Grenzzone auerhalb der Tumorzellnester an und gehen kaum {iber diese hinaus.

In unserer Arbeit konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen T-Zell-Infiltrat
und der Uberlebenszeit der Patienten nachweisen. Beschrieben wurde dies aber von Galon et
al. [37]. Auch Naito et al. beschreiben, dass das CD8+ T-Zell-Infiltrat in Tumorzellnestern als
ein prognostischer Indikator in kolorektalen Karzinomen gelten konnte. Dabei korrelierte ein
hohes Infiltrat an CD8+ T-Lymphozyten in den Tumorzellnestern mit einem niedrigen
Stadium der Dukes-Klassifikation [36].

Auch Paget et al. [18] und von Bernstorff et al. [17] wiesen in ihren Arbeiten auf dieses

Phanomen hin. Um nicht nur die Anwesenheit sondern auch die Funktion der T-Lymphozyten
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beurteilen zu konnen, wurde die Expression der CD3({-Kette untersucht. In dieser Arbeit war
die Anzahl der CD3(-exprimierenden Zellen zum Teil deutlich geringer als die der CD3e-
exprimierenden Zellen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Mehrzahl der T-
Lymphozyten inaktiv sein musste. Dies wiirde unsere These unterstiitzen, dass die
Verminderung an aktiven T-Lymphozyten im Infiltrat ein Mechanismus des Tumors sein
konnte, einer erfolgreichen Abwehr zu entkommen und bietet Erfolg versprechende
Ansatzpunkte fiir immuntherapeutische Konzepte, die vor allem auf die Wiederherstellung der
T-Zellfunktion und Aktivierung der Antigenprasentation gerichtet sein miissen.

Diese Uberlegung wurde auch dadurch bekriftigt, dass in unseren untersuchten Geweben eine
signifikant niedrigere Anzahl an CD3(+ Zellen in den Lebermetastasen und ebenfalls in den
Kolon-Karzinomen mit vorhandenen Lymphknotenmetastasen zu finden war.

Interessant war unser Nachweis eines signifikanten Zusammenhanges hinsichtlich eines
Uberlebensvorteils fiir Patienten mit einem hohen Anteil an tumorinfiltrierenden CD3{+
Lymphozyten gegeniiber einer kiirzeren Uberlebensrate von Patienten mit einem reduzierten
Infiltrat an aktivierten T-Lymphozyten in den Tumorzellnestern und umgebendem
Tumorstroma. Der Verlust von CD3( in tumorinfiltrierenden T-Zellen konnte damit als ein
negativer Prognosefaktor fiir das Kolonkarzinom beschrieben werden [38].

Bereits 1997 untersuchten Mulder et al. ebenfalls kolorektale Karzinome und stellten fest,
dass die Anzahl an CD3{+ T-Lymphozyten in normaler Kolonmukosa bis hin zum Karzinom
Stadium Dukes D signifikant abnahm [39]. Bernstorff et al. lieferten dhnliche Ergebnisse fiir
das duktale Pankreaskarzinom [17]. Im Einklang mit unseren Daten stehen Ergebnisse von
Ishigami et al.: die CD3({-Expression in TILs wurde von dieser Gruppe als ein
Prognosemarker fiir Patienten mit Magen-Karzinomen postuliert, wobei ein reduziertes
Infiltrat an CD3( + T-Lymphozyten mit einer erhéhten Rate an Lymphknotenmetastasen und
einer niedrigeren Uberlebenswahrscheinlichkeit einherging [40].

Besonders interessant sind in diesem Zusammenhang auch die Forschungsergebnisse der
Gruppe um Whiteside, welche die Herabregulation der CD3{-Expression in
Ovarialkarzinomen als einen neuen Biomarker fiir die Prognose von Tumorpatienten
postulieren. Als Ursache fiir die deutlich verminderte Expression der CD3(-Kette bei
Tumorpatienten nennen sie Fas-induzierte Apoptose [24, 41, 42]. Wir haben den direkten
Zusammenhang zwischen der Expression des Fas-Liganden, welcher besonders stark in den
Kolonkarzinomen mit Fernmetastasen in der Leber exprimiert wird, und der supprimierten
Expression der CD3{-Kette in metastasierten Karzinomen nicht untersucht. Der Verlust

aktivierter T-Lymphozyten durch tumorinduzierte Apoptose ist jedoch denkbar und ein
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Zusammenhang zwischen der niedrigen Anzahl CD3{-exprimierender Lymphozyten und der
hohen Fas-L-Expression in fortgeschrittenen Tumorstadien der untersuchten Kolonkarzinome

liegt nahe.

5.1.2  Das Infiltrat der B-Lymphozyten

B-Lymphozyten machten unter den infiltrierenden Immunzellen in den von uns untersuchten
Kolonkarzinomen und Lebermetastasen den geringsten Anteil aus. Beispiele fiir ein nur
minimales Infiltrat an B-Lymphozyten sind auch Berichten von Hirota et al. fiir
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle [43], Horny et al. fiir duktale Mammakarzinome
[44], Li et al. fiir Larynxkarzinome [45] und Bohme et al. fiir Endometriumkarzinome [46] zu
entnehmen. Allgemein wird dieses Resultat als ein Mechanismus angesehen, mit welchem
sich Tumoren einer erfolgreichen Immunantwort entzichen kdnnen.

Einen signifikanten Unterschied im B-Zell-Infiltrat zwischen nodal-positiven und nodal-
negativen Patienten gab es bei uns nicht. Auffallend war die signifikant hohere Infiltration der
B-Lymphozyten im  Tumorstroma der Lebermetastasen, verglichen mit den
fernmetastasenfreien Kolon-Karzinomen. Somit zeigte sich kein positiver Zusammenhang
zwischen B-Zell-Infiltrat und besserer Prognose. Hinsichtlich der untersuchten Uberlebenszeit
konnte kein Zusammenhang mit dem B-Zell-Infiltrat erfasst werden. Diese Ergebnisse lassen
uns vermuten, dass B-Lymphozyten eine nur geringe Bedeutung in der Immunabwehr von
Kolon-Karzinomen spielen konnten.

Dagegen spricht das Ergebnis von Nzula et al., aus deren Untersuchungen ein starkes
Vorkommen von B-Lymphozyten in medulliren Mammakarzinomen hervorgeht, welches sie
auf die bessere Prognose dieser Tumoren im Vergleich mit hoéher malignen
Brustkrebserkrankungen, resultierend aus einer positiven humoralen Immunantwort,
zuriickfiihren [47]. Ob sich diese differenten Beobachtungen durch die vollig unterschiedliche
Art der Karzinome erkldren lassen, oder ob verschiedene Methoden zum Nachweis der B-

Lymphozyten einen Grund liefern konnten, muss an dieser Stelle unbeantwortet bleiben.

5.1.3 Das Infiltrat Natiirlicher Killerzellen

Die klinische Bedeutung einer Tumorinfiltration durch NK-Zellen ist Gegenstand der
aktuellen Forschung, die Forschungsergebnisse in der Literatur sind kontrovers. Die
Zytotoxizitdt dieser Zellen scheint eine wichtige Rolle in der Abwehr von Karzinomen zu

spielen [48].
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In unserer Arbeit waren die vorherrschenden Immunzellen zwar T-Lymphozyten, NK-Zellen
waren aber immerhin in méBiger Anzahl zu finden, womit wir die Untersuchungsergebnisse
bereits vorhandener Arbeiten bestétigen konnten [29, 30, 31].

Das bereits bei den T-Lymphozyten beschriebene ,,Jmmunzelltrapping® konnten wir ebenfalls
bei den NK-Zellen finden. Die Anzahl der sich im Stroma befindlichen NK-Zellen war
wiederum deutlich hoher als die der tumorinfiltrierenden Zellen. Somit bestétigen wir die
Beobachtungen von Hagenaars et al., die Lebertumoren von Ratten iiberpriiften und
entdeckten, dass NK-Zellen mehrheitlich im Tumorstroma und nur selten in direktem Kontakt
mit den Tumorzellen zu finden waren [49]. In diesem Zusammenhang sind auch Sandel et al.
und Koch et al. zu erwdhnen, die diese Ergebnisse fiir kolorektale Karzinome zeigen konnten
[50, 51].

Keinen signifikanten Unterschied konnten wir in der Infiltrationsstirke bei den Patienten mit
bzw. ohne Lymphknotenmetastasen feststellen. Die Ergebnisse von Ishigami et al. weisen
jedoch darauf hin, daBl ein starkes NK-Zell-Infiltrat mit dem Vorkommen von weniger
Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit Magenkarzinomen korreliert [52].

Bemerkenswert ist der signifikant hohere Anteil sowohl tumor- als auch
tumorstromainfiltrierender NK-Zellen bei unseren Patienten mit Lebermetastasen im
Vergleich zu den metastasenfreien Kolon-Karzinomen. Aulerdem zeigten Patienten mit einer
kiirzeren Uberlebenszeit einen (allerdings nicht signifikant) hoheren Anteil an NK-Zellen, als
Patienten mit einer lingeren Uberlebensrate. Das kénnte fiir unsere Ergebnisse bedeuten, dass
mit steigender Malignitit die Anzahl der NK-Zellen zunimmt. Norris et al. hoben hervor, dass
die Zahl der NK-Zellen in maligne verdndertem Lebergewebe im Gegensatz zu histologisch
gesundem Lebergewebe ansteigt [53]. Zu erwdhnen sind auch Freudenberg et al., die in Blut
und Lebern von Mausen untersuchten, ob eine Fritherkennung von Metastasen aufgrund von
Verdnderungen im zelluldren Immunsystem moglich sei. In metastasiertem Lebergewebe war
ein Anstieg von NK-Zellen vorhanden [54].

Andererseits lieferten einige Arbeitsgruppen Beispiele dafiir, dass ein Anstieg von
Natiirlichen Killerzellen eine signifikant bessere Prognose fiir die Patienten bedeutete, wie
Untersuchungen am Osophagus-Karzinom [55, 56], am Adenokarzinom der Lunge [57], am
Magenkarzinom [52] und auch am kolorektalen Karzinom des Stadiums TNM III [58]
zeigten.

Nakakubo et al. beschéftigten sich mit Patienten, die ein Gallenblasenkarzinom aufwiesen
und sahen keinen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Natiirlichen Killerzellen und

klinisch-pathologischen Faktoren [59].
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5.1.4 Das Infiltrat Neutrophiler Granulozyten

Die Aufgabe Neutrophiler Granulozyten in Tumoren ist unklar. Zum einen fungieren
Neutrophile Granulozyen als nicht spezifische Effektorzellen gegen Tumoren [47], sie sind
fahig Tumorzellen abzutéten [60] und verantwortlich fiir eine Tumorsuppression [61]. Zum
anderen sind Neutrophile Granulozyten in der Lage, immunsuppressive Faktoren und
Angiogenese-induzierende Substanzen frei zu setzen [60].

Das bereits erwéhnte ,,Immunzelltrapping* konnten wir in der deutlich iiberwiegenden Anzahl
an Neutrophilen im Tumorstroma gegeniiber dem Infiltrat in Tumorzellnestern wieder finden.
In unseren untersuchten Préparaten der Patienten mit Kolon-Karzinomen der Stadien NO und
N2 kamen Neutrophile Granulozyten in einer hohen Anzahl vor, ein signifikant geringeres
Infiltrat war in den Lebermetastasen vorhanden. Dies 1dft uns vermuten, dass eine
verminderte Anzahl an Neutrophilen eine prognostisch schlechtere Bedeutung hat, indem die
Tumorabwehr geschwiicht ist. Eine lingere Uberlebensrate konnten wir fiir Patienten mit
einem hohen Neutrophilen-Infiltrat jedoch nicht nachweisen.

In diesem Zusammenhang ist eine Studie an Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom
zu erwihnen, in der ein niedrigeres Mortalitétsrisiko bei weiblichen Patienten mit einer hohen
Anzahl an Neutrophilen Granulozyten beschrieben wird [47].

Interessante  Ergebnisse lieferte der Vergleich des Neutrophileninfiltrates in den
Geschlechtern: Vergleicht man in unserer Arbeit die Neutrophilenzahl in den Geschlechtern,
so fillt ein statistisch signifikanter Unterschied bei den Patienten mit Lebermetastasen auf,
wobei das Infiltrat im Tumorstroma von weiblichen Patienten um ein fiinffaches hoher ist als
das méannlicher Patienten. Ahnliche Ergebnisse gehen auch aus der Arbeit von Caruso et al.
hervor [47]. Einen Zusammenhang mit einem eventuellen Uberlebensvorteil weiblicher
Patienten konnten wir nicht feststellen, die Anzahl der vorliegenden Uberlebensdaten von den
Patienten mit Lebermetastasen war zu gering. Dal} es geschlechtsspezifische Unterschiede in
der humoralen und zellulien Immunantwort gibt, ist experimentell und klinisch belegt. Frauen
haben im Mittel hohere Plasmaantikopertiter als Médnner und die zelluldre Immunantwort ist
bei Frauen verstdkt. Der Krankheitsverlauf bei Sepsis, Schock undTrauma wird wesentlich
von der akut eskalierenden Entziidungsreaktion des Organismus determiniert. Diese
Immunantwort scheint bei den Geschlechtern unterschiedlich auszufallen, mit einem klaren
Uberlebensvorteil fiir das weibliche Geschlecht [62]. In der Liteartur findet man jedoch kaum

Untersuchungen iiber den sexuellen Dimorphismus bei Tumorpatienten.



62

5.1.5 Das Infiltrat dendritischer Zellen

Dendritische Zellen sind die effizientesten Antigen-prdsentierenden Zellen und spielen eine
Schliisselrolle in der zelluldiren Immunantwort gegeniiber Tumoren [63].

Mit den monoklonalen Antikorpern CD83 und KiM4 untersuchten wir follikulére,
interdigitierende und zirkulierende Dendritische Zellen (DC). Follikulire DC zeigen
Phagozytose-Aktivitit und sind fiir die Antigenprésentation zustdndig. Interdigitierende DC
sind die potentesten Stimulatoren fiir naive T-Lymphozyten.

Zahlreiche Autoren beschrieben bereits einen positiven Zusammenhang zwischen dem
quantitativen Tumorinfiltrat an DC und der Uberlebensrate der untersuchten Patienten [64,65,
66,67].

Mit CD83 markierte DC waren insgesamt nur vereinzelt in unseren Préparaten zu finden und
zwar sowohl in den Tumorzellenstern, als auch im Tumorstroma. Dabei gab es keinen
signifikanten Unterschied zwischen dem Infiltrat in Kolon-Karzinomen ohne und mit
Lymphknotenmetastasen und den untersuchten Lebermetastasen.

Mit KiM4 markierte follikulire DC waren in den Tumorzellnestern iiberhaupt nicht
vorhanden, wohingegen sie im Tumorstroma vereinzelt nachzuweisen waren.

Dallal et al. beschéftigten sich mit dem Infiltrat an DC in Pankreaskarzinomen, wobei sie nur
in 2 von 47 untersuchten Patienten eine signifikante Anzahl beschrieben [68]. Ausserdem
erwdhnten sie die Lokalisation der DC, die vor allem auflerhalb des Tumors angesiedelt
waren. Diese Ergebnisse stimmen mit den in unserer Arbeit gemachten Beobachtungen fiir
den Marker KiM4 in den Kolon-Karzinomen und den Lebermetastasen tiberein.

Ein Vorkommen der DC vor allem im Tumorstroma und seltener in den Tumorzellnestern
wurde auch in Arbeiten fiir kolorektale Karzinome [63, 69, 70], Lebermetastasen [71], aber
auch fiir Cholangiozellulidre Karzinome [72] hervorgehoben.

Aufgrund der insgesamt geringen Anzahl an DC in unseren Priparaten konnten wir keine
Aussagen liber einen moglichen Zusammenhang zwischen DC-Infiltrat und dem Auftreten
von Lebermetastasen und somit iiber die Malignitdt machen. Ebenso war es nicht mdglich,
einen Bezug zu den Uberlebensdaten herzustellen. Von mehreren Autoren wurde eine
Korrelation zwischen dem Auftreten von DC und der Prognose oder der Malignitét postuliert.
So war die Anzahl CD83+ DC bei Patienten mit Hepatozelluldren Karzinomen geringer als
bei Patienten mit Leberzirrhose [73], ebenso war die Anzahl DC bei Patienten mit Kolon-
Karzinomen gegeniiber gesunder Kolon-Mukosa dreifach geringer und bei Patienten mit

Metastasen sogar sechsfach niedriger [74].
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Reichert et al. machten eine geringe Anzahl an DC bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle fiir eine kiirzere Uberlebensrate verantwortlich.
Ausserdem korrelierte die Anzahl DC mit derjenigen CD3zeta+ Lymphozyten, wobei eine
génzlich schlechtere Prognose mit einem geringen Infiltrat an DC und wenigen CD3zeta+
Lymphozyten zusammenhing [65]. Dieser Vergleich mit CD3zeta+ T-Lymphozyten war in
unserer Arbeit aufgrund der zu geringen Infiltration durch DC nicht moglich.

Einen Unterschied zwischen Kolon-Karzinomen der Stadien NO gegeniiber N2 konnten wir,
wiederum aufgrund der geringen Anzahl der DC, nicht nachweisen. Ishigami et al.
beschrieben jedoch ein selteneres Auftreten von Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit
Magenkarzinomen, die ein hohes Infiltrat an DC aufwiesen [75], dieselben Ergebnisse
lieferten Takagi et al. fiir Cholangiozellulidre Karzinome [72] und Nakakubo et al. fiir das
Gallenblasenkarzinom [59]. Nakayama et al. filhrten ein héiufigeres Auftreten von LK-
Metastasen auf ein nur geringes Infiltrat an DC zuriick [76].

Die oben genannten Ergebnisse zeigen, dass ein geringes Infiltrat an Dendritischen Zellen
hiufig eine eingeschrinkte zellulire Immunantwort gegeniiber malignen Zellen bedeuten
kann und somit fortschreitendes Tumorwachstum, Metastasierung und kurze Uberlebensraten
begiinstigt werden konnen. Aufgrund der geringen Anzahl an nachweisbaren DC in unseren

Préaparaten konnen wir hierzu keine Aussagen machen.

5.1.6 Das Makrophageninfiltrat

Den Makrophagen werden unterschiedliche Funktionen zugeschrieben. Zum einen dienen sie
als Effektorzellen der Infektabwehr, die wichtigsten Funktionen hierbei sind Phagozytose,
Zytotoxizitdt, Kooperation mit Lymphozyten und Sekretion verschiedenster biologisch
aktiver Produkte [20]. Zum anderen wurde ihnen die Eigenschaft zugeschrieben, Einfluss auf
das Tumorwachstum nehmen zu kénnen, indem sie Angiogenesefaktoren produzieren [77, 78]
und damit das Tumorwachstum fordern. Weiterhin wurde postuliert, dass Tumor-assoziierte
Makrophagen eine komplexe Beziehung mit neoplastischen Zellen eingehen und auf der
einen Seite Wachstumsfaktoren produzieren, auf der anderen Seite aber auch Tumorwachstum
verhindern und neoplastische Zellen zerstéren konnten [79].

Das Makrophageninfiltrat war in unseren Prdparaten vor allem im Tumorstroma lokalisiert
und zwar sowohl in den Kolon-Karzinomen der Stadien NO und N2, als auch in den Fern-
metastasen der Leber. Das Makrophageninfiltrat im Tumorstroma fand sich in dhnlich starker

Auspriagung wie CD4+ und CD8+ T-Zellen.
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Die Anzahl der Makrophagen im Tumor direkt war dagegen nur sehr gering ausgepragt.
Daraus folgern wir, dass infiltrierende Makrophagen keine direkte zytotoxische Wirkung auf
die Tumorzellen haben und diese so einer Phagozytose geschickt entgehen kénnten. Ahnliche
Beobachtungen machten Horny et al. beim duktalen Mamakarzinom [33] und beim
intestinalen Adenokarzinom [44], ebenso Oosterling et al. am Kolon-Karzinom-Modell [80].
Es gibt eine Arbeit, in der die Lokalisation der Makrophagen in Endometrium-Karzinomen
histologisch untersucht wurde. Eine hohe Anzahl an Makrophagen innerhalb von
Tumorzellnestern korrelierte dabei mit einer geringen Rezidivrate nach der Operation. Eine
hohe Anzahl an Makrophagen im Tumorstroma dagegen begiinstigte die Entstehung von
Lymphknotenmetastasen [81]. Ohno et al. ordneten dem Vorkommen von Makrophagen in
Tumorzellnestern eine bessere Prognose zu [82].

In unsereren Untersuchungen lief sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Patienten
ohne und mit Lebermetastasen feststellen. Es zeigten sich hohere Makrophagen-Infiltrationen
in Kolonkarzinomen ohne Fernmetastasen und weniger Makrophagen im Tumorstroma, vor
allem aber auch in Tumorzellnestern bei Patienten mit Lebermetastasen. Somit scheint eine
hohe Anzahl an infiltrierenden Makrophagen mit dem selteneren Auftreten von
Lebermetastasen zu korrelieren.

Beziiglich der Uberlebensrate der Patienten konnten wir keine Korrelation mit dem

Makrophageninfiltrat feststellen.

Einen signifikanten Unterschied in der Anzahl an Makrophagen zwischen Kolon-Karzinomen
des Stadiums NO und N2 konnten wir nicht nachweisen, entgegen der Beobachtung von
Funada et al., die ein hohes Makrophageninfiltrat in kolorektalen Karzinomen ohne
Lymphknotenmetastasen fanden und ein nur geringes Infiltrat bei vorhandenen
Lymphknotenmetastasen [83]. Ahnliche Ergebnisse lieferten auch Tan et al. in ihren
Untersuchungen von Patienten mit kolorektalen Karzinomen [84]. Im Gegensatz dazu
interpretierten Marcus et al. eine hohe Anzahl an Makrophagen als einen Anhalt fiir die
Entstehung von Lymphknotenmetastasen und ein MaB fiir die Aggressivitit in Plattenepithel-
Karzinomen der Mundhdhle und des Oropharynx [85]. All diese Ergebnisse unterstreichen,

dass Makrophagen sowohl tumorférdernd als auch tumorhemmend wirken kénnen.

5.1.7 Die Expression von MHC-1
Es gibt verschiedene Tumorescapemechanismen, durch die sich der Tumor einer

erfolgreichen Immuniiberwachung entziehen kann. Einer davon ist die Herrunterregulierung
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oder der vollstdndige Verlust von MHC-Klasse-I-Molekiilen, wodurch eine Prdsentation von
MHC-Klasse-I-abhéngigen tumorspezifischen Antigenen und damit die zytotoxische
Immunantwort durch T-Lymphozyten erschwert oder verhindert wird [28].

In verschiedenen Arbeiten konnte eine Herabregulation oder der Verlust von MHC-Klasse-I-
Molekiilen in unterschiedlichen Tumoren beschrieben werden. So zum Beispiel in
Mammakarzinomen [86], in kolorektalen Karzinomen [12, 87], in Zervixkarzinomen [88], in
Plattenepithelkarzinomen des Kopf- Halsbereiches [89] oder in nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen [90].

Andererseits konnen Tumorzellen mit herabregulierter oder verlorener MHC-Klasse-I-
Expression von NK-Zellen erkannt und durch diese lysiert werden [91].

Daher bestehen teilweise deutliche Unterschiede in der Bedeutung der MHC-Klasse-I-
Herabregulation flir die Prognose der Patienten. So beschreiben Menon et al. in einer
Untersuchung von kolorektalen Karzinomen eine Korrelation zwischen reduzierter MHC-
Klasse-I-Expression und einem niedrigeren Tumorstadium und einer ldngeren rezidivfreien
Uberlebenszeit. Als Erklirung vermuten sie eine Eleminierung der MHC-I-negativen Zellen
durch Natiirliche Killerzellen oder eine abgeschwéchte Tumoraggressivitit [92].

Dagegen spricht das Ergebnis von Goepel et al., in deren Untersuchungen eine
Herabregulation beziehungsweise ein Verlust von MHC-Klasse-I-Molekiilen in Kolon- und
Mamma-Karzinomen verbunden war mit einer erhdhten Metastasenbildung [93].

Auch in unseren untersuchten Préparaten war eine, allerdings nur gering ausgeprigte
Herabregulation, in wenigen Fillen sogar ein Verlust der MHC-I-Molekiile, zu erkennen.
Jedoch wurden diese auf der Oberfliche der meisten Tumorzellen teils homogen, teils
heterogen eher stark exprimiert und zwar ohne signifikanten Unterschied zwischen
kolorektalen Karzinomen ohne Fernmetastasen und den untersuchten Lebermetastasen. Die
MHC-I-Expression korrelierte dabei nicht mit der Uberlebenszeit der Patienten. Dies kdnnte
bedeuten, dass dieser Escapemechanismus fiir das Kolorektale Karzinom nur eine geringe
Rolle spielt. Eventuell war die Anzahl der von uns untersuchten Préparate auch zu gering, um
einen Zusammenhang zwischen MHC-Klasse-I-Verlust und Uberlebenszeit der Patienten
nachzuweisen.

Ahnliche Ergebnisse existieren auch in einer Arbeit von Menon et al., die kolorektale
Karzinome und Lebermetastasen untersucht haben und in den meisten Féllen keine
Herabregulation oder einen Verlust von MHC-I vorfanden; einen signifikanten Unterschied in
der Expression zwischen den Primédrtumoren und den Lebermetastasen konnten sie ebenfalls

nicht feststellen [94].
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Ebenfalls werden unsere Beobachtungen in der Arbeit von Nijman et al. bestétigt. Sie
analysierten die MHC-I-Expression von Patienten mit serdsem Ovarialkarzinom und stellten
nur bei einer Patientenminderheit Herabregulation fest. Sie fiihrten ihre Ergebnisse auf eine
untergeordnete Bedeutung dieses Escapemachanismus flir diesen Tumor zuriick [95]. Ein
weiterer Bericht, der diese Erkenntnisse unterstiitzt, existiert von Scupoli et al., die in nahezu
allen untersuchten Adenokarzinomen des Pankreas eine Expression von MHC-I-Molekiilen
nachweisen konnten [96]. Ahnliche Ergebnisse veschrieb Bayer in seinen Untersuchungen

des Pankreaskarzinoms [25].

5.1.8 Die Expression des Fas-Liganden

Fas-Ligand (Fas-L) gehort zur Familie der Tumornekrosefaktor-Zelloberflichenrezeptoren.
Das Fas/Fas-L-System ist an der Induktion der Apoptose, des programmierten Zelltodes,
beteiligt.

Aus mehreren Arbeiten verschiedener Autoren geht hervor, dass Fas-L von den Tumorzellen
unterschiedlicher Karzinome exprimiert wird. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass dieses
ein Mechanismus maligner Zellen sein konnte, sich einer erfolgreichen Immunantwort durch
Induktion von Apoptose immunkompetenter Zellen zu entziehen.

Unsere Ergebnisse weisen in dieselbe Richtung, wir untersuchten jedoch die deutlich seltener
beschriebene Form des I6slichen (s) Fas-L. In der Mehrheit der von uns untersuchten Kolon-
Karzinom-Praparate wurde sFas-L sowohl heterogen als auch homogen von den Tumorzellen
exprimiert, von der Hélfte der Priparate sogar missig bis sehr stark. Besonders stark war die
sFas-L-Expression in den Tumorzellbereichen der Lebermetastasen ausgepragt, die
signifikant hoher war, als die Expression in den fernmetastasenfreien Kolon-Karzinomen. Es
konnte ein Zusammenhang bestehen zwischen einer tumorinduzierten Apoptose
immunkompetenter Zellen durch die Expression von Fas-L und der prognostischen
Bedeutung fiir den Patienten hinsichtlich der Entsehung von Fernmetastasen.

Eine hohere sFas-L-Expression in den von uns untersuchten Kolon-Karzinomen mit
positivem Lymphknotenbefall im Vergleich zu NO-Karzinomen konnten wir nicht finden.
Ebenso sahen wir keinen Zusammenhang zwischen einer starken sFas-L-Expression und einer
kiirzeren Uberlebenszeit der Patienten.

Mann et al. untersuchten kolorektale Karzinome und fanden Fas-L auf allen Tumorzellen in
Lebermetastasen, aber nur auf 30-40% der Tumorzellen in Kolon-Karzinomen ohne
Lebermetastasen. Zusitzlich fiel ihnen eine stirkere Herabregulation der TILs in den Kolon-

Karzinomen mit Fernmetastasen auf. Sie interpretierten die Fas-L-Expression als einen
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moglichen Faktor fiir die Entstehung von Fernmetastasen und zwar entweder durch die
Elimination aktivierter TILs {iber Fas-induzierte Apoptose, oder iiber andere, bisher
unbekannte Mechanismen [97].

O'Connell et al. lieferten bereits 1996 ein Beispiel dafiir, dass Tumorzellen in Kolon-
Karzinomen und in einer weiteren Arbeit in Osophaguskarzinomen reichlich die
membrangebundene Form des Fas-L exprimieren und ein signifikanter Zusammenhang mit
der reduzierten Anzahl tumorinfiltrierender Lymphozyten besteht, ,,Fas-counterattack®
genannt [98, 99, 100]. Die Ergebnisse ihrer aktuellen Arbeit zeigen sogar, dass eine
Herabregulation der Fas-L-Expression in Tumorzellen in einer verbesserten immunologischen
Tumorabwehr resultiert [101]. Die Expression von membrangebundenem Fas-L durch
Tumorzellen wurde auch bei Melanomen [102], nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen
[103], Mammakarzinomen [104], Nierenzell-Karzinomen [105] und Pankreas-Karzinomen
[106, 107, 108] bestitigt.

Erst kiirzlich wurde eine Arbeit von Zhang et al verdffentlicht, die &dhnliche, mit unseren
Studien vergleichbare Ergebnisse lieferte, allerdings wurde hier die membrangebundene Form
von Fas-L untersucht: Fas-L. wurde in 62% der untersuchten Kolon-Karzinome und in 100%
der Lebermetastasen exprimiert. Eine hohere Rate an Fas-L wurde auch in fortgeschrittenem
Stadium und bei positivem Lymphknotenbefall entdeckt. Die Autoren vermuten einen
Uberlebensvorteil fiir die Fas-exprimierenden Tumorzellen dadurch, dass sie einer
erfolgreichen Immunantwort entgehen kdnnten und so Tumorwachstum und Metastasierung
begiinstigt werden konnten [109].

Desweiteren beschéftigten wir uns mit der Frage nach einer méglichen Sezernierung des sFas-
Liganden durch die Tumorzellen. In einigen Prdparaten konnte man durchaus den Eindruck
einer, wenn auch minimalen Sezernierung des Fas-L durch die Tumorzellen gewinnen, da
zum Teil eine deutliche in einigen Préparaten auch diffuse, perimembrandse Firbung
vorhanden war. Eine Sezernierung des Fas-L durch die Tumorzellen kénnte der Hinweis auf
einen weiteren immunsuppressiven Mechanismus beim kolorektalen Karzinom sein.

Die Ergebnisse von Song et al. weisen auf eine Sezernierung des 16slichen Fas-L in Kolon-
Karzinomen in vitro hin [110]. Abrahams et al. gelang der Nachweis einer Sezernierung von
Fas-L durch Tumorzellen in Ovarial-Karzinomen in vivo und in vitro, wobei die beschriebene
Form des sezernierten Fas-L von der 16slichen Form sFas-L zu unterscheiden ist [111].

Im Zusammenhang mit unseren Untersuchungen sind die Forschungsergebnisse von
Whiteside et al. interessant. Die Gruppe untersuchte die Expression der membrangebundenen

Form des Fas-L bei Patienten mit Ovarialkarzinomen. Diese war deutlich erhoht bei den
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Tumorpatienten im Gegensatz zu Kontrollseren gesunder Patienten und steht im
Zusammenhang mit der Suppression von T-Lymphozyten und einem Verlust der CD3-zeta-
Expression bei Patienten mit Ovarialkarzinomen. Als Ursache fiir die verminderte Expression
immunkompetenter Zellen sehen sie die Fas-induzierte Apoptose bei Tumorpatienten und
postulieren die Moglichkeit einer neuen Aussage zur Prognose der Patienten und die
Bedeutung fiir die Wahl der Therapie in diesem Zusammenhang [24, 41, 42]. Diese
Hypothese konnte an Hand unserer Ergebnisse ebenfalls zutreffen; jedoch kénnen wir den
Zusammenhang zwischen einer Suppression von T-Lymphozyten und deren Funktionsverlust

durch Fas-induzierte Apoptose nicht beweisen.
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5.2 Vergleich zwischen kolorektalem Karzinom und Pankreaskarzinom

Ausgehend von der deutlich unterschiedlichen Prognose von Pankreas- und Kolonkarzinom-
Patienten und vor dem Hintergrund publizierter Daten, die jedoch keinen direkten Vergleich
der Ergebnisse erlauben, sollte in diesem Projekt das immunzelluldre Infiltrat beider
gastrointestinaler Tumore miteinander verglichen werden. Im Rahmen einer klinischen
Peptidvakzinestudie, die parallel zu unseren Untersuchungen am Klinikum Schleswig-
Holstein, Campus Kiel durchgefiihrt wurde, wurde mit einem synthetischen Muc-1 Polypeptid
und dem Adjuvans SB-AS2 das immunzelluldre Infiltrat in Resektionspréparaten von
Patienten mit einem Pankreaskarzinom untersucht. Die Zielparameter waren groftenteils mit
denen unserer Arbeit identisch und wurden mit vergleichbaren Methoden und nach dhnlichem
Protokoll durchgefiihrt. Aufgrund dieser Bedingungen waren die Untersuchungsergebnisse
fiir einen Vergleich geeignet [25].

In den folgenden Kapiteln wird auf die wichtigsten Ergebnisse des Vergleiches eingegangen.

5.2.1 Das T-Zell-Infiltrat

In den untersuchten Pankreaskarzinomen bestand das immunzelluldre Infiltrat ebenso wie bei
unseren Kolonkarzinom-Praparaten zum iiberwiegenden Teil aus T-Lymphozyten. In beiden
Tumoren war die Zahl der tumorstroma-infiltrierenden T-Lymphozyten signifikant hoher als
die Zahl in den Tumorzellnestern. Dieses Phdnomen des Immunzelltrappings war bei beiden
gastrointestinalen Tumoren zu erkennen und wurde bei Pankreaskarzinomen von von
Bernstorff et al. [17] und bei Kolonkarzinomen auch von Takemoto et al. [112] als ein
entscheidender Einfluss auf die Prognose der Patienten interpretiert.

Sowohl in den Pankreaskarzinomen als auch in den Kolonkarzinomen war ein grofler Anteil
der infiltrierenden T-Lymphozyten funktionell inaktiv, wie dies auch fiir das Erstere von Finn
et al. [113] und fiir das Kolonkarzinom von Mulder et al. [39] beschrieben wurde.

Der Anteil funktionell aktiver zytotoxischer T-Lymphozyten war bei den untersuchten
Patienten mit Papillenkarzinomen doppelt so hoch wie der in duktalen Pankreaskarzinomen,
was Bayer als eine Erkldrung fiir die bessere Prognose von Patienten mit Karzinomen der
Papilla von Vateri interpretierten. Auch unsere Arbeit lieferte das Ergebnis, dass ein
Uberlebensvorteil mit einem hohen Anteil CD3 {+ Lymphozyten einherging, dagegen eine
kiirzere Uberlebensrate von Patienten mit einem reduziertem Infiltrat an aktivierten T-
Lymphozyten korrelierte. Dazu passte auch die signifikant niedrigere Anzahl CD3 (+ Zellen

in den Lebermetastasen und den Kolon-Karzinomen mit vorhandenen Lymph-
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knotenmetastasen, die eine schlechtere Prognose darstellten. In diesem Zusammenhang ist die
Arbeit von Koch et al. zu nennen, welche die tumorabhéngige Aktivitidt von CD8+ und CD4+

TILs in kolorektalen Tumoren untersuchten [114].

5.2.2  Das Infiltrat Natiirlicher Killerzellen

Die klinische Bedeutung der Tumorinfiltration durch NK-Zellen ist noch nicht ausreichend
geklart, so lassen sich in der Literatur unterschiedliche Angaben und zum Teil kontroverse
Ergebnisse finden.

Auch bei uns wichen die Ergebnisse von Pankreas- und Kolonkarzinomen voneinander ab. In
unseren Beobachtungen korrelierte ein Anstieg der NK-Zellen mit steigender Malignitit,
schlechterer Uberlebensrate und dem Vorhandensein von Fernmetastasen; dagegen war eine
hohe Anzahl Natiirlicher Killerzellen bei Pankreaskarzinomen verbunden mit einem
niedrigeren Tumorstadium, fehlenden LK-Metastasen und auch tendenziell mit einer besseren
Prognose. Die Zytotoxizitit dieser Zellen scheint eine wichtige Rolle in der Abwehr von

diesen Karzinomen zu spielen.
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5.2.3 Das Infiltrat Neutrophiler Granulozyten

Unsere Beobachtung eines geschlechtsspezifischen Unterschiedes in der Hohe des Infiltrates
Neutrophiler Granulozyten deckt sich mit den Ergebnissen beim Pankreaskarzinom. Hier
korrelierte ein hoher Anteil Neutrophiler Granulozyten bei weiblichen Patienten mit
Pankreaskarzinom sogar mit einem Uberlebensvorteil. Vergleicht man in unserer Arbeit die
Neutrophilenzahl in den Geschlechtern, so fdllt ein statistisch signifikanter Unterschied bei
den Patienten mit Lebermetastasen auf, wobei das Infiltrat im Tumorstroma von weiblichen
Patienten um ein fiinffaches hoher ist als bei minnlichen Patienten. Ahnliche Ergebnisse
gehen auch aus der Arbeit von Caruso et al. hervor [47]. Einen Zusammenhang mit einem
eventuellen Uberlebensvorteil weiblicher Patienten konnten wir nicht nachweisen, die Anzahl

der vorliegenden Uberlebensdaten von den Patienten mit Lebermetastasen war zu gering.

5.2.4 Das Infiltrat dendritischer Zellen
DC waren in den untersuchten Pankreaskarzinomen wie auch in den Kolonkarzinomen kaum
vorhanden, womit unsere Vermutung, dass ein geringes Infiltrat an DC eine eingeschrinkte

zelluldre Immunantwort gegeniiber malignen Zellen bedeuten kdnnte, bestétigt wird.

5.2.5 Das Makrophageninfiltrat

Hinsichtlich des Makrophageninfiltrates und der Interpretation der Ergebnisse unterschied
sich die Aussage unserer Arbeit von derjenigen von Bayer [25], der ein starkes
Makrophageninfiltrat bei fortgeschrittenem Tumorstadium fand.

Sowohl in den untersuchten Pankreas- als auch in den Kolonkarzinomen war die Infiltration
von Makrophagen insgesamt sehr hoch und vor allem auBerhalb der Tumorzellbereiche
vorhanden.

In unserer Arbeit korrelierte eine hohe Anzahl von Makrophagen mit einem selteneren
Auftreten von Lebermetastasen, was wir auf deren zytotoxische Wirkung zurtickfiihrten.

Wie aus der Arbeit von Bayer hervorgeht, stieg der relative Anteil der Makrophagen am
Infiltrat in den duktalen Pankreaskarzinomen mit zunehmendem T- oder N-Stadium und
ebenso bei Vorliegen einer GefdBinvasion. In Anlehnung an Berichte von Mantovani et al.
und Leek et al. [77, 79] wurde gefolgert, dass eine Forderung der Neoangiogenese von
Tumoren und damit die Erndhrung der Tumorzellen eine mogliche Erkldrung dafiir sein
konnte.

Hier lieB sich also ein deutlicher Unterschied in der Immunbiologie beider gastrointestinaler

Tumoren erkennen.
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5.2.6 Die Expression von MHC-1

Unsere Untersuchungen ergaben, ebenso wie die Untersuchungen am Pankreaskarzinom eine
gering ausgeprigte Herabregulation, in wenigen Fillen sogar ein Verlust der MHC-Klaase-I-
Molekiile. Die Expression dieser Molekiile auf der Oberfliche der meisten Tumorzellen war
teils homogen, teils heterogen eher stark. Die MHC-I-Expression korrelierte dabei nicht mit
der Uberlebenszeit der Patienten. Dies konnte bedeuten, dass dieser Escapemechanismus fiir
das Kolorektale Karzinom, wie auch fiir das Pankreaskarzinom nur eine geringe Rolle spielt.
Damit entsprachen diese Ergebnisse den Untersuchungen von Scupoli et al, die in nahezu
allen untersuchten Adenokarzinomen des Pankreas eine MHC-I-Expression feststellen

konnten [96].

5.2.7 Die Expression des Fas-Liganden

Die Untersuchungen von Bayer ergab eine heterogene Expression des sFas-L auf dem
iiberwiegenden Anteil der Tumorzellen in duktalen Pankreaskarzinomen, wie es auch in
unseren Pridparaten von Kolorektalen Karzinomen der Fall war. Sie folgerten daraus, dass die
Tumorzellen in der Lage sein konnten, attackierende Immunzellen zu lysieren, wobei sie auf
einen Bericht von O’Connell [100] hinwiesen. Ein interessanter Unterschied fiel jedoch in
den Papillenkarzinomen auf. Von nur 10-50% der Tumorzellen wurde sFas-L exprimiert.
Bayer ging daher davon aus, dass ein ,,Counterattack” der malignen Zellen durch diesen
Mechanismus eine weniger bedeutende Rolle zu spielen schien. Dies konnte eine mogliche
Erklarung fiir die bessere Prognose von Papillenkarzinomen im Gegensatz zu duktalen
Pankreasadenokarzinomen sein. Da in unseren Pridparaten der Lebermetastasen eine hohere
sFas-L-Expression zu finden war als in den fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen, konnte
auch hier die Uberlegung zutreffen, dass ein ,,Counterattack® in den Lebermetastasen fiir die
schlechtere Prognose gegeniiber der deutlich besseren Uberlebensrate bei Kolonkarzinomen

des Stadiums MO verantwortlich sein konnte.

5.2.8 Zusammenfassung

Die Ergebnisse unserer Arbeit bestétigen, dal das Immunsystem der Patienten beziiglich der
Abwehr des Tumors eingeschrinkt war, ebenso wie dies die Untersuchungen am
Pankreaskarzinom ergaben. Beide Tumoren scheinen Mechanismen zu benutzen, mit denen
sie sich einer erfolgreichen Immunabwehr entziehen kdnnen. Tumorescapemechanismen
scheinen in beiden Tumorarten eine bedeutende Rolle fiir die eingeschrankte Immunantwort

von Tumorpatienten zu spielen. Dennoch war auch die deutlich unterschiedliche
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Immunbiologie beider gastrointestinaler Tumoren, insbesondere hinsichtlich des Infiltrates an
Makrophagen, der Expression Natiirlicher Killerzellen und der Expression des 16slichen Fas-

Liganden zu erkennen.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist der zweithdufigste bosartige Tumor in Deutschland und die
zweithdufigste Todesursache maligner Erkrankungen. Die Kenntnis des immunzelluldren
Infiltrates sowie immunsuppressiver Molekiile und damit verbundener neuer Prognosemarker
spielen fiir die Entwicklung immuntherapeutischer Anséitze sowie als zuséitzliche
Entscheidungshilfen fiir eine stadiengerechte Behandlung eine wesentliche Rolle.

Ziel dieser Promotionsarbeit war die Charakterisierung des Immunzellinfiltrates hinsichtlich
der Suppression immunkompetenter Zellen und die biologische Auswirkung dieser
Suppression in Abhéngigkeit von klinisch-pathologischen Parametern beim kolorektalen
Karzinom mit und ohne Lymphknotenmetastasen und in Lebermetastasen von Patienten mit
primdrem kolorektalem Karzinom. In der vorliegenden Arbeit wurden 47 Resektionspriparate
von Patienten mit kolorektalem Karzinom (NO und N2 Tumoren, 24 Frauen, 23 Minner, Alter
48 bis 86 Jahre, Durchschnittsalter 66,2 Jahre) sowie 21 Resektionsprdparate von Patienten
mit Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms (8 Frauen, 13 Ménner, Alter 45 bis 79
Jahre, Durchschnittsalter 64 Jahre) histologisch untersucht. Dazu wurden die T-Zellen auf die
Marker CD4, CD8, CD3-¢ und CD3-{ untersucht, weiterhin wurden B-Lymphozyten,
Natiirliche Killerzellen, Neutrophile Granulozyten, Dendritische Zellen und Makrophagen mit
immunhistochemischen Methoden markiert. Zusétzlich wurde die Expression der 16slichen
Form des Fas-Liganden und der MHC-I-Molekiile im Hinblick auf mdogliche
Tumorescapemechanismen untersucht. Einen weiteren Aspekt dieser Promotionsarbeit stellte
der Vergleich unserer Ergebnisse mit denjenigen des Pankreaskarzinoms dar, die von einer
weiteren Arbeitsgruppe in unserem Labor parallel gewonnen wurden.

Die Ergebnisse unserer Arbeit bestétigen, dal das Immunsystem der Patienten beziiglich der
Abwehr des Tumors eingeschriankt ist:

Das immunzelluldre Infiltrat der NO-Tumoren unterschied sich nicht signifikant von N2-
Tumoren; am hiufigsten fanden sich CD4+ und CD8+ Lymphozyten, gefolgt von
Neutrophilen Granulozyten und deutlich weniger NK-Zellen. Makrophagen und B-
Lymphozyten waren selten, Dendritische Zellen nur ausnahmsweise vorhanden. Insgesamt
waren die Immunzellen bevorzugt im Tumorstroma und weniger in den Tumorzellbereichen
lokalisiert. Dendritische Zellen konnten vereinzelt im Tumorstroma und kaum in
unmittelbarer Ndhe von Tumorzellen nachgewiesen werden. Eine Infiltration von

Makrophagen in die Tumorzellbereiche fehlte fast vollstindig, war im umgebenden
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Tumorstroma aber sehr viel stirker ausgepragt. Dieses ,,Gefangen-sein® der Immunzellen im
Tumorstroma wird als ,,Trapping* bezeichnet. Auch Lymphozyten, NK-Zellen und
Neutrophile Granulozyten zeigten das Phdnomen des ,, Jmmunzelltrappings®.

Ahnliche Ergebnisse lieferten die Untersuchungen am Pankreaskarzinom.

Die schlechtere Abwehrlage von Kolonkarzinompatienten mit Fernmetastasen spiegelte sich
im immunzelluldren Infiltrat wieder: In den Lebermetastasen zeigte sich ein signifikant
niedrigeres Infiltrat an T-Zellen, NK-Zellen, Neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
im Vergleich zu den fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen. Allerdings fanden sich B-
Lymphozyten als Zellen der Th2-Antwort ebenso signifikant hdufiger wie HLA-unabhingige
NK-Zellen, die knapp ein Drittel der Zellpopulation stellten. Professionelle Zellen der
Antigenprésentation fehlten fast vollstindig.

Die Anzahl an Makrophagen in den fernmetastasenfreien Kolonkarzinomen war im Vergleich
zu den Lebermetastasen besonders hoch. In den duktalen Pankreaskarzinomen stieg dagegen
der relative Anteil der Makrophagen am Gesamtinfiltrat mit zunehmendem Tumorstadium an.
Interessante Ergebnisse lieferte der Vergleich des Neutrophileninfiltrates zwischen den
Geschlechtern: Es fillt ein statistisch signifikantes fiinffach hoheres Neutrophilen-Infiltrat im
Tumorstroma der Lebermetastasen weiblicher Patienten auf, verglichen mit dem ménnlicher
Patienten. Ein sexueller Dimorphismus ist bei verschiedenen Krankheitsbildern bereits
bekannt, fiir Tumorerkrankungen ist dieses Gebiet jedoch noch sehr unzureichend untersucht,
konnte jedoch interessante Aufschliisse hinsichtlich der Tumorimmunitét liefern.

Es ist bekannt, dass durch so genannte Tumorescapemechanismen der Tumor in der Lage ist,
sich einer erfolgreichen Immunantwort zu entziehen. Interessant war in diesem
Zusammenhang ein genereller signifikanter Verlust aktivierter T-Lymphozyten (gemessen an
der Expression der &-Kette des T-Zellrezeptors) in den Kolonkarzinomen. Ebenso war ein
signifikant geringeres Infiltrat aktivierter T-Lymphozyten in den Lebermetastasen und den
Kolonkarzinomen mit Lymphknotenmetastasen, verglichen mit den metastasenfreien
Tumoren, festzustellen. Einen signifikanten Uberlebensvorteil zeigten Patienten mit einem
hohen Anteil aktivierter T-Lymphozyten, Patienten mit niedrigem Infiltrat zeigten eine
signifikant kiirzere Uberlebenszeit. Damit konnte der Verlust der CD3&-Kette als neuer
negativer Prognosemarker fiir das Kolonkarzinom herausgearbeitet werden.

Bei den Patienten mit Papillenkarzinomen war der Anteil funktionell aktiver zytotoxischer T-
Lymphozyten doppelt so hoch wie der in den prognostisch schlechteren duktalen

Pankreaskarzinomen. Diese Ergebnisse bieten Erfolg versprechende Ansatzpunkte fiir
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immuntherapeutische Konzepte, die vor allem auf eine Wiederherstellung der T-Zellfunktion
gerichtet sein miissen.

Von der Mehrheit der Kolonkarzinome wurde die selten untersuchte Form des 16slichen Fas-
Liganden exprimiert. Die Expression in den Tumorzellbereichen der Lebermetastasen war
signifikant stirker als in metastasenfreien Kolonkarzinomen. Dies konnte eine vermehrte
Induktion von Fas-induzierter Apoptose immunkompetenter Zellen in den Lebermetastasen
und damit eine vermehrte lokale Immunsuppression bedeuten. In einigen Praparaten konnte
der Eindruck einer Sezernierung des sFas-Liganden durch die Tumorzellen gewonnen
werden, was einen weiteren immunsuppressiven Mechanismus des Tumors darstellen konnte.

Die Untersuchungen der duktalen Pankreaskarzinome zeigten ebenfalls eine Expression des
sFas-Liganden auf dem {iberwiegenden Anteil der Tumorzellen. Jedoch exprimierten nur 10-
50% der Tumorzellen in Papillenkarzinomen sFas-Ligand. Dies konnte eine Erklarung fiir die
bessere Prognose von Papillenkarzinomen gegeniiber duktalen Pankreaskarzinomen sein.

In der Literatur wird die Herabregulierung der MHC-I-Molekiile als ein weiterer
Tumorescapemechanismus beschrieben. In den von uns untersuchten Préparaten war dieser
Mechanismus gering ausgeprégt, in wenigen Féllen war ein Verlust der MHC-I-Molekiile zu
erkennen. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen kolorektalen Karzinomen ohne
Fernmetastasen und den untersuchten Lebermetastasen, ebenso korrelierte die MHC-I-
Expression nicht mit der Uberlebenszeit der Patienten. Vermutlich spielt dieser
Escapemechanismus fiir das kolorektale Karzinom nur eine geringe Rolle.

Generell zeigen die Ergebnisse unserer Arbeit, sowie die Ergebnisse der untersuchten
Pankreaskarzinome die enge Verkniipfung zwischen Immunititslage des Patienten und der
Tumorausprigung sowie dem Uberleben: Die lokale Immunsuppression durch maligne Zellen
ist signifikant mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Dies bietet Erfolg versprechende
Ansatzpunkte fiir immuntherapeutische Konzepte, die vor allem auf eine Wiederherstellung

der T-Zellfunktion und Aktivierung der Antigenprasentation gerichtet sein miissen.
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Anhang

Allgemeine Erlduterungen zu den folgenden Tabellen:

p-Wert = Irrtumswahrscheinlichkeit

p < 0,1 = schwach signifikant, p < 0,05 = signifikant, p < 0,01 = hoch-signifikant,
p < 0,001 = hochst-signifikant

Gruppe 1 = Kolonkarzinom, Gruppe 2 = Lebermetastasen

U-Zeit = Uberlebenszeit in Monaten

Th1 = Patienten vorbehandelt, Th2 = Patienten nachbehandelt

T-H = Tumorhotspots, S-H = Stromahotspots, SC T-H = Scoring Tumorhotspots,
SC S-H = Scoring Stromahotspots, SC T = Scoring Tumor, SC S = Scoring Stroma.
h1 = heterogen, h2 = homogen

Status = Uberlebensstatus: 3 = lebte noch zum Zeitpunkt der Datenanalyse, 1 = Todesursache

war nicht der Tumor, 0 = Todesursache war der Tumor
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Tabelle 7: Gesamtdaten

Nr. | Praparat Gruppe [U-zeit | Status. |Th1 |Th2 Geschl. [G|T |N |M |R |OP-Datum

1 8086/01 1 50 3 w 213]0fJ0fO0 17.04.2001
2 27006/99 1 68 m 213[0]0]0O0 13.10.1999
3 11430/01 1 48 3 w 213]J]0fJ0foO 01.06.2001
4 24565/99 1 75 3 m 213]0fJ0fO0 17.09.1999
5 22354/99 1 12 0 w 212]12]0fO0 18.07.2000
6 22355/99 1 w 2]13]0]J]0f0O

7 26826/99 1 68 3 m 213[0]0]0O0 12.10.1999
8 28339/00 1 12 0 5FU/FA m 213[2]0]0 13.10.2000
9 13436/00 1 w 212]0fJ0foO0

10 18492/02 1 18 0 m 2|13]2]0fO0 26.08.2002
11 33081/99 1 19 0 w 213]12]0fO0

12 20756/02 1 30 0 Ch m 21212 ]071]60 25.09.2002
13 34318/00 1 54 3 m 213[0]0]0O 11.12.2000
14 27922/00 1 w 213]0fJ0fO0

15 18939/99 1 w 213]J]0fJ0foO

16 24962/02 1 5 0 w 21212 ]0fO0 20.11.2002
17 12432/02 1 36 3 5FU/FA w 21312 ]| X]0 06.06.2002
18 34216/00 1 4 0 w 21212 ]0fO0 11.12.2000
19 8298/00 1 23 0 5FU/FA m 213[2]0]0 17.03.2000
20 18312/99 1 77 3 m 213]J]0fJ0foO 12.07.1999
21 10287/00 1 Ra m 213[0]0]O0

22 28924/00 1 31 1 Ra/Ch m 213]2 1 0 19.10.2000
23 4379/01 1 13 0 m 2|13]2(]0fO0 26.02.2001
24 9576/00 1 30 0 5FU/FA w 213[0]0]O0 31.03.2000
25 20066/00 1 59 3 w 2]13]0]0f0O 19.07.2000
26 7734/00 1 63 3 w 213[0]0]O0 13.03.2000
27 17077/99 1 6 0 w 213]J]0fJ0foO 30.06.1999
28 19442/99 1 4 0 w 212]10]071]0 22.07.1999
29 25909/99 1 w 2|1210]071]0O0 01.10.1999
30 25521/99 1 73 3 m 213[0]J0]0O 28.09.1999
31 20822/00 1 28 1 m 213[0]0]O0 26.07.2000
32 14515/99 1 78 3 Ch m 213[2]0]0 03.06.1999
33 29903/00 1 m 213[0]0]O0 13.10.2000
34 17054/01 1 46 3 Ch w 212]12]0fO0 16.08.2001
35 12599/01 1 48 m 213J0]0]0O 18.06.2001
36 26190/00 1 m 213[2]0]0

37 2465/02 1 w 2|13]2]0fO0

38 4543/00 1 4 0 5FU/FA m 213]0]0]O0 14.02.2000
39 19487/02 1 26 0 Ch w 2|13]2]0fO0 09.09.2002
40 32709/99 1 72 3 Ra/Ch m 21212 ]0]0 08.12.1999
41 13045/01 1 w 213[0]0]O0 25.06.2001
42 18117/99 1 m 2|13]2]0fO0

43 21521/01 1 1 0 m 213[2]0]0 18.10.2001
44 2923/00 1 64 3 w 21210 X]O0 28.01.2000
45 20101/99 1 77 3 w 213]0]0]O0 29.07.1999
46 14875/00 1 m 213[2]0]0

47 32327/99 1 50 0 w 21410 X]O0 03.12.1999
48 6888/02 2 m

49 16050/02 2 w

50 14656/02 2 Cc w

51 16186/02 2 m

52 23984/02 2 Ra w

53 12695/02 2 w

54 17106/02 2 m

55 1328/02 2 m

56 1647/02 2 m 2

57 9574/02 2 w

58 18466/02 2 m

59 15931/01 2 17 0 Ch w 2 01.08.2001
60 3631/02 2 m

61 22519/01 2 103 3 m 25.10.1996
62 11235/02 2 3 Ch m

63 19493/01 2 3 m

64 3451/01 2 m 2

65 15899/02 2 35 3 Chh w 22.07.2002
66 9879/02 2 w

67 9982/01 2 18 0 5FU/FA m 2 14.05.2001
68 1704/02 2 30 0 Ch m 23.01.2002
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Tabelle 8: Test auf Normalverteilung,

Tabelle 9: Test auf Normalverteilung,

Kolon-CA Lebermetastasen
Merkmal p-Wert | Signifikanz Merkmal p-Wert | Signifikanz
CD4 T-H 0,241 nicht-signifikant CD4 T-H 0,078 | schwachsignifikant
CD4 S-H 0,428 nicht-signifikant CD4 S-H 0,565 nicht-signifikant
CD4SCT 0,001 hdchst-signifikant CD4SCT 0,002 hoch-signifikant
CD4 SC S 0,002 hoch-signifikant CD4 SCS 0,037 signifikant
CD4 SC T-H 0,001 hdchst-signifikant CD4 SC T-H 0,003 hoch-signifikant
CD4 SC S-H 0,001 hdchst-signifikant CD4 SC S-H 0,001 | héchst-signifikant
CD8 T-H 0,222 nicht-signifikant CD8 T-H 0,073 | schwachsignifikant
CD8 S-H 0,666 nicht-signifikant CD8 S-H 0,966 nicht-signifikant
CD8SCT 0,001 hdchst-signifikant CD8SCT 0,009 hoch-signifikant
CcD8SCS 0,001 hochst-signifikant CcDh8SCS 0,327 nicht-signifikant
CD8 SC T-H 0,002 hoch-signifikant CD8 SC T-H 0,051 | schwachsignifikant
CD8 SC S-H 0,001 hochst-signifikant CD8 SC S-H 0,149 nicht-signifikant
CD16 T-H 0,06 [ schwachsignifikant CD16 T-H 0,885 nicht-signifikant
CcD16 S-H 0,023 signifikant CD16 S-H 0,69 nicht-signifikant
CD16SCT 0,053 | schwachsignifikant CD16SCT 0,179 nicht-signifikant
CD16SC S 0,062 | schwachsignifikant CD16 SC S 0,315 nicht-signifikant
CD16 SC T-H 0,029 signifikant CD16 SC T-H 0,1 schwachsignifikant
CD16 SC S-H 0,023 signifikant CD16 SC S-H 0,079 | schwachsignifikant
CD79 T-H 0,017 signifikant CD79 T-H 0,111 nicht-signifikant
CD79 S-H 0,001 CD79 S-H 0,711 nicht-signifikant
CD79SCT 0,001 hdchst-signifikant CD79SCT 0,209 nicht-signifikant
CD79SC S 0,004 hoch-signifikant CD79SC S 0,29 nicht-signifikant
CD79 SC T-H 0,001 hochst-signifikant CD79 SC T-H 0,236 nicht-signifikant
CD79 SC S-H 0,011 hoch-signifikant CD79 SC S-H 0,19 nicht-signifikant
CD3eT-H 0,151 nicht-signifikant CD3eT-H 0,124 nicht-signifikant
CD3 ¢ S-H 0,883 nicht-signifikant CD3 ¢ S-H 0,978 nicht-signifikant
CD3eSCT 0,003 hoch-signifikant CD3eSCT 0,106 nicht-signifikant
CD3eSCS 0,001 hochst-signifikant CD3eSCS 0,052 | schwachsignifikant
CD3e¢SCT-H 0,004 hoch-signifikant CD3e¢SCT-H 0,055 | schwachsignifikant
CD3 ¢ SC S-H 0,007 hoch-signifikant CD3 ¢ SC S-H 0,052 | schwachsignifikant
CD3zeta T-H 0,296 nicht-signifikant CD3zeta T-H 0,29 nicht-signifikant
CD3zeta S-H 0,47 nicht-signifikant CD3zeta S-H 0,92 nicht-signifikant
CD3zetaSC T 0,001 héchst-signifikant CD3zetaSC T 0,025 signifikant
CD3zeta SC S 0,001 hdchst-signifikant CD3zeta SC S 0,105 nicht-signifikant
CD3zeta SC T-H 0,001 hdchst-signifikant CD3zeta SC T-H | 0,025 signifikant
CD3zeta SC S-H 0,001 hdchst-signifikant CD3zeta SC S-H | 0,105 nicht-signifikant
KIMY2 T-H 0,4 nicht-signifikant KIMY2 T-H 0,135 nicht-signifikant
KIMY2 S-H 0,284 nicht-signifikant KIMY2 S-H 0,493 nicht-signifikant
KIMY2SC T 0,05 signifikant KIMY2SC T 0,298 nicht-signifikant
KIMY2 SC S 0,028 signifikant KIMY2 SC S 0,146 nicht-signifikant
KIMY2 SC T-H 0,055 [ schwachsignifikant KIMY2 SC T-H 0,49 nicht-signifikant
KIMY2 SC S-H 0,007 hoch-signifikant KIMY2 SC S-H 0,009 hoch-signifikant
CD83SCT CD83SCT
CD83 SC S CD83 SC S
KIM4 SC T KIM4 SC T
KIM4 SC S KIM4 SC S
KIM1SCT 0,001 hdchst-signifikant KIM1SCT 0,001 hoch-signifikant
KIM1 SC S 0,006 hoch-signifikant KIM1 SC S 0,166 nicht-signifikant
W6/32 SC T h1 0,001 hdchst-signifikant W6/32 SC T h1 0,766 nicht-signifikant
W6/32 SC S h2 0,001 hdchst-signifikant W6/32 SC Sh2 | 0,001 hoch-signifikant
FAS-L SC T h1 0,02 signifikant FAS-L SC T h1
FAS-L SC T h2 0,064 | schwachsignifikant FAS-L SC T h2
KL1 SC T h1 0,001 hdchst-signifikant KL1 SC T h1
KL1 SC T h2 KL1 SCT h2
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Tabelle 10: Test auf Normalverteilung

Tabelle 11: Test auf Normalverteilung

Kolon-CA, NO Kolon-CA, N2
p- p-

Merkmal Wert | Signifikanz Merkmal Wert | Signifikanz
CD4 T-H 0,57 nicht-signifikant CD4 T-H 0,45 nicht-signifikant
CD4 S-H 0,871 nicht-signifikant CD4 S-H 0,385 nicht-signifikant
CD4SCT 0,022 signifikant CD4SCT 0,021 signifikant
CD4 SC S 0,012 signifikant CD4 SC S 0,249 nicht-signifikant
CD4 SC T-H 0,033 signifikant CD4 SC T-H 0,118 nicht-signifikant
CD4 SC S-H 0,006 hoch-signifikant CD4 SC S-H 0,151 nicht-signifikant
CD8 T-H 0,314 nicht-signifikant CD8 T-H 0,79 nicht-signifikant
CD8 S-H 0,754 nicht-signifikant CD8 S-H 0,834 nicht-signifikant
CD8SCT 0,005 hoch-signifikant CD8SCT 0,136 nicht-signifikant
CD8 SC S 0,006 hoch-signifikant CD8 SC S 0,252 nicht-signifikant
CD8 SC T-H 0,018 signifikant CD8 SCT-H 0,226 nicht-signifikant
CD8 SC S-H 0,01 hoch-signifikant CD8 SC S-H 0,104 nicht signifikant
CD16 T-H 0,097 | schwach-signifikant CD16 T-H 0,504 nicht-signifikant
CD16 S-H 0,24 nicht-signifikant CD16 S-H 0,19 nicht-signifikant
CD16SCT 0,148 nicht-signifikant CD16SCT 0,317 nicht-signifikant
CD16 SC S 0,073 | schwach-signifikant CD16 SC S 0,27 nicht-signifikant
CD16 SC T-H 0,171 nicht-signifikant CD16 SCT-H | 0,345 nicht-signifikant
CD16 SC S-H 0,037 signifikant CD16 SC S-H 0,416 nicht-signifikant
CD79 T-H 0,016 signifikant CD79 T-H 0,104 nicht-signifikant
CD79 S-H 0,006 hoch-signifikant CD79 S-H 0,037 signifikant
CD79SCT 0,046 signifikant CD79SCT 0,013 signifikant
CD79SC S 0,08 | schwach-signifikant CD79SC S 0,212 nicht-signifikant
CD79 SC T-H 0,046 signifikant CD79 SC T-H 0,009 hoch-signifikant
CD79 SC S-H 0,121 nicht-signifikant CD79 SC S-H 0,116 nicht-signifikant
CD3eT-H 0,216 nicht-signifikant CD3eT-H 0,763 nicht-signifikant
CD3 ¢ S-H 0,96 nicht-signifikant CD3 ¢ S-H 0,989 nicht-signifikant
CD3eSCT 0,021 signifikant CD3eSCT 0,233 nicht-signifikant
CD3¢SCS 0,017 signifikant CD3eSCS 0,12 nicht-signifikant
CD3e¢SCT-H 0,057 | schwach-signifikant CD3¢SCT-H 0,085 | schwach-signifikant
CD3 ¢ SC S-H 0,038 signifikant CD3¢SCS-H | 0,314 nicht-signifikant
CD3¢T-H 0,733 nicht-signifikant CD3¢T-H 0,727 nicht-signifikant
CD3 ¢ S-H 0,727 nicht-signifikant CD3 ¢ S-H 0,592 nicht-signifikant
CD3¢SCT 0,041 signifikant CD3¢SCT 0,064 | schwach-signifikant
CD3¢SCS 0,053 | schwachsignifikant CD3¢SC S 0,011 hoch-signifikant
CD3¢SCT-H 0,041 signifikant CD3¢SCT-H | 0,064 | schwach-signifikant
CD3 ¢ SC S-H 0,053 [ schwachsignifikant CD3¢SCS-H | 0,011 hoch-signifikant
KIMY2 T-H 0,612 nicht-signifikant KIMY2 T-H 0,591 nicht-signifikant
KIMY2 S-H 0,56 nicht-signifikant KIMY2 S-H 0,373 nicht-signifikant
KIMY2SC T 0,151 nicht-signifikant KIMY2SC T 0,594 nicht-signifikant
KIMY2 SC S 0,211 nicht-signifikant KIMY2 SC S 0,143 nicht-signifikant
KIMY2 SC T-H 0,219 nicht-signifikant KIMY2 SC T-H | 0,515 nicht-signifikant
KIMY2 SC S-H 0,068 | schwach-signifikant KIMY2 SC S-H | 0,159 nicht-signifikant
CD83SCT CD83SCT
CD83 SC S CD83 SC S
KIM4 SC T KIM4 SC T
KIM4 SC S KIM4 SC S
KIM1SCT 0,094 | schwach-signifikant KIM1SCT 0,016 signifikant
KIM1 SC S 0,059 | schwach-signifikant KIM1 SC S 0,166 nicht-signifikant
W6/32 SC T h1 0,003 hoch-signifikant W6/32 SC T h1 0,02 signifikant
W6/32 SC S h2 0,006 hoch-signifikant W6/32 SC S h2
FAS-L SCT h1 0,049 signifikant FAS-LSCTh1 | 0,792 nicht-signifikant
FAS-L SCT h2 0,11 nicht-signifikant FAS-L SCTh2 | 0,019 signifikant
KL1 SC T h1 KL1 SC T h1 0,004 hoch-signifikant
KL1 SC T h2 KL1 SC T h2
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Tabelle 12: U-Test Kolon-CA/Lebermetastasen Tabelle 13: U-Test NO/N2

Merkmale p-Werte | Signifikanz Merkmale p-Werte | Signifikanz

CD4 T-H 0,001 hochst-signifikant CD4 T-H 0,145 nicht-signifikant
CD4 s-H 0,001 hdchst-signifikant CD4 S-H 0,677 nicht-signifikant
CD4sSCT 0,761 nicht-signifikant CD4sCT 0,126 nicht-signifikant
CD4sCS 0,51 nicht-signifikant CD4sCsS 0,482 nicht-signifikant
CD4 SC T-H 0,809 nicht-signifikant CD4 SC T-H 0,205 nicht-signifikant
CD4 SC S-H 0,312 nicht-signifikant CD4 SC S-H 0,37 nicht-signifikant
CD8 T-H 0,001 hdchst-signifikant CD8 T-H 0,615 nicht-signifikant
CD8 S-H 0,001 héchst-signifikant CD8 S-H 0,757 nicht-signifikant
CD8SCT 0,033 signifikant CD8SCT 0,191 nicht-signifikant
CD8 SC S 0,325 nicht-signifikant CD8 SC S 0,241 nicht-signifikant
CD8 SC T-H 0,057 | schwach-signifikant CD8 SC T-H 0,14 nicht-signifikant
CD8 SC S-H 0,279 nicht-signifikant CD8 SC S-H 0,202 nicht-signifikant
CD16 T-H 0,001 hdchst-signifikant CD16 T-H 0,945 nicht-signifikant
CD16 S-H 0,001 hochst-signifikant CD16 S-H 0,681 nicht-signifikant
CD16SCT 0,185 nicht-signifikant CD16SCT 0,396 nicht-signifikant
CD16 SC S 0,161 nicht-signifikant CD16 SC S 0,737 nicht-signifikant
CD16 SCT-H 0,107 nicht-signifikant CD16 SC T-H 0,462 nicht-signifikant
CD16 SC S-H 0,118 nicht-signifikant CD16 SC S-H 0,834 nicht-signifikant
CD79 T-H 0,077 | schwach-signifikant CD79 T-H 0,55 nicht-signifikant
CD79 S-H 0,006 hoch-signifikant CD79 S-H 1,001 nicht-signifikant
CD79SCT 0,108 nicht-signifikant CD79SCT 0,288 nicht-signifikant
CD79SC S 0,242 nicht-signifikant CD79SC S 0,426 nicht-signifikant
CD79 SC T-H 0,192 nicht-signifikant CD79 SC T-H 0,148 nicht-signifikant
CD79 SC S-H 0,309 nicht-signifikant CD79 SC S-H 0,32 nicht-signifikant
CD3eT-H 0,001 héchst-signifikant CD3eT-H 0,691 nicht-signifikant
CD3 ¢ S-H 0,605 nicht-signifikant CD3 ¢ S-H 0,475 nicht-signifikant
CD3e SCT 0,776 nicht-signifikant CD3eSCT 0,885 nicht-signifikant
CD3eSCS 0,06 schwach-signifikant CD3eSCS 0,482 nicht-signifikant
CD3eSCT-H 0,795 nicht-signifikant CD3eSCT-H 0,901 nicht-signifikant
CD3 ¢ SC S-H 0,024 signifikant CD3 e SC S-H 0,602 nicht-signifikant
CD3¢T-H 0,001 héchst-signifikant CD3¢T-H 0,032 signifikant
CD3 ¢ S-H 0,821 nicht-signifikant CD3¢ S-H 0,188 nicht-signifikant
CD3¢SCT 0,001 hdchst-signifikant CDg¢SCT 0,121 nicht-signifikant
CD3¢SCS 0,015 signifikant CD3¢SCS 0,029 signifikant
CD3¢SCT-H 0,001 hdchst-signifikant CD3¢SCT-H 0,121 nicht-signifikant
CD3 ¢ SC S-H 0,015 signifikant CD3¢SC S-H 0,029 signifikant
KIMY2 T-H 0,001 hdchst-signifikant KIMY2 T-H 0,666 nicht-signifikant
KIMY2 S-H 0,044 signifikant KIMY2 S-H 0,572 nicht-signifikant
KIMY2SC T 0,008 hoch-signifikant KIMY2SC T 0,851 nicht-signifikant
KIMY2 SC S 0,03 signifikant KIMY2 SC S 0,762 nicht-signifikant
KIMY2 SC T-H 0,015 signifikant KIMY2 SC T-H 0,912 nicht-signifikant
KIMY2 SC S-H 0,006 hoch-signifikant KIMY2 SC S-H 0,469 nicht-signifikant
CD83SCT 1,001 nicht-signifikant CD83SCT 1,001 nicht-signifikant
CD83 SC S 1,001 nicht-signifikant CD83 SC S 1,001 nicht-signifikant
KIM4 SC T 1,001 nicht-signifikant KIM4 SC T 1,001 nicht-signifikant
KIM4 SC S 1,001 nicht-signifikant KIM4 SC S 1,001 nicht-signifikant
KIM1SCT 0,021 signifikant KIM1SCT 0,881 nicht-signifikant
KIM1 SC S 0,044 signifikant KIM1 SC S 0,709 nicht-signifikant
W6/32 SC T h1 0,709 nicht-signifikant W6/32 SC T h1 0,386 nicht-signifikant
W6/32 SC S h2 0,242 nicht-signifikant W6/32 SC S h2 0,236 nicht-signifikant
FAS-L SC T h1 0,244 nicht-signifikant FAS-L SC T h1 0,854 nicht-signifikant
FAS-L SC T h2 0,001 hochst-signifikant FAS-L SC T h2 0,001 héchst-signifikant
KL1SC T h1 0,001 hdchst-signifikant KL1SCT h1 0,201 nicht-signifikant
KL1SCT h2 1,001 nicht-signifikant KL1SCTh2 1,001 nicht-signifikant
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Tabelle 14: Uberlebensdatenstatistik, Log-Rank-Test, Kolonkarzinom

n | Mittelwert|s Median | 25.Perzentile | 75.Perzentile | low | high | Log Rank p
CD4 T-H 31 5,68 1,87 6 5 7 21| 10 0,361
CD4 S-H 31| 49,65 |[13,7 51 44 58 16 | 15 0,607
CD4SCT 31 2,35 1,23 2 1 4 221 9 0,684
CD4 SC S 31 3,52 1,26 4 2 5 23| 8 0,9
CD8 T-H 31 7,77 2,77 8 5 11 211 10 0,972
CD8 S-H 31| 47,16 |[15,9 49 32 59 16 | 15 0,329
CD8SCT 31 3,55 1,46 4 2 5 21| 10 0,451
CD8 SC S 31 3,81 1,14 4 3 5 211 10 0,280
CD3z T-H 31 7,26 4,24 7 4 9 19| 12 0,001
CD3z S-H 31 27 1 12 31 21 38 16 | 15 0,724
CD3zSCT 31 3,42 1,41 4 2 4 25| 6 0,085
CD3zSC S 31 3,74 1,48 4 3 5 211 10 0,031
CD3e T-H 31 11,58 [4,19 11 9 14 19| 12 0,185
CD3e S-H 31| 60,13 |18,5 58 45 72 16 | 15 0,569
CD3eSCT 31 3,48 1,21 4 2 4 24| 7 0,744
CD3e SC S 31 4,03 1,05 4 4 5 21| 10 0,924
CD16 T-H 29 4.1 2,59 4 2 6 191 10 0,887
CD16 S-H 29| 13,79 (10,9 12 6 16 18 | 11 0,777
CD16 SCT 29 3,52 1,62 4 2 5 20 9 0,754
CD16 SC S 29 3,86 1,77 4 2 5 16| 13 0,792
CD79 T-H 30 1,9 1,35 2 1 2,25 23| 7 0,492
CD79 S-H 30 5 7,01 2,5 1,75 5 151 15 0,131
CD79SCT 30 1,43 0,77 1 1 2 18 | 12 0,838
CD79SC S 30 1,7 1,06 2 1 2 26| 4 0,331
KIMASC T 31 0,16 0,37 0 0 0 26| 5
KIM4 SC S 31 1 0 1 1 1 31| O
CD83SCT 31 0,9 0,3 1 1 1 311 O
CD83 SC S 31 1 0 1 1 1 311 O
KIMY2 T-H 31 5,84 2,42 6 3 8 18 | 13 0,639
KIMY?2 S-H 31| 38,13 |15,7 39 23 28 16 | 15 0,915
KIMY2 SC T 31 3,97 1,35 4 3 5 21| 10 0,259
KIMY2 SC S 31 5,03 0,98 5 4 6 19| 12 0,386
KIM1ISCT 31 1,39 1,17 1 1 2 21| 10 0,553
KIM1 SC S 31 4,06 1,79 5 2 6 23] 8 0,837
W6/32SC Th1 |11 5,18 1,33 6 4 6
W6/32 SC Th2 |20 5,6 0,82 6 6 6
FasL SC T h1 15 1,27 0,79 1 1 1
FasL SC T h2 14 4,14 2,41 5 3 6
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Tabelle 15a : CD4, Kolonkarzinom

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 1 58 4 5 4 4
2 27006/99 1 5 74 4 5 4 5
3 11430/01 1 5 72 4 5 4 5
4 24565/99 1 8 54 5 5 5 5
5 22354/99 1 6 60 2 5 2 4
6 22355/99 1 4 48 2 2 2 2
7 26826/99 1 8 52 2 4 4 4
8 28339/00 1 6 48 2 4 2 4
9 13436/00 1 5 47 2 4 2 4
10 18492/02 1 4 60 2 5 1 5
11 33081/99 1 5 36 2 2 1 2
12 20756/02 1 4 44 2 5 1 5
13 34318/00 1 6 60 2 5 2 5
14 27922/00 1 6 52 2 4 2 4
15 18939/99 1 5 56 2 5 2 5
16 24962/02 1 8 47 2 2 2 2
17 12432/02 1 6 57 2 2 2 2
18 34216/00 1 7 76 2 5 4 5
19 8298/00 1 5 53 2 3 2 3
20 18312/99 1 8 42 2 4 4 4
21 10287/00 1 6 33 2 2 2 2
22 28924/00 1 3 26 2 1 1 1
23 4379/01 1 9 52 2 4 4 4
24 9576/00 1 7 49 2 4 4 4
25 20066/00 1 5 48 2 2 2 2
26 7734/00 1 7 23 2 1 1 1
27 17077/99 1 5 40 2 4 1 4
28 19442/99 1 7 30 2 2 1 2
29 25909/99 1 8 44 2 5 1 4
30 25521/99 1 4 31 2 2 1 2
31 20822/00 1 4 33 2 4 1 4
32 14515/99 1 5 52 2 4 1 4
33 29903/00 1 2 48 2 4 1 4
34 17054/01 1 4 49 2 4 1 4
35 12599/01 1 7 52 2 4 2 4
36 26190/00 1 6 54 2 4 3 4
37 2465/02 1 5 48 2 3 2 3
38 4543/00 1 8 63 2 4 4 4
39 19487/02 1 5 45 2 2 2 2
40 32709/99 1 5 72 2 2 3 5
41 13045/01 1 13 | 64 2 4 5 4
42 18117/99 1 4 60 2 5 2 5
43 21521/01 1 1 12 2 4 1 2
44 2923/00 1 5 48 2 4 2 2
45 20101/99 1 6 51 2 2 2 3
46 14875/00 1 5 46 2 3 3 2
47 32327/99 1 6 55 2 3 1 2
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Tabelle 15b: CD4, Lebermetastasen

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H | S-H CT|SCS |SCT-H |SCS-H
48 6888/02 2 1 24 2 2 1 2
49 16050/02 2 2 17 2 2 2 2
50 14656/02 2 1 21 2 4 2 4
51 16186/02 2 8 44 2 4 2 4
52 23984/02 2 2 14 2 4 1 4
53 12695/02 2 5 10 2 4 2 4
54 17106/02 2 3 42 2 5 2 4
55 1328/02 2 2 23 2 4 2 4
56 1647/02 2 1 31 1 5 1 5
57 9574/02 2 3 40 2 4 2 4
58 18466/02 2 5 24 4 5 4 4
59 15931/01 2 10 | 38 6 6 5 5
60 3631/02 2 1 25 1 2 1 2
61 22519/01 2 2 38 2 4 2 4
62 11235/02 2 3 28 2 4 2 4
63 19493/01 2 3 18 2 4 2 4
64 3451/01 2 2 48 4 6 2 4
65 15899/02 2 6 12 2 2 2 4
66 9879/02 2 3 40 1 4 1 4
67 9982/01 2 5 43 2 4 4 5
68 1704/02 2 3 13 2 2 2 4
Tabelle 16a: CD8, Kolonkarzinom

Nummer | Praparat | Gruppe|T-H | S-H CT|SCS [SCT-H [SC S-H
1 8086/01 1 8 31 5 4 4 4
2 27006/99 1 9 65 5 5 5 5
3 11430/01 1 8 55 4 5 4 5
4 24565/99 1 11 77 5 5 5 5
5 22354/99 1 5 49 1 4 1 4
6 22355/99 1 5 23 2 2 2 2
7 26826/99 1 7 32 2 2 2 2
8 28339/00 1 11 64 5 5 5 5
9 13436/00 1 4 34 1 4 1 4
10 18492/02 1 11 38 4 3 4 3
11 33081/99 1 7 32 2 2 1 1
12 20756/02 1 11 54 5 5 4 4
13 34318/00 1 8 52 4 4 3 3
14 27922/00 1 6 46 4 4 4 4
15 18939/99 1 8 41 4 4 4 4
16 24962/02 1 2 27 1 2 1 2
17 12432/02 1 7 48 5 4 5 4
18 34216/00 1 10 | 70 5 5 5 5
19 8298/00 1 8 69 2 4 2 4
20 18312/99 1 11 35 5 4 5 4
21 10287/00 1 8 62 4 4 4 4
22 28924/00 1 5 46 2 2 2 2
23 4379/01 1 4 59 2 4 2 4
24 9576/00 1 7 29 4 4 4 4
25 20066/00 1 14 | 33 5 4 5 2
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Fortsetzung Tabelle 16a

Nummer | Praparat | Gruppe| T-H | S-H [SCT| SCS | SCT-H | SC S-H
26 7734/00 1 8 28 2 2 2 2
27 17077/99 1 5 41 4 3 4 3
28 19442/99 1 11 52 5 5 5 5
29 25909/99 1 5 57 4 4 4 4
30 25521/99 1 5 54 4 5 4 5
31 20822/00 1 7 35 3 4 3 4
32 14515/99 1 8 56 4 4 4 4
33 29903/00 1 7 45 4 4 3 4
34 17054/01 1 9 37 4 4 4 4
35 12599/01 1 5 76 2 5 2 5
36 26190/00 1 17 | 39 6 5 5 4
37 2465/02 1 6 38 1 3 1 3
38 4543/00 1 7 64 4 5 4 4
39 19487/02 1 4 20 2 2 1 1
40 32709/99 1 4 27 1 2 1 2
41 13045/01 1 9 50 4 4 4 4
42 18117/99 1 5 36 2 2 2 2
43 21521/01 1 7 61 4 5 4 5
44 2923/00 1 11 77 5 5 5 5
45 20101/99 1 7 40 4 4 4 4
46 14875/00 1

47 32327/99 1 5 51 1 2 1 2
48 6888/02 2 1 18 2 2 4 4
49 16050/02 2 1 8 1 2 1 2
50 14656/02 2 7 18 2 4 2 4
51 16186/02 2 2 34 2 6 2 6
52 23984/02 2 1 5 2 2 2 2
53 12695/02 2 3 11 2 4 2 4
Tabelle 16b: CDS, Lebermetastasen

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS | SCT-H |SC S-H
54 17106/02 2 6 33 4 6 4 6
55 1328/02 2 4 31 4 6 4 6
56 1647/02 2 0 41 0 6 0 6
57 9574/02 2 1 22 2 4 2 4
58 18466/02 2 6 25 6 6 4 4
59 15931/01 2 6 22 6 6 4 4
60 3631/02 2 5 25 4 6 4 6
61 22519/01 2 1 12 2 4 2 4
62 11235/02 2 2 22 2 4 2 4
63 19493/01 2 2 19 4 4 4 4
64 3451/01 2 1 27 2 4 2 4
65 15899/02 2 1 8 1 2 1 2
66 9879/02 2 2 18 2 2 4 2
67 9982/01 2 2 32 2 5 2 5
68 1704/02 2 1 11 2 2 2 2
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Tabelle 17a: CD3 epsilon, Gruppe 1, Kolonkarzinom
Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 11 69 4 4 4 4
2 27006/99 1 10 88 2 5 2 5
3 11430/01 1 9 61 2 5 2 5
4 24565/99 1 15 1 73 5 5 5 5
5 22354/99 1 4 72 4 6 4 6
6 22355/99 1 9 31 4 3 2 3
7 26826/99 1 23 91 5 5 4 5
8 28339/00 1 19 | 90 5 5 4 5
9 13436/00 1 5 38 1 2 1 2
10 18492/02 1 7 72 2 4 2 4
11 33081/99 1 10 | 65 2 4 2 4
12 20756/02 1 10 57 4 4 2 3
13 34318/00 1 12 72 4 4 4 4
14 27922/00 1 12 60 2 4 2 2
15 18939/99 1 11 64 4 4 4 4
16 24962/02 1 13 | 45 3 4 2 4
17 12432/02 1 14 84 5 5 5 5
18 34216/00 1 9 55 2 4 2 3
19 8298/00 1 8 46 2 4 1 4
20 18312/99 1 9 37 2 2 2 2
21 10287/00 1 16 79 4 4 4 4
22 28924/00 1 16 39 4 3 4 3
23 4379/01 1 12 | 89 5 5 4 5
24 9576/00 1 9 54 4 4 2 2
25 20066/00 1 17 | 84 5 5 4 5
26 7734/00 1 17 | 49 4 4 5 4
27 17077/99 1 7 32 2 4 2 1
28 19442/99 1 19 | 89 5 5 5 5
29 25909/99 1 9 87 4 5 3 5
30 25521/99 1 10 | 41 3 4 3 4
31 20822/00 1 9 51 4 4 4 4
32 14515/99 1 12 50 4 4 4 4
33 29903/00 1 6 70 1 2 1 2
34 17054/01 1 11 42 3 2 3 2
35 12599/01 1 10 | 71 2 6 2 6
36 26190/00 1 17 73 5 5 4 4
37 2465/02 1 8 42 2 2 2 2
38 4543/00 1 11 58 4 4 4 4
39 19487/02 1 7 30 1 2 1 2
40 32709/99 1 9 32 2 2 2 2
41 13045/01 1 12 | 44 2 4 2 4
42 18117/99 1 8 35 2 2 2 2
43 21521/01 1 11 51 3 2 3 2
44 2923/00 1 16 | 70 4 4 4 4
45 20101/99 1 9 43 4 4 2 4
46 14875/00 1 10 55 4 5 4 5
47 32327/99 1 9 61 4 5 4 5
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Tabelle 17b: CD3 epsilon, Lebermetastasen

Nummer | Priparat | Gruppe| T-H| T-S[{SCT| SCS| SCT-H| SC S-H
48 6888/02 2 1 46 2 4 2 4
49 16050/02 2 1 30 1 2 1 2
50 14656/02 2 1 72 2 6 2 6

51 16186/02 2 1 71 2 6 2 6
52 23984/02 2 1 19 2 2 2 2
53 12695/02 2 3 15 4 2 4 2
54 17106/02 2 5 102 4 6 4 6
55 1328/02 2 7 45 4 4 4 4
56 1647/02 2 1 79 2 6 2 6
57 9574/02 2 2 57 4 4 4 4
58 18466/02 2 9 51 6 6 6 6
59 15931/01 2 14 56 6 6 6 6
60 3631/02 2 2 75 2 6 2 6

61 22519/01 2 1 40 1 4 1 4
62 11235/02 2 2 23 2 2 2 2
63 19493/01 2 7 46 4 6 2 6
64 3451/01 2 13 99 5 6 5 6
65 15899/02 2 1 77 2 6 2 6
66 9879/02 2 3 86 5 4 5 4
67 9982/01 2 3 60 4 4 4 4
68 1704/02 2 4 25 4 4 4 4
Tabelle 18a: CD3 zeta, Kolonkarzinom

Nummer Préparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 15 40 5 5 5 5
2 27006/99 1 8 44 4 5 4 5
3 11430/01 1 3 40 2 5 2 5
4 24565/99 1 15 41 5 6 5 6
5 22354/99 1 7 38 4 4 4 4
6 22355/99 1 7 10 2 2 2 2
7 26826/99 1 11 22 5 5 5 5
8 28339/00 1 6 23 3 4 3 4
9 13436/00 1 5 24 2 4 2 4
10 18492/02 1 0 0 0 0 0 0
11 33081/99 1 4 5 4 2 4 2
12 20756/02 1 6 22 4 4 4 4
13 34318/00 1 9 39 4 5 4 5
14 27922/00 1 12 39 5 5 5 5
15 18939/99 1 5 22 2 2 2 2
16 24962/02 1 7 34 4 4 4 4
17 12432/02 1 3 29 2 2 2 2
18 34216/00 1 7 39 4 5 4 5
19 8298/00 1 7 38 3 3 3 3
20 18312/99 1 17 32 5 5 5 5
21 10287/00 1 11 38 5 5 5 5
22 28924/00 1 8 39 4 4 4 4
23 4379/01 1 16 41 5 5 5 5
24 9576/00 1 7 23 4 4 4 4
25 20066/00 1 8 34 3 4 3 4
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Fortsetzung Tabelle 18a

Nummer Préparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
26 7734/00 1 9 21 4 4 4 4
27 17077/99 1 2 12 1 1 1 1
28 19442/99 1 6 32 2 3 2 3
29 25909/99 1 6 33 4 5 4 5
30 25521/99 1 8 34 5 5 5 5
31 20822/00 1 11 22 4 4 4 4
32 14515/99 1 8 18 4 4 4 4
33 29903/00 1 3 24 2 2 2 2
34 17054/01 1 4 14 2 2 2 2
35 12599/01 1 5 41 4 5 4 5
36 26190/00 1 10 | 25 5 5 5 5
37 2465/02 1 8 36 3 4 3 4
38 4543/00 1 7 31 4 4 4 4
39 19487/02 1 5 39 4 4 4 4
40 32709/99 1 10 | 22 4 4 4 4
41 13045/01 1 11 29 5 5 5 5
42 18117/99 1 3 22 2 4 2 4
43 21521/01 1 0 0 0 0 0 0
44 2923/00 1 7 34 4 5 4 5
45 20101/99 1 8 22 4 4 4 4
46 14875/00 1 0 0 0 0 0 0
47 32327/99 1 3 21 2 4 2 4

Tabelle 18b:

CD3 zeta, Lebermetastasen

Nummer | Praparat | Gruppe| T-H| T-S|SCT| SCS| SCT-H| SC S-H
48 6888/02 2 1 31 1 4 1 4
49 16050/02 2 2 15 1 1 1 1
50 14656/02 2 2 29 2 4 2 4
51 16186/02 2 2 42 2 5 2 5
52 23984/02 2 1 11 1 1 1 1
53 12695/02 2 1 19 2 2 2 2
54 17106/02 2 1 19 1 2 1 2
55 1328/02 2 1 12 1 1 1 1
56 1647/02 2 1 21 1 2 1 2
57 9574/02 2 3 39 2 2 2 2
58 18466/02 2 5 62 4 5 4 5
59 15931/01 2 11 34 6 6 6 6
60 3631/02 2 2 28 2 4 2 4
61 22519/01 2 5 30 2 4 2 4
62 11235/02 2 3 28 2 2 2 2
63 19493/01 2 0 0 0 0 0 0
64 3451/01 2 4 45 2 2 2 2
65 15899/02 2 3 19 2 2 2 2
66 9879/02 2 5 48 4 4 4 4
67 9982/01 2 9 41 4 4 4 4
68 1704/02 2 1 21 1 2 1 2
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Tabelle 19a: CD 79a, Kolonkarzinom

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 0 0 0 0 0 0
2 27006/99 1 1 1 1 1 1 1
3 11430/01 1 1 2 1 1 1 1
4 24565/99 1 1 4 1 4 1 4
5 22354/99 1 1 1 1 1 1 1
6 22355/99 1 3 1 2 1 2 1
7 26826/99 1 6 30 2 4 2 4
8 28339/00 1 2 2 2 2 2 2
9 13436/00 1 1 2 1 2 1 2
10 18492/02 1 0 2 0 1 0 1
11 33081/99 1 4 10 1 2 1 2
12 20756/02 1 1 2 2 2 2 2
13 34318/00 1 3 12 3 3 3 3
14 27922/00 1 2 4 3 3 3 3
15 18939/99 1 2 2 2 2 2 2
16 24962/02 1 1 5 1 2 1 2
17 12432/02 1 3 3 1 1 1 1
18 34216/00 1 2 4 2 2 1 1
19 8298/00 1 1 2 1 1 1 1
20 18312/99 1 1 0 1 0 1 0
21 10287/00 1 2 1 1 1 1 1
22 28924/00 1 1 1 1 1 1 1
23 4379/01 1 3 26 2 4 2 4
24 9576/00 1 1 1 1 1 1 1
25 20066/00 1 1 2 1 2 1 2
26 7734/00 1 2 2 1 1 1 1
27 17077/99 1 2 7 1 2 1 2
28 19442/99 1 2 12 1 2 1 2
29 25909/99 1 2 2 2 1 2 1
30 25521/99 1 2 3 2 2 2 2
31 20822/00 1 2 2 2 2 2 2
32 14515/99 1 2 2 2 2 2 2
33 29903/00 1 0 0 0 0 0 0
34 17054/01 1 1 1 1 1 1 1
35 12599/01 1 5 38 4 6 4 5
36 26190/00 1 3 3 1 2 1 2
37 2465/02 1 3 13 1 1 1 1
38 4543/00 1 5 3 2 1 2 1
39 19487/02 1 2 5 1 2 1 2
40 32709/99 1 0 3 0 1 0 1
41 13045/01 1 2 13 1 2 1 2
42 18117/99 1 1 0 1 0 1 0
43 21521/01 1 3 3 3 2 2 2
44 2923/00 1 1 1 1 1 1 1
45 20101/99 1 2 3 2 2 2 2
46 14875/00 1 1 1 1 0 1 0
47 32327/99 1
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Tabelle 19b: CD79a, Lebermetastasen

Nummer | Praparat [ Gruppe| T-H[S-H [scT] scs| sc T-H] sc s-H
48 6888/02 | 2 0 0 0 0 0
49 16050/02| 2 1 | 2 | 1 1 1 1
50 14656/02| 2 4 [ 10| 1 2 1 2
51 16186/02| 2 6 | 18| 4 4 3 3
52 23984/02| 2 o [ o] o 0 0 0
53 12695/02| 2 2 | 9 | 2 2 2 2
54 17106/02| 2 2 | 12 ] 1 2 1 2
55 1328/02 | 2 4 | 3| 2 1 1 1
56 1647/02 | 2 1 |15 | 1 3 1 3
57 9574/02 | 2 1 1 1 1 1 1
58 18466/02| 2 3 [ 12] 4 4 3 3
59 15931/01| 2 16 | 31 | 4 4 3 4
60 3631/02 | 2 2 | 9 | 2 2 2 2
61 22519/01| 2 1 | 3 | 1 1 1 1
62 11235/02| 2 3 [ 9] 2 2 2 2
63 19493/01| 2 1 [ o[ 1 0 1 0
64 3451/01 2 5 [ 12 ] 2 2 2 2
65 15899/02| 2 4 [ 15 ] 2 2 2 2
66 9879/02 | 2 4 |11 ] 2 2 2 2
67 9982/01 2 4 [ 11 ] 4 4 3 3
68 1704/02 | 2 3 |13 ] 3 3 2 2

Tabelle 20a: CD16, Kolonkarzinom

Nummer | Prparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 5 9 5 5 4 4
2 27006/99 1 2 4 4 4 4 4
3 11430/01 1 9 38 6 6 5 6
4 24565/99 1 1 3 1 1 1 1
5 22354/99 1 10 | 40 5 6 5 6
6 22355/99 1 2 2 2 2 1 1
7 26826/99 1 5 12 2 2 2 2
8 28339/00 1 7 16 5 5 5 5
9 13436/00 1 3 8 3 3 3 3
10 18492/02 1 7 12 6 6 5 5
11 33081/99 1 4 11 1 1 1 1
12 20756/02 1 9 21 4 5 4 5
13 34318/00 1 3 16 2 4 2 4
14 27922/00 1 3 11 2 5 2 4
15 18939/99 1 5 33 5 5 5 5
16 24962/02 1 3 8 2 2 2 2
17 12432/02 1 4 7 4 4 4 4
18 34216/00 1 1 1 1 1 1 1
19 8298/00 1 4 15 5 5 4 4
20 18312/99 1 3 10 4 4 4 4
21 10287/00 1 2 3 2 2 2 2
22 28924/00 1 1 4 1 1 1 1
23 4379/01 1 2 6 3 3 3 3
24 9576/00 1 3 14 4 4 4 4
25 20066/00 1 4 18 4 4 4 4
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Fortsetzung Tabelle 20a, Kolonkarzinom

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
26 7734/00 1 3 9 5 5 5 5
27 17077/99 1 1 3 2 2 2 2
28 19442/99 1 2 5 4 4 4 4
29 25909/99 1 1 5 2 2 2 2
30 25521/99 1 7 34 6 6 5 5
31 20822/00 1 1 8 1 4 1 4
32 14515/99 1 1 3 1 1 1 1
33 29903/00 1 3 17 4 4 4 4
34 17054/01 1 6 12 5 5 5 5
35 12599/01 1 6 9 4 4 3 3
36 26190/00 1 1 7 1 1 1 1
37 2465/02 1 2 8 1 4 1 3
38 4543/00 1

39 19487/02 1 1 5 2 2 2 2
40 32709/99 1 2 15 3 6 2 4
41 13045/01 1 7 12 5 4 5 4
42 18117/99 1 3 10 4 6 4 6
43 21521/01 1 6 39 4 6 4 5
44 2923/00 1 4 12 4 5 3 5
45 20101/99 1 2 6 2 2 1 1
46 14875/00 1 1 12 1 3 1 3
47 32327/99 1

Tabelle 20b: CD16, Lebermetastasen

Nummer | Priparat | Gruppe| T-H| S-H{SCT| SCS| SCT-H| SC S-H
48 6888/02 2 1 5 1 1 1 1
49 16050/02 2 4 12 2 2 2 2
50 14656/02 2 5 31 4 4 4 4
51 16186/02 2 10 | 36 4 4 4 4
52 23984/02 2 5 16 2 3 2 3
53 12695/02 2 7 30 5 5 5 5
54 17106/02 2 9 34 5 5 5 5
55 1328/02 2 8 31 5 5 4 4
56 1647/02 2 1 20 1 4 1 4
57 9574/02 2 9 19 5 4 5 4
58 18466/02 2 8 26 5 5 5 4
59 15931/01 2 8 28 5 6 4 5
60 3631/02 2 7 40 4 6 4 5
61 22519/01 2 6 20 4 4 4 4
62 11235/02 2 3 35 2 5 2 4
63 19493/01 2 4 19 2 3 2 3
64 3451/01 2 12 | 21 5 5 5 5
65 15899/02 2 11 30 6 6 6 6
66 9879/02 2 4 20 2 4 2 4
67 9982/01 2 7 20 4 4 4 4
68 1704/02 2 9 36 5 6 5 6
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Tabelle 21a: KiMy2, Kolonkarzinom

Nummer | Priparat | Gruppe|T-H |S-H [SCT|SCS |SCT-H |SC S-H
1 8086/01 1 6 44 4 5 2 4
2 27006/99 1 6 13 3 4 2 2
3 11430/01 1 9 68 5 6 4 5
4 24565/99 1 3 26 4 4 4 4
5 22354/99 1 6 66 4 6 4 6
6 22355/99 1 3 23 4 5 3 5
7 26826/99 1 3 23 2 4 2 3
8 28339/00 1 10 | 24 6 5 5 4
9 13436/00 1 6 54 4 6 4 5
10 18492/02 1 9 56 6 6 5 5
11 33081/99 1 7 48 4 6 2 4
12 20756/02 1 3 58 3 6 2 6
13 34318/00 1 7 36 4 6 4 5
14 27922/00 1 7 40 4 4 4 4
15 18939/99 1 10 | 36 6 6 5 5
16 24962/02 1 3 47 2 5 2 4
17 12432/02 1 11 12 5 4 4 3
18 34216/00 1 3 20 4 4 4 4
19 8298/00 1 6 22 4 5 4 4
20 18312/99 1 4 21 4 5 4 4
21 10287/00 1 9 15 6 4 5 3
22 28924/00 1 5 11 3 3 3 3
23 4379/01 1 5 18 5 4 5 4
24 9576/00 1 7 51 4 5 3 4
25 20066/00 1 7 43 4 5 4 4
26 7734/00 1 3 25 2 6 2 4
27 17077/99 1 8 21 5 4 4 4
28 19442/99 1 9 39 6 5 5 5
29 25909/99 1 5 55 4 6 3 4
30 25521/99 1 3 61 2 6 1 5
31 20822/00 1 1 19 2 4 2 3
32 14515/99 1 7 38 3 4 3 4
33 29903/00 1 8 39 3 5 3 4
34 17054/01 1 4 35 2 5 2 4
35 12599/01 1 6 29 4 5 3 4
36 26190/00 1 5 21 3 3 3 3
37 2465/02 1 6 29 5 5 4 4
38 4543/00 1 3 18 2 2 2 2
39 19487/02 1 5 25 4 5 3 5
40 32709/99 1 8 48 6 6 5 6
41 13045/01 1 4 23 2 5 2 3
42 18117/99 1 4 57 4 6 3 4
43 21521/01 1 6 46 5 6 4 5
44 2923/00 1 5 47 4 6 3 5
45 20101/99 1 8 50 6 6 5 5
46 14875/00 1 3 53 2 6 2 5
47 32327/99 1 3 46 2 4 1 1
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Tabelle 21b: KiMy?2, Lebermetastasen

Nummer | Priparat | Gruppe| T-H| S-H{SCT| SCS| SCT-H| SC S-H
48 6888/02 2 1 9 1 2 1 1
49 16050/02 2 4 15 2 4 2 4
50 14656/02 2 1 6 1 2 1 2
51 16186/02 2 1 20 2 4 2 4
52 23984/02 2 1 21 1 3 1 2
53 12695/02 2 3 52 4 5 3 4
54 17106/02 2 4 31 3 5 3 4
55 1328/02 2 6 32 5 6 4 5
56 1647/02 2 1 18 1 2 1 1
57 9574/02 2 3 29 4 5 3 2
58 18466/02 2 4 26 5 5 4 4
59 15931/01 2 5 35 5 5 4 4
60 3631/02 2 3 26 4 5 4 2
61 22519/01 2 2 27 3 4 3 4
62 11235/02 2 1 57 1 5 1 4
63 19493/01 2 1 11 1 4 1 2
64 3451/01 2 3 29 4 5 4 4
65 15899/02 2 2 29 2 4 2 3
66 9879/02 2 1 24 2 4 2 4
67 9982/01 2 5 27 5 5 4 4
68 1704/02 2 1 31 2 6 2 4
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Tabelle 22a: CD83,Kolon-CA Tabelle 22b: CD83, Lebermetastasen
Nr. | Priparat | Gruppe|[SC T SCS Nr. | Praparat | Gruppe [SCT |SCS
1| 8086/01 48| 6888/02
2|27006/99 49116050/02
3[11430/01 50| 14656/02
4124565/99 51(16186/02
5(22354/99 52(23984/02
6 [ 22355/99 53] 12695/02
10| 18492/02 54 {17106/02
11133081/99 55| 1328/02
12120756/02 56| 1647/02
13134318/00 57| 9574/02

14 [ 27922/00 58 | 18466/02

15[18939/99 59115931/01

16 | 24962/02 60| 3631/02

17112432/02 61[22519/01

18 [ 34216/00 62| 11235/02

19| 8298/00 63 | 19493/01

NINININININDNINDNINDNINDNINDNININDNINDNINDNININDNINDNINDNINDNININ
[ N SN s J [ N [PUE \y JE N JUEE \y JRE N Y o J (PSS N (U N [P Ny QS N Y e J PSS N [P N I J [SE N REE Ny VL Ny QIR
AlalalalalalalalalalalalmalalalAlAalalAa|Aa~

20[18312/99 64| 3451/01

21110287/00 65 | 15899/02
22(28924/00 66 | 9879/02
23| 4379/01 67| 9982/01

24| 9576/00 68 [ 1704/02
2520066/00

26| 7734/00

27 [17077/99

28[19442/99

29[25909/99

30 [25521/99

31[20822/00

32[14515/99

33[29903/00

34 [ 17054/01

35[12599/01

36 [ 26190/00

37| 2465/02

38| 4543/00

39[19487/02

40 [ 32709/99

41[13045/01

42[18117/99

43[21521/01

441 2923/00

45120101/99

_— | | e e [ [ [ e e e @ @ @ @ (@ @ @ @ @ @@ @ @@ @@ @@ @ @@ @@ @@ e e e e - -
RN RN PEEN PEEN RN JEEN PEEN PEEN RN PEEN) U\ I\ RN PN RN RN Fen J) JEE N (SN PEENS PEENY S\ PEE\S DU\ EEN PEENY Fon J) RN PSRN PEENY PEEN UKW PEENS FIENY JEEN Voo J) PR IR JEENS JUENS PEEN RN PN
—_— ]t | |y [ [ [ [ | | | | e | e [ e e e | e | e e e e e e e e e e | e | e | e e e e e e e | e | e e [ - -

46 [ 14874/00

47132327/ 1 1 1
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Tabelle 23a: KiM4, Kolon-CA Tabelle 23b: KiM4, Lebermetastasen
Nr.| Prparat |Gruppe|SCT |[SCS Nr.| Praparat | Gruppe |[SCT |SCS
1| 8086/01 48| 6888/02 2 0 1
2| 27006/99 49116050/02 2 0 1
3| 11430/01 50 | 14656/02 2 0 1
41 24565/99 51(16186/02 2 0 1
5| 22354/99 52(23984/02 2 0 1
6| 22355/99 53| 12695/02 2 0 1
10| 18492/02 54 (17106/02 2 0 1
111 33081/99 55| 1328/02 2 0 1
121 20756/02 56| 1647/02 2 0 1
131 34318/00 57| 9574/02 2 0 1
14 | 27922/00 58 | 18466/02 2 1 1
151 18939/99 59 (15931/01 2 0 1
16| 24962/02 60| 3631/02 2 0 1
171 12432/02 61122519/01 2 1 1
18| 34216/00 62 [ 11235/02 2 0 1
19| 8298/00 63| 19493/01 2 0 1
20| 18312/99 64| 3451/01 2 1 1
211 10287/00 65115899/02 2 0 1
22| 28924/00 66| 9879/02 2 0 1
23| 4379/01 67| 9982/01 2 0 1
24| 9576/00 68| 1704/02 2 0 1
25| 20066/00
26| 7734/00

27| 17077/99

28| 19442/99

29| 25909/99

30 | 25521/99

31 20822/00

32| 14515/99

33 | 29903/00

34 [ 17054/01

35| 12599/01

36 | 26190/00

37| 2465/02

38| 4543/00

39| 19487/02

40| 32709/99

41 [ 13045/01

42| 18117/99

43 21521/01

441 2923/00

451 20101/99

46| 14874/00

G [\ I ) K\ S\ K\ K\ VK [V [P (U [P\ [PUE Y [P UK\ K\ K [IE Q) IS VK Q) K G [IE QY (IR Q) I [NIE\ U K JEEN K UK UK KN SN NN UGy U\ IS\ IS Q) IR\ RE) EE ) SR R IR
OO0~ O|CO|O|OCO|O|O|m,|O|0O|OOCO|IO|O|m[O|OOCO|O|O|mO|IOO|r|O|O|CO|0O|O|r|OO|O|O|~|O|OC|OC
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Tabelle 24a: KiM1, Kolon-CA

Tabelle 24b: KiM1, Lebermetastasen

Nr.| Prparat |Gruppe|SCT |[SCS Nr.|Praparat |Gruppe|SCT |SCS
1| 8086/01 1 1 6 48| 6888/02 2 0 0
2| 27006/99 1 2 4 49| 16050/02 2 1 4
3] 11430/01 1 1 6 50| 14656/02 2 1 6
4| 24565/99 1 2 6 511 16186/02 2 1 2
5] 22354/99 1 2 6 52| 23984/02 2 0 2
6| 22355/99 1 1 2 53] 12695/02 2 1 6
10| 18492/02 1 0 1 541 17106/02 2 0 5
11] 33081/99 1 1 2 55| 1328/02 2 0 2
12 20756/02 1 0 3 56| 1647/02 2 1 4
13| 34318/00 1 2 6 57| 9574/02 2 1 2
14 | 27922/00 1 1 5 58| 18466/02 2 1 2
15] 18939/99 1 0 2 591 15931/01 2 1 5
16| 24962/02 1 2 6 60| 3631/02 2 1 2
17| 12432/02 1 4 4 61| 22519/01 2 0 2
18| 34216/00 1 1 5 62| 11235/02 2 1 4
19| 8298/00 1 1 5 63| 19493/01 2 0 0
20) 18312/99 1 1 5 64| 3451/01 2 1 5
211 10287/00 1 1 5 65| 15899/02 2 0 2
22 28924/00 1 1 5 66| 9879/02 2 1 1
23| 4379/01 1 1 5 67| 9982/01 2 1 4
24| 9576/00 1 1 2 68| 1704/02 2 1 4
25 20066/00 1 4 4
26| 7734/00 1 1 5
27| 17077/99 1 1 3
28] 19442/99 1 2 6
29| 25909/99 1 2 5
30] 25521/99 1 2 5
31 20822/00 1 2 6
32] 14515/99 1 1 4
33| 29903/00 1 1 5
341 17054/01 1 1 5
35| 12599/01 1 0 5
36| 26190/00 1 1 5
37| 2465/02 1 0 4
38| 4543/00 1 0 2
39| 19487/02 1 0 0
40| 32709/99 1 2 5
41| 13045/01 1 0 2
42| 18117/99 1 2 5
43| 21521/01 1 1 2
441 2923/00 1 1 4
451 20101/99 1 1 2
46 | 14874/00 1 1 1
47| 32327/99 1 1 4
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Tabelle 25a: W6/32, Kolon-CA

Tabelle 25b: W6/32, Lebermetastasen

Nr. | Praparat | Gruppe |[SCTh1l [SCTh2 Nr. | Praparat [Gruppe |SCThl [SCTh2
1] 8086/01 1 4 4816888/02 2 6
2|27006/99 1 6 49116050/02 2 6
3[11430/01 1 6 50 | 14656/02 2 4
4124565/99 1 6 51(16186/02 2 4
5(22354/99 1 6 52(23984/02 2 6
6|22355/99 1 2 53(12695/02 2 6
10| 18492/02 1 6 54 {17106/02 2 4
11133081/99 1 6 55(1328/02 2 6
12120756/02 1 6 56 [ 1647/02 2 6
13134318/00 1 6 57 (9574/02 2 6
14127922/00 1 6 58 [ 18466/02 2 6
15118939/99 1 6 59(15931/01 2 6
16 | 24962/02 1 6 60 [ 3631/02 2 6
17112432/02 1 4 61]22519/01 2 4
18134216/00 1 6 62 |11235/02 2 4
19| 8298/00 1 6 63 | 19493/01 2 4
20]18312/99 1 6 64 | 3451/01 2 6
21110287/00 1 6 65 | 15899/02 2 6
22 128924/00 1 4 66 [ 9879/02 2 6
23| 4379/01 1 2 67 [ 9982/01 2 6
24| 9576/00 1 4 68 [ 1704/02 2 6
25120066/00 1 6

26| 7734/00 1 4

27117077/99 1 6

28119442/99 1 6

291 25909/99 1 6

30]25521/99 1 6

31120822/00 1 3

32114515/99 1 6

33]29903/00 1 6

34117054/01 1 6

35(12599/01 1 6

36|26190/00 1 6

37| 2465/02 1 4

38| 4543/00 1 6

39119487/02 1 6

401 32709/99 1 5

41113045/01 1 4

42118117/99 1 6

43121521/01 1 4

441 2923/00 1 4

45120101/99 1 6

46| 14875/00 1 6

47132327/99 1 6
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Tabelle 26a: FasL, Kolon-CA

Tabelle 26b: FasL, Lebermetastasen

Nr. | Préparat | Gruppe[SCThl |SCTh2 Nr. | Praparat [Gruppe|SCThl |SCTh2
1] 8086/01 1 6 4816888/02 2 6
2127006/99 1 6 49116050/02 2 4
3| 11430/01 1 6 50 [ 14656/02 2 6
41 24565/99 1 4 51(16186/02 2 6
5|22354/99 1 0 52(23984/02 2 6
6 | 22355/99 1 4 53[12695/02 2 4
101 18492/02 1 6 54 (17106/02 2 6
111 33081/99 1 55(1328/02 2 4
12| 20756/02 1 1 56 [ 1647/02 2 6
131 34318/00 1 1 57 [9574/02 2 6
141 27922/00 1 6 58 [ 18466/02 2 6
151 18939/99 1 1 59 (15931/01 2 6
16 | 24962/02 1 2 60]3631/02 2 6
171 12432/02 1 0 611]22519/01 2 6
181 34216/00 1 1 62]11235/02 2 6
191 8298/00 1 0 63]19493/01 2 4
201 18312/99 1 6 64 |3451/01 2 6
21110287/00 1 1 65]15899/02 2 6
22| 28924/00 1 1 66 | 9879/02 2 6
23| 4379/01 1 1 6719982/01 2 4
241 9576/00 1 1 68| 1704/02 2 4
25120066/00 1 1
26| 7734/00 1 6
271 17077/99 1 1
281 19442/99 1 4
291 25909/99 1 6
30 | 25521/99 1 1
31|20822/00 1 6
32|14515/99 1 6
33{29903/00 1 6
341 17054/01 1 1
35| 12599/01 1 1
36 | 26190/00 1 4
37| 2465/02 1 1
38| 4543/00 1 4
39| 19487/02 1 1
40| 32709/99 1 1
411 13045/01 1 6
42118117/99 1 4
43121521/01 1 1
44 2923/00 1 1
45120101/99 1 4
46| 14875/00 1 0
47| 32327/99 1 4
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