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1. Einleitung

Zahlreiche Krankheiten des Menschen kdnnen in unterschiedlicher Weise mit
seinem Immunsystem in Zusammenhang gebracht werden. Das Immunsystem
erfullt die Funktion, Kérperfremdes im eigenen Organismus zu eliminieren. Oft haben
die "Fremdlinge" aber Strategien entwickelt, die ihre Erkennung und Eliminierung
erschweren oder unmdglich machen und es kommt zur Krankheit. Hierbei handelt
es sich um Bakterien, Viren und andere Erreger. In den letzten Jahrzehnten konnten
auch auf Krebszellen Strukturen nachgewiesen werden, die nicht oder nur in sehr
geringem Ausmald auf Zellen der gesunden menschlichen Gewebe vorkommen.
Das Immunsystem ist unter geeigneten Bedingungen in der Lage, fremde Strukturen
auf Zellen zu erkennen und diese daraufhin abzutéten. So konnte auch bei einigen
malignen Tumoren eine Erkennung von Tumorzellen nachgewiesen werden, welche
allerdings offensichtlich nicht ausreicht, um den Tumor effektiv zu bekampfen. Diese
Zusammenhange erklaren, warum die Krebsforschung in der Immunbiologie von
zentraler Bedeutung ist.

Substanzen, die gezielt bestimmte Komponenten des Immunsystems stimulieren,
werden bereits als Medikamente in der Krebstherapie bestimmter Tumore eingesetzt
und flhren in einigen Fallen zu einem Rickgang des Tumors. Besondere Erfolge
wurden hierbei insbesondere bei der Therapie des malignen Melanoms und des
Nierenzellkarzinoms erzielt [Lokich, 1997; Vogelzang, 1998]. Diese Tumore werden
deshalb haufig als "immunogen" bezeichnet und sind flir die immunologische
Forschung von besonderem Interesse. Zudem kdénnen im Nierenzellkarzinom
erhebliche Mengen von Zellen des Immunsystems unmittelbar im Tumorgewebe
gefunden werden. Es handelt sich hierbei insbesondere um Makrophagen und T-
Zellen. Zytotoxische T-Zellen sind die Zellen des Immunsystems, welche andere
Zellen mit fremden Oberflachenstrukturen zerstéren kdnnen und sie sind deshalb fur
die tumorimmunologische Forschung besonders interessant.

Mit der vorliegenden Arbeit soll dazu beigetragen werden, Erkenntnisse Uber das
Ausmald der Funktionalitat und Aktivitat von im Tumor befindlichen zytotoxischen
T-Zellen auszuweiten und zu vertiefen. Es sollen hierbei insbesondere auch
Einflisse von im Tumor befindlichen Makrophagen und dendritischen Zellen auf die
zytotoxischen T-Zellen untersucht werden. Weiterhin sollen detailliertere Kenntnisse
Uber die Ablaufe bei der Vernichtung von Tumorzellen durch T-Zellen gewonnen
werden.

1.1. Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom ist ein maligner, langsam wachsender epithelialer Tumor, der
sich vom Tubulusepithel der Niere ableitet. Erst Nierentumore mit einem Durchmesser
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von Uber 1 cm werden als Nierenzellkarzinome bezeichnet, vorher handelt es sich
definitionsgemal um ein Nierenadenom, welches in diesem Stadium noch keine
Zellatypien aufweist [Bocker, 2001]. Es gibt unterschiedliche Grundtypen, die sich
in der histologischen Struktur des Gewebes und in der Herkunft unterscheiden.
Am haufigsten ist das klarzellige Nierenzellkarzinom, welches sich vom Epithel
des proximalen Tubulus ableitet und histomorphologisch durch helle Tumorzellen
charakterisiert ist. Es gibt weiterhin das chromophile und das chromophobe
Nierenzellkarzinom, sowie das Ductus Bellini Karzinom, auf deren Besonderheiten
hier nicht weiter eingegangen werden soll.

Die Prognose hangt nachhaltig vom Stadium ab, in dem sich der Tumor zur Zeit
der Diagnose befindet. Dieses leitet sich aus der pathologischen TNM (pTNM)
Klassifikation der UICC (Union Internationale contre le Cancer) ab, die Angaben Uber
TumorgrdéflRe, Lymphknotenbefall und Metastasierung macht (Tabelle 1.1). Weiterhin
gibt es eine, insbesondere im amerikanischen Raum verwendete, Stadieneinteilung
nach Robson, die unabhangig von der pTNM Klassifikation definiert ist (Tabelle 1.2).

TO: | Kein Anhalt fir Primartumor

T1: | Tumor 7 cm oder weniger in grofdter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor 2,5 cm oder weniger in gré8ter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere [bis 1997])

T1a: | Tumor 4 cm oder weniger in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
T1b: | Tumor mehr als 4 cm, aber nicht mehr als 7 cm in gro3ter Ausdehnung (neu seit 2002)

T2: | Tumor mehr als 7 cm in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere (neu seit 1997)
(Tumor mehr als 2,5 cm in gré3ter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere [bis 1997])

T3: | Tumor breitet sich in grofReren Venen aus oder infiltriert direkt Nebenniere oder
perirenales Fettgewebe, jedoch nicht GUber die Gerotafaszie hinaus

T3a: | Tumor infiltriert direkt Nebenniere oder perirenales Gewebe, aber nicht Gber die
Gerotafaszie hinaus (schlie3t peripelvines Fettgewebe mit ein)

T3b: | Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n) (schlieRt segmentale Aste [mit
muskularer Wand] ein) oder V. cava [einschlieRlich Wandbefall] unterhalb des Zwerchfells

T3c: | Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die V. cava (einschlieRlich Wandbefall)
oberhalb des Zwerchfells

T4: | Tumor infiltriert Gber die Gerotafaszie hinaus
TX: | Primartumor kann nicht beurteilt werden
NO: | Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1: | Metastase(n) in einem regionaren Lymphknoten (Metastase in solitdrem Lymphknoten, 2
cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung [bis 1997])

N2: | Metastase(n) in mehr als einem regionaren Lymphknoten

(Metastase(n) in solitdérem Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 5 cm in
gré3ter Ausdehnung,oder in multiplen Lymphknoten, keine mehr als 5 cm in gré3ter
Ausdehnung [bis 1997])

(N3: Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cm in gré8ter Ausdehnung [bis 1997])
NX: | Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

MO: | Keine Fernmetastasen

M1: | Fernmetastasen

MX: | Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

Stadium | T1 NO MO
Stadium ll | T2 NO MO Tabelle 1.1: pTNM-Klassifikation und Stadieneintei-
Stadium |Ii 'TI':13 B‘% l\NM1) MO lung des Nierenzellkarzinoms nach der UICC, Stand
- = 2002 (Quelle: Empfehlungen zur Diagnostik, Thera-
Stadium IV T4 NO,N1 MO . .
Jedes T N2 MO pie und Nachsorge Urogenitale Tumoren, Tumorzen-
Jedes T Jedes N M1 trum Miinchen)
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Stadium | Beschreibung Entsprechende TNM-Klassifikation
I Tumor innerhalb der Nierenkapsel T1-2 NO MO
Il Einbruch des Tumors in das perirenale T3a NO MO

Fettgewebe oder Nebenniere

1 Regionale Tumorausbreitung mit
A) Tumoreinbruch in die Vena renalis oder | T3b—c NO MO
Vena cava inferior

B) regionarem Lymphknotenbefall T1-3a N1 MO

C) Kombination A und B T3b—c N1 MO
\Y A) Befall benachbarter Organe auler T4 NO-2 MO

Nebennieren

B) Fernmetastasen T1-4 NO-2 M1

Tabelle 1.2: Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms nach Robson (Quelle: Empfehlungen
zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge Urogenitale Tumoren, Tumorzentrum Minchen)

Unterschiede zwischen der Stadieneinteilung der UICC und der nach Robson bestehen
in der Definition des Stadium I. Robson definiert das Stadium | unabhangig von der
Tumorgréle, solange der Tumor die Nierenkapsel nicht durchbrochen hat. Weiterhin
ist fuir die Stadieneinteilung der UICC die Uberschreitung des Tumorwachstums tber
die Gerota-Faszie (lateinisch: fascia renalis) hinaus von Relevanz (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Die Gerota-Faszie
Dargestellt ist ein Sagittalschnitt durch
das rechte Drittel des menschlichen
Rumpfs, links ist dorsal und rechts ist
ventral. Die Gerota-Faszie ist transpa-
rent-rot markiert; sie grenzt das Nieren-
lager nach dorsal von der autochthonen
Rickenmuskulatur und nach ventral vom
Abdomen ab (modifiziert nach ,Sobotta
Anatomie des Menschen®, Urban und Fi-
scher 2002).

Operative Verfahren stellen in friihen Stadien den einzigen kurativen Therapieansatz
dar. Palliativ kommen als MaRnahmen die Immuntherapie mit IFN-a und IL-2,
Chemotherapie, Chemoembolisation oder Radiotherapie in Frage [Krejci, 2004]. Die
5-Jahres-Uberlebensrate, die flr einige solide Tumore als statistische Definition einer
Vollremission auf Dauer angesehen werden kann, betragt im Stadium | nach Robson
je nach Literatur zwischen 65 % und 70 %, wahrend sie im Stadium IV unter 10 %
liegt.

Im Nierenzellkarzinom befindet sich charakteristischer Weise ein teils massives Infiltrat
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an Lymphozyten und Zellen monozytaren Ursprungs [Hamada, 2002; Nakano, 2001].
Dokumentierte Spontanremissionen, Ansprechen auf Immuntherapien [Lokich, 1997;
Vogelzang, 1998] und der Nachweis von Tumor infiltrierenden Lymphozyten, die
klonale Expansion zeigen und in vitro sogar in der Lage sind autologe Tumorzellen zu
lysieren [Jantzer, 1998; Schendel, 1997], begriinden das immunologische Interesse
am Nierenzellkarzinom.

1.2. Zelltypen des Immunsystems

Das Immunsystem verflgt Gber zahlreiche unterschiedlich differenzierte Zelltypen,
die verschiedene Aufgaben erfullen. Im Folgenden sollen die flir das Verstandnis
dieser Arbeit relevanten Zelltypen beschrieben werden.

1.2.1. Makrophagen und dendritische Zellen

In beinahe allen Geweben des Korpers befinden sich Makrophagen und
dendritische Zellen, die unterschiedliche Aufgaben erflillen. Sie leiten sich von
Monozytenvorlduferzellen ab, die die Blutzirkulation verlassen und in das Gewebe
einwandern. Makrophagen besitzen auf ihrer Zellmembran Rezeptoren, die
allgemeine Strukturen von Bakterien, Viren, Pilzen, Protozoen oder Parasiten
erkennen und diese Pathogene nach Bindung an den entsprechenden Rezeptor
phagozytieren. Verschiedene Toll-like-Rezeptoren erkennen bakterielle Bestandteile,
der Makrophagen-Mannose-Rezeptor erkennt bakterielle und virale Zuckermolektle
und zahlreiche Scavenger-Rezeptoren erkennen ein breites Spektrum an pathogenen
Strukturen [Aderem, 1999]. Auch bei der Aufnahme von apoptotischen Zellfragmenten,
die beim Zerfall kdrpereigner Zellen entstehen, spielen Makrophagen ein wichtige
Rolle [Aderem, 1999]. Die phagozytierten Bestandteile werden in der Zelle durch
lysosomalen Abbau zerstért. Nach Phagozytose von Pathogenen, nicht aber von
apoptotischen koérpereigenen Zellen [Aderem, 1999], werden die Makrophagen
aktiviert. Dabei initiieren sie durch die Sekretion zahlreicher Zytokine wie IL-1, IL-6,
IL-12 oder TNF-a und die Freisetzung von Chemokinen wie IL-8 oder MIP-1(, eine
lokale Entziindungsreaktion [Svanborg, 1999].

Dendritische Zellen phagozytieren ebenfalls Pathogene, die — ahnlich wie
Makrophagen — durch Rezeptoren mit einem breiten Erkennungsspektrum
aufgenommen werden [Sallusto, 1995]. Weiterhin nehmen dendritische Zellen auch
grolke Mengen von ortlich im Gewebe vorkommenden extrazellularen Antigenen
auf, unabhangig davon, ob es sich um Pathogene oder frei im Gewebe befindliche
korpereigene Proteine handelt. Die Aufnahme geschieht Gber Makropinozytose
[Sallusto, 1995], wobei extrazellulare Flissigkeit mit samtlichen in ihr vorhandenen
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Proteinen unspezifisch aufgenommen wird [Reis e Sousa, 1993; Sallusto, 1995]
(Abbildung 1.2 Vorgang 1-2). Dendritische Zellen spielen bei der Aktivierung von T-
Zellen eine entscheidende Rolle (s. Abschnitt 1.4).

1.2.2. T-Zellen

T-Zellen befinden sich in groler Menge im Blutkreislauf und den lymphatischen
Organen und wandern nach ihrer Aktivierung in entziindlich veranderte Gewebe aus.
Funktionell lassen sich T-Zellen in zwei Ubergeordnete Gruppen unterscheiden. T-
Zellen, die das CD8-Oberflachenantigen aufweisen, sind in der Mehrzahl zytotoxische
T-Zellen und fur die direkte Zerstdrung von anderen Zellen verantwortlich, wenn diese
fur das Immunsystem fremde Proteinstrukturen (Antigene) besitzen. Diese werden
Uber den T-Zell-Rezeptor erkannt, welcher sich auf der Zellmembran jeder T-Zelle
befindet. T-Zellen, die das CD4-Oberflachenantigen aufweisen, werden als T-Helfer-
Zellen bezeichnet. Nach ihrer Aktivierung sezernieren sie I6sliche Faktoren wie IL-2,
IL-4 oder IFN-y und aktivieren dadurch Makrophagen, zytotoxische T-Zellen und B-
Lymphozyten. Nach ihrer Reifung im Thymus werden T-Zellen als "naiv" bezeichnet,
da sie zu diesem Zeitpunkt noch nicht in der Lage sind, Fremdantigen tragende Zellen
abzutéten oder Makrophagen und B-Zellen zu stimulieren. Erst nach ihrer Aktivierung
durch eine dendritische Antigen prasentierende Zelle durchlaufen T-Zellen einen
Differenzierungsprozess, der sie zu diesen Aufgaben befahigt (s. Abschnitt 1.4).

1.2.3. Natiirliche Killer-Zellen

Ahnlich wie zytotoxische T-Zellen, sind Natirliche Killer-Zellen (NK-Zellen) in der
Lage eine Zielzelle durch unmittelbare Zell-Zell-Interaktion abzutoten. Im Gegensatz
zu den T-Zellen, welche primar naiv sind und erst nach ihrer Aktivierung in Zielzellen
Apoptose induzieren kénnen, sind NK-Zellen ohne vorheriges Aktivierungsprogramm
fahig ihre Zielzelle abzutéten. Dabei unterschieden sich die beiden Zelltypen
allerdings darin, welche Signale den zytotoxischen Mechanismus auslésen. Wahrend
T-Zellen nach Durchlaufen ihres Aktivierungsprozesses ein spezifisches Antigen auf
ihrer Zielzelle erkennen und diese daraufhin abtoten, weisen NK-Zellen aktivierende
und inhibierende Rezeptoren auf, die eine Vielzahl unterschiedlicher Strukturen auf
der Zielzelle erkennen kdénnen und die zytotoxische Aktivitdt der NK-Zelle entweder
positiv oder negativ beeinflussen. Das Uberwiegen von aktivierenden gegeniiber
inhibierenden Signalen entscheidet letztendlich Giber die Auslésung der zytotoxischen
Reaktion gegen die Zielzelle [Lanier, 1998; Renard, 1997]. Inhibitorische Rezeptoren
binden beispielsweise an den MHC-Klasse-I-Komplex der Zielzelle; falls Zielzellen
eine Abregulation von MHC-Klasse-I-Komplexen aufweisen, kann es somit zum
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Uberwiegen der aktivierenden Signale in NK-Zellen und zur Zerstérung der
entsprechenden Zielzelle kommen.

1.3. Chemokine und Chemokinrezeptoren

Die Zellen des Immunsystems muissen zur Auslbung ihrer Funktion in vielen
Fallen innerhalb des Organismus ihren "Aufenthaltsort" wechseln. So wandern sie
beispielsweise vom Blut ins Gewebe oder von dort weiter in den Lymphknoten.
Diese Wanderungsprozesse werden durch Chemokine beeinflusst, die von Zellen
im jeweiligen Zielgewebe sezerniert werden und einen Konzentrationsgradienten
aufbauen, dem die einwandernden Zellen dann folgen [DeVries, 1999]. Dieser als
Chemotaxis bezeichnete Prozess wird durch Chemokinrezeptoren ermdoglicht, die
auf der Oberflache der einwandernden Zelle exprimiert werden.

Ein Beispiel fur ein Chemokin stellt das Protein RANTES ("Regulated on activation
and normally T cell expressed and secreted" — oder neuer auch als CCL5 bezeichnet)
dar; es wird von aktivierten Fibroblasten, Endothelzellen oder T-Zellen sezerniert und
der aufgebaute Konzentrationsgradient zieht Zellen an, welche Rezeptoren fir CCL5
aufweisen. Dabei handelt es sich um Makrophagen, dendritische Zellen oder T-
Zellen, da diese Zellen in der Regel die CCL5-Rezeptoren CCR1, CCR3 oder CCR5
exprimieren.

1.4. Der Ablauf der Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen

Zellen, die korperfremde Antigene exprimieren, koénnen unter geeigneten
Bedingungen durch zytotoxische T-Zellen erkannt und gezielt abgetétet werden.
Der Weg bis zur Beseitigung der entsprechenden Zielzelle ist komplex und soll im
folgenden in mehreren Schritten dargestellt werden, die je nach Relevanz fir das
Verstandnis dieser Arbeit mit unterschiedlicher Genauigkeit ausgefihrt werden (siehe
hierzu auch Abbildung 1.2).

1.4.1. Antigenaufnahme und Prasentation: Ein fremdes Antigen wird von
dendritischen Zellen aufgenommen und préasentiert

Wichtig fur die Erkennung und Vernichtung von Fremdantigen tragenden Zellen
durch T-Zellen ist, dass das entsprechende Fremdantigen vor Ort von dendritischen
Zellen aufgenommen wird (Abbildung 1.2 Vorgang 1+2). Diese verarbeiten die von
ihnen aufgenommen Proteine zu Peptidfragmenten und prasentieren sie zusammen
mit einem Proteinkomplex (siehe unten) auf ihrer Zelloberflache (Abbildung 1.2
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Vorgang 3). Von Prasentation wird hierbei deshalb gesprochen, weil die Peptide
auf der Oberflache spater den T-Zellen gezeigt werden sollen. Der hierzu nétige
Proteinkomplex wird als "major histocompatibility complex" (MHC) bezeichnet,
wobei zwischen MHC-Klasse-l und MHC-Klasse-lI-Molekiilen unterschieden wird.
Peptidfragmente, die auf MHC-Klasse-lI an der Zelloberflache prasentiert werden,
konnen von CD8™" zytotoxischen T-Zellen erkannt werden. Beinahe jede kernhaltige
Zelle des Korpers exprimiert auf ihrer Oberflache MHC-Klasse-I-Molekdle, auf denen
Peptidfragmente von zelleigenen und fremden Proteinen prasentiert werden (siehe
"Fremdantigen exprimierende Zelle" in Abbildung 1.2 Vorgang 2 und 7). Dadurch
wird gewabhrleistet, dass potentiell alle kernhaltigen Zellen des Organismus durch
zytotoxische T-Zellen eliminiert werden kénnen. MHC-Klasse-lI-Molekiile befinden
sich nur auf Makrophagen, dendritischen Zellen, B-Zellen oder spezialisierten T-
Zellen und werden von CD4* T-Helfer-Zellen erkannt.

1.4.2. Migration und Reifung: Die dendritische Zelle wandert in den
Lymphknoten und unterliegt einem Reifungsprozess

Die dendritische Zelle soll nach Aufnahme des Antigens und dessen Prasentation
auf MHC-Molekilen unter den vielen Millionen verschiedenen T-Zellen des
menschlichen Kdorpers diejenige finden, die einen flr das Antigen passenden T-Zell-
Rezeptor exprimiert. Die dendritische Zelle befindet sich allerdings nach Aufnahme
des Antigens im Gewebe, wo sie nicht mit der grolen Menge von im Organismus
befindlichen T-Zellen in Kontakt kommen kann. Sie wandert deshalb aus dem
Gewebe aus und gelangt mit der Lymphe in einen Lymphknoten, wo stéandig grol3e
Mengen von T-Zellen zirkulieren [Bousso, 2003]. Die Wanderung wird durch die
Expression von Chemokinrezeptoren erleichtert, die vom Lymphknoten ausgehende
Chemokingradienten erkennen [Sallusto, 2000].

Des Weiteren ist eine T-Zellaktivierung nur dann moglich, wenn die dendritische
Zelle selbst einen Reifungsprozess durchgemacht hat. Zur Induktion dieser Reifung
genugt die Aufnahme von Antigen allerdings nicht; hierzu muss der Zelle signalisiert
werden, dass am Ort der Antigenaufnahme fur den Organismus eine Gefahr
besteht [Banchereau, 1998] (Abbildung 1.2 Vorgang 3). Solche Gefahrensignale
sind bakterielles LPS, IFN-a [Banchereau, 1998], welches von virusinfizierten
Zellen gebildet wird, Zytokine wie TNF-a oder GM-CSF [Banchereau, 1998], freie
Hitzeschockproteine [Tamura, 1997] sowie bakterienspezifische oder viral induzierte
Nukleinsauren [Kaisho, 2003]. Die Reifung beinhaltet eine Hochregulation von MHC-
Molekilen und die Expression von CD80 und CD86, beides Membranproteine, die
spater fur die Aktivierung jener T-Zelle, die das Antigen erkennen soll, unabdingbar
sind [Gonzalo, 2001] (Abbildung 1.2 Vorgang 4).
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Antigenaufnahme und Prozessierung (siehe Kapitel 1.4.1)

GM-CSF
Hitzeschockproteine

bakterielle und virale
Nukleins&duren

-
SIS oozt (oo cossaroe
. T-Zelle mit
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und Fremdpeptid 00,00 in T-Zellen

Abbildung 1.2: Der Vorgang der Immunantwort (Legende siehe nachfolgende Seite)
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Legende zu Abbildung 1.2: Der Vorgang der Immunantwort

@ Die dendritische Zelle ist morphologisch durch zahlreiche Auslaufer ihres Zytoplasmas ge-
kennzeichnet und weist auf ihrer Zelloberfliche MHC-Klasse-I-Molekile und MHC-Klasse-
II-Molekule (beide gelb) auf. Auf diesen Proteinkomplexen werden antigene Peptide (blau)
prasentiert.

@ Die dendritische Zelle gelangt in die Nahe einer Zelle, welche kdrperfremde Proteine ex-
primiert (dargestellt als rote Ketten). Fragmente dieser Fremdproteine werden als antigene
Peptide (dargestellt als Glied dieser Kette) auf MHC-Klasse-I-Molekillen der Zelle prasentiert
und gelangen nach dem Zerfall der Zelle in den extrazellularen Raum. Dendritische Zellen
kénnen die fremden Proteinbestandteile und Peptide Gber Makropinozytose oder Phagozyto-
se aufnehmen.

® Nach Aufnahme der Proteinbestandteile werden diese in der dendritischen Zelle prozes-
siert, um anschliellend auf den zelleigenen MHC-Molekllen prasentiert werden zu kénnen.
Die prasentierten Fremdantigene sind dabei rot dargestellt.

@ Liegen im Gewebe geeignete Gefahrensignale vor (stilisiert durch den roten Pfeil unter
»3"), wird in der dendritischen Zelle ein Reifungsprozess initiiert; dabei nimmt die Menge an
MHC-Molekilen auf der Zelle zu und die fur die anschlielende T-Zell-Stimulation notwendi-
gen Proteine CD80 und CD86 (dargestellt als spitze blaue Vierecke) werden hochreguliert.
Die reife dendritische Zelle wandert nun in den regionalen Lymphknoten des entsprechenden
Gewebes.

® Die reife dendritische Zelle trifft im Lymphknoten auf T-Zellen mit jeweils unterschiedlichen
T-Zell-Rezeptoren (alle rot). Nicht antigenspezifische T-Zellen sind in dem stilisierten Lymph-
knoten links unten dargestellt. Findet sich eine T-Zelle, deren T-Zell-Rezeptor den MHC-Pep-
tid-Komplex mit dem Fremdantigen erkennt, kommt es zur Bindung des T-Zell-Rezeptors an
den MHC-Peptid-Komplex der dendritischen Zelle (rechts oben); die Bindung wird durch den
CDB8-Co-Rezeptor stabilisiert. Weiterhin interagiert das CD28-Molekul der T-Zelle (dargestellt
als spitzes blaues Viereck) mit den co-stimulatorischen Rezeptoren CD80 oder CD86 (eben-
falls als spitzes blaues Viereck dargestellt). Die T-Zelle wird dadurch aktiviert und beginnt mit
der Produktion von IL-2.

® Durch die Sekretion von IL-2 werden die aktivierten T-Zellen zur Proliferation anregt (auto-
krine Stimulation). Innerhalb kurzer Zeit liegen zahlreiche T-Zellen vor, die alle den gleichen
T-Zell-Rezeptor besitzen und somit auch das gleiche Antigen erkennen kénnen. Weiterhin
werden Effektormolekile (dargestellt durch rote Punkte innerhalb der T-Zelle) exprimiert, wel-
che spater zur Apoptoseinduktion in der Zielzelle nétig sind. Die T-Zellen werden in diesem
Zustand als aktivierte zytotoxische T-Zellen bezeichnet.

@ Die aktivierte zytotoxische T-Zelle erkennt iiber den T-Zell-Rezeptor den Komplex aus
Antigen und MHC-Klasse-I-Molekil auf der Fremdantigen exprimierenden Zelle. Die Erken-
nung der Zielzelle bewirkt, dass die zytotoxischen Effektormolekile innerhalb der T-Zelle zur
Zielzelle hin orientiert und daraufhin ausgeschuttet werden. In der Zielzelle wird daraufhin
Apoptose ausgeldst. Weiterhin kommt es im Rahmen der Zielzellerkennung zur Sekretion
des Zytokins IFN-y durch die T-Zelle. Zur Austibung dieses Effektorprogrammes wird kein co-
stimulatorisches Signal bendtigt und es ist somit keine Expression der Molekiile CD80 oder
CD86 auf der Zielzelle nétig.

1.4.3. T-Zellinitialisierung: Die dendritische Zelle aktiviert im Lymphknoten
eine antigenspezifische T-Zelle

T-Zellen erkennen auf MHC-Molekule gebundene Antigene Uber ihren T-Zell-
Rezeptor. Dieser besitzt eine variable Region, deren Substruktur auf praktisch jeder
T-Zelle unterschiedlich ist. Bedingt durch die auferordentlich hohe Vielfaltigkeit
dieser Region des T-Zell-Rezeptors gibt es unter den Millionen von T-Zellen im
Organismus nur einige wenige, die ein jeweiliges Antigen erkennen [Bousso, 2003].
Durch die Lymphknoten zirkulieren taglich groRe Mengen an T-Zellen, wodurch es
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wahrscheinlich wird, dass eine dendritische Zelle dort T-Zellen antrifft, die T-Zell-
Rezeptoren exprimieren, welche den MHC-Antigen-Komplex der dendritischen Zelle
erkennen [Bousso, 2003]. Zur T-Zell-Aktivierung kommt es nach der Bindung des T-
Zell-Rezeptors an den Komplex aus MHC-Molekll und antigenem Peptid. Zusatzlich
sorgen auf der T-Zelle befindliche Adhasionsmolekile sowie der CD8-Co-Rezeptor
fur eine stabilere Bindung mit dem MHC-Peptid-Komplex. In Abbildung 1.2 "Vorgang
5" ist der Kontakt von T-Zelle und dendritischer Zelle im rechten oberen Teil des
stilisierten Lymphknotens dargestellt; die kleineren T-Zellen links unten weisen einen
anderen T-Zell-Rezeptor auf und kénnen den MHC-Peptid-Komplex nicht erkennen.
Die Aktivierung einer zytotoxischen T-Zelle ist flir den Organismus nicht ungefahrlich;
falls diese gegen ein korpereigenes Antigen aktiviert werden wirde, kdnnten alle
Zellen, die dieses tragen, anschliefend durch die zytotoxischen T-Zellen attackiert
werden und es kame zur Autoimmunreaktion. Die Aktivierung ist daher streng
reguliert, so reicht die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den MHC-Peptid-Komplex
der dendritischen Zelle zur Aktivierung nicht aus. Die T-Zelle benétigt zusatzlich ein
weiteres Signal, welches durch die Proteine CD80 und CD86 auf der dendritischen
Zelle gewahrleistet und als co-stimulatorisches Signal bezeichnet wird [Gonzalo,
2001]. Diese Proteine werden von der dendritischen Zelle, wie bereits oben erwahnt,
nur nach einem Gefahrensignal exprimiert, welches die Aufnahme und Prasentation
von korpereigenem Antigen in der Regel nicht darstellt. Der Rezeptor fur CD80 und
CD86 auf der T-Zelle ist das Protein CD28. Die Bindung von CD28 an CD80 oder
CD86 (im oberen Teil von Abbildung 1.2 Vorgang 5 durch die spitzen blauen Vierecke
auf T-Zelle und dendritischer Zelle dargestellt) verhindert in der T-Zelle die ansonsten
sicherheitshalber stattfindende Induktion von Apoptose und die T-Zelle wird nun
letztendlich aktiviert.

Vor dem Kontakt mit der Antigen prasentierenden Zelle wird die T-Zelle als "naiv"
bezeichnet. Durch den Kontakt beginnt sie sich zu teilen und unterliegt fortan
einer starken Proliferation. Dieser Prozess wird insbesondere durch das von den
T-Zellen selbst sezernierte Zytokin Interleukin-2 angetrieben. Die Proliferation
der antigenspezifischen T-Zelle hat zur Konsequenz, dass in klrzester Zeit
hunderttausende T-Zellen existieren, die alle das entsprechende Fremdantigen
erkennen [Gudmundsdottir, 1999] (Abbildung 1.2 Vorgang 6). Die proliferierenden
T-Zellen unterliegen weiterhin einem Differenzierungsprozess, der bewirkt,
dass Membranproteine, die eine wiederholte Einwanderung der T-Zellen in den
Lymphknoten unterstiitzen, abreguliert werden [Galkina, 2003], wahrend intrazellulare
Effektormolektile, die fur die Apoptoseinduktion in Zielzellen relevant sind, neu
exprimiert werden (Effektormolekile sind in Abbildung 1.2 Vorgang 6 als rote Punkte
innerhalb der Zellen dargestellt). Wichtige Effektormolekile fir zytotoxische T-Zellen
sind Perforin, Granzym A und Granzym B; diese befinden sich in etwa flnf Tage
nach der T-Zellaktivierung in intrazelluldren Granula. Zeitgleich mit den Zytotoxinen
wird auch das als Chemokin bekannte Protein CCL5 exprimiert [Ortiz, 1997]. Die
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differenzierten ehemals naiven T-Zellen werden nun als "aktivierte zytotoxische T-
Zellen" bezeichnet.

1.4.4. Effektorphase: Die Fremdantigen tragende Zelle wird von der aktivierten
T-Zelle erkannt und abgetotet

Aktivierte T-Zellen verlassen den Lymphknoten und wandern in Gewebe ein, die
beispielsweise mittels Chemokinen entziindliche Signale aussenden.

Im Gewebe werden solche Zellen erkannt, welche Gber ihren MHC-Klasse-I-Komplex
das entsprechende Fremdantigen prasentieren. Durch die Interaktion des T-Zell-
Rezeptors mit dem MHC-Peptid-Komplex der Zielzelle kommt es zur Produktion und
Sekretion von Zytokinen wie IFN-y oder TNF-a (Abbildung 1.2 Vorgang 7). Weiterhin
werden die in den intrazellularen Granula gespeicherten Effektormolekile zur
Kontaktstelle mit der Zielzelle hin orientiert und daraufhin ausgeschlittet [Lieberman,
2003] (Abbildung 1.2 Vorgang 7). Zur Ausubung dieses Effektorprogramms bendtigt
eine aktivierte T-Zelle keine weiteren co-stimulatorischen Signale (vgl. Abbildung
1.2 Vorgang 7: die Fremdantigen exprimierende Zelle besitzt kein CD80 oder
CD86).

Die zytotoxischen Effektormolekile werden in die Zielzelle eingeschleust, wo sie den
als Apoptose bezeichneten programmierten Zelltod auslésen. Im Laufe der Apoptose
verliert die Zelle den Kontakt zu ihren Nachbarzellen, es kommt zu einer Schrumpfung
des Zytoplasmas und zur Kondensation nukledrer und zytoplasmatischer Proteine.
Spater faltet sich die Zellmembran auf und es I6sen sich zytoplasmatische Fragmente
blasenférmig ab (Abbildung 1.3); diese werden daraufhin als apoptotische Koérper
(engl. apoptotic bodies) bezeichnet und letztendlich von Makrophagen oder
dendritischen Zellen beseitigt.

1.5 Die CD3{-Kette

Nach der Interaktion zwischen dem T-Zell-Rezeptor und dem MHC-Peptid-Komplex
erfolgt in der T-Zelle eine intrazellulare Weiterleitung des Erkennungssignals.
Dies geschieht Uber eine Signalkaskade, die letztendlich zur Induktion von
Transkriptionsfaktoren im Zellkern [van Oers, 1999] oder zur Auslbung des
Effektorprogramms der T-Zelle flhrt [Trapani, 2002]. Der T-Zell-Rezeptor hat
keine intrazytoplasmatischen Anteile mit Signalfunktion und ist daher mit dem zur
Signalweiterleitung befahigten CD3-Komplex assoziiert. Die CD3C-Kette stellt einen
Uberwiegend intrazellularen Bestandteil des CD3-Komplexes dar. lhre intrazellularen
Proteinanteile werden als ITAMs (immune receptor tyrosine-based activation motifs)
bezeichnet und enthalten jeweils zwei Tyrosine, die fur die folgende Signalweiterleitung
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der T-Zelle phosphoryliert werden missen [Frank, 1990; Lin, 2001] (Abbildung 1.4).
Ohne den CD3-Komplex und die CD3-Kette kann die T-Zelle somit nicht aktiviert
werden und weiterhin kein Effektorprogramm ausflihren [Trapani, 2002].

Abbildung 1.3: Entstehung von apoptotischen Kérpern

Schematische Darstellung und rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle in der
spaten Phase der Apoptose. Es bilden sich blasenartige Strukturen, die sich von der Zelle ab-
I6sen und als apoptotische Koérper bezeichnet werden. Die rasterelektronenmikroskopische
Abbildung zeigt eine Epithelzelle im spaten Stadium der Apoptose (freundlichst tberlassen
von Prof. Walter Malorni, Direttore di Reparto Patologia subcellulare, Institute Superiore di
Sanita, Rom, ltalien).

1.6. Erklarungskonzepte fiir fehlende Tumordestruktion durch
zytotoxische T-Zellen

Durch die Zerstérung oder Veranderung von relevanten Abschnitten im Genom
kommt es, dass auch Tumorzellen Proteine produzieren, die dem Immunsystem
fremd sind [Boon, 1997; Van den Eynde, 1997]. Beispiele fir Tumorantigene
sind Proteine, die durch Punktmutation oder posttranslationale Veranderung neu
entstanden sind [Houghton, 1994; Wolfel, 1995] oder auf Tumorzellen im Vergleich
zum Normalgewebe Uberexprimiert sind [Rickinson, 1997]. Bestandteile derartiger
Proteine werden als Antigene auf MHC-Klasse-I-Molekilen der Tumorzelle
prasentiert. Eine T-Zell-Erkennung der entsprechenden Tumorzelle ist daher
potentiell moglich und aus zahlreichen malignen Tumoren konnten T-Zellen isoliert
werden, welche die entsprechenden Tumorzellen unter geeigneten Bedingungen in
vitro abtéten [Rosenberg, 2001]. Tatsachlich aber findet eine effektive Zerstérung von
Tumorzellen, die zur Rickbildung des Tumors fihrt, im Patienten offensichtlich nicht
statt.
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Die obigen Ausfihrungen Uber den Vorgang der Immunantwort verdeutlichen
die Komplexitat dieses Ablaufes und damit die Tatsache, dass die Ursachen fir
die ungenigende Zerstérung des Tumors vielfaltig sein kdnnen. Einige relevante
Erklarungskonzepte der unzureichenden Immunreaktion gegen maligne Tumore
sollen im folgenden dargelegt werden.

Fehlt der Tumorzelle ein entsprechendes Antigen oder verliert sie es durch Mutation,
wird die Erkennung durch zytotoxische T-Zellen unmdglich [Bodmer, 1993]. Auch
wurden Tumorzellen beschrieben, deren Expression von MHC-Klasse-I Molekiilen
abreguliert ist, wodurch die Prasentation des Tumorantigens und folglich die
Erkennung durch antigenspezifische T-Zellen ausgeschlossen ist [Garrido, 1997].
Da Tumoren sich aus kérpereigenem Gewebe entwickeln, senden sie in der Regel
keine Gefahrensignale aus, die zur Induktion des Reifungsprozesses der Antigen
prasentierenden Zelle nétig sind. Dieser fehlen somit die co-stimulatorischen Proteine
und eine T-Zellaktivierung im Lymphknoten bleibt aus [Fuchs, 1996; Gallucci, 1999].
Selbst wenn antigenspezifische T-Zellen aktiviert werden und bis in den Tumor
vordringen, koénnen sie vor Ort durch l6sliche Faktoren an der Auslbung ihrer
Effektorfunktion gehindert werden. Ein haufig diskutiertes Beispiel stellt hierbei das
Zytokin TGF-B (fransforming growth factor B) dar, welches zytotoxische T-Zellen
direkt in ihrer Aktivitat hemmen kann [Torre-Amione, 1990]. Eine wichtige Quelle fur
TGF-B stellen regulatorische T-Zellen dar, die als Infiltrat in vielen malignen Tumoren
identifiziert werden konnten [Zou, 2006].

Letztendlich kénnen sich Tumorzellen vor der Apoptose induzierenden Wirkung
der zytotoxischen Effektormolekiile schiitzen, indem sie Proteine exprimieren, die
insbesondere die Aktivitdt von Granzym B hemmen [Trapani, 2002].

Abbildung 1.4: Der CD3-Komplex
Der an den MHC-Peptid-Komplex (grau)
bindende T-Zell-Rezeptor (blau) besteht
aus einer a-Kette und einer 3-Kette. Asso-
ziiert sind die Uberwiegend extrazellularen
Proteine CD3¢g, CD3y und CD3d (grun)
und die Uberwiegend intrazellularen Pro-
teine CD3C (rot). Auf den Proteinen des
CD3-Komplexes befinden sich Aminosau-
resequenzen, die als ITAMs bezeichnet
Rt werden (gelbe Streifen). Im Rahmen der
intrazellularen Signalweiterleitung wer-
den diese durch intrazelluldare Enzyme
(schwarze Punkte) phosphoryliert (nach-
gezeichnet in Anlehnung an ,Immunobio-
logy“, Garland Publishing 2001).
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1.7. Aufgabenstellung

Die Erkennung und Vernichtung einer Tumorzelle durch zytotoxische T-Zellen sind
komplexe Ablaufe, die an zahlreichen Stellen gestért werden kénnen. Therapeutische
Verfahren der Zukunft basieren auf der genauen Kenntnis der Prozesse, die zu
einer Storung der Immunantwort fihren. Behandlungsstrategien, die Defizite in der
T-Zell-vermittelten Immunreaktion gezielt beheben, gelten als vielversprechende
Therapiekonzepte [Smyth, 2001]. Es ist daher zunachst ein detailliertes Verstandnis
von mdglichen Stérungsmechanismen ndétig.

Aus Nierenzellkarzinomen konnten T-Zellen isoliert werden, die autologe
Tumorzellen in vitro abtéten [Schendel, 1997]. Dies lasst auf das Vorhandensein
von Tumorantigenen, die Aktivierung Antigen prasentierender Zellen und die
Einwanderung aktivierter T-Zellen in den Tumor schlieen. Die Stérung liegt hier
somit eher am Ende des gesamten Ablaufs der Immunreaktion und kénnte durch
eine Inaktivierung der T-Zellen durch das Milieu im Tumor begrindet sein [Finke,
1999; Marincola, 2000; Radoja, 2000].

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, Erkenntnisse Uber das Ausmal® der
Funktionalitat und Aktivitat von im Tumor befindlichen zytotoxischen T-Zellen
auszuweiten und zu vertiefen. Hierzu sollten Tumor infiltrierende Lymphozyten durch
Untersuchungen des Effektormolekils Perforin auf ihren Effektorstatus und durch
die Analyse der Expression der CD3(-Kette sowie der Sekretion von IFN-y auf ihren
Aktivierungsstatus hin untersucht werden.

Darlber hinaus sollten insbesondere Zusammenhange zwischen T-Zell-Infiltration
und myeloischem Infiltrat analysiert werden. Zur detaillierteren Beurteilung des
Infiltrats an dendritischen Zellen und Makrophagen sollten Antikérper gegen neu
beschriebene Differenzierungsantigene dieser Zellen verwendet werden.

Durch immunhistologische Untersuchungen sollten dabei quantitative Aussagen
getroffen, insbesondere aber auch die rdumliche Verteilung der einzelnen leukozytaren
Subpopulationen zueinander beurteilt werden. Funktionsablaufe und zellulare
Interaktionen sollten in Zellkulturmodellen in vitro simuliert und mit histologischen
Beobachtungen in situ verglichen werden.

Anhand eines Zellkulturmodells sollte auch die Rolle des Chemokins CCL5 bei der
Effektorfunktion von T-Zellen untersucht werden.
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2. Material

2.1. Gerate, Chemikalien und Reagenzien

2.1.1. Gerate

Bestrahlungsanlage
Brutschrank
Kryostat

Durchflusszytometer (FACS)
Konfokale Lasermikroskope

Lichtmikroskope

Digitalkamera des
Lichtmikroskops

Neubauer Zahlkammer
Sterilbank
Zentrifugen

2.1.2. Chemikalien

Aceton
Aminoethylcarbazol
Bromphenolblau

CFDA SE (Carboxy-
fluorescein Diacetat
Succinimidylester)

Chloroform

DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindol)
Dimethylformamid
EDTA

Ethanol
Essigsaure

Fast Blue BB Salz
lonomycin
Formamid
HEPES
Hamalaun
Isopropanol
Levamisol
Methanol

HWM-D-2000 Gamma Cell 40
Heraeus

Leica, Jung CM 3000

Becton Dickinson, FACS Calibur

Leica TCS SP2
Zeiss LSM510 NLO

Leica DMLS
Zeiss Axioskop

Fujix, HC-300Z

GLW
BDK
Eppendorf, Heraeus

Merck Natriumacetattrinydrat
Sigma Natriumacid
Merck Natriumcholrid
Molecular Natriumcitrat
Probes Natriumnitrit
Naphtol AS-BI
M.erck Phosphat
Sigma Neufuchsin
, Paraformaldehyd
Sigma
Perhydrol
Merck
PMA
Merck .
Poly-L-Lysin
Merck e
, Propidiumjodid
Sigma i
. Salzséaure
Sigma S .
. aponin
Sigma
TRIS
Merck
Merck Trypanblau
Me”’k TOPRO3
.erc Wasser, destilliertes
Sigma
Merck

Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma

Aldrich

Sigma

Aldrich

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

ICN Biomedicals
Molecular Probes
Braun
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2.1.3. Materialien und Losungen fiir die Zellkultur

Als fertige Lésungen wurden verwendet:

Fotales Kalberserum (FCS)* GibcoBRL

HBSS mit Ca, Mg GibcoBRL

HBSS ohne Ca, Mg GibcoBRL

Humanes Serum Serumgemisch aus vier Spendern
PBS (Phosphat gepufferte Saline) ohne Ca/Mg GibcoBRL

RPMI 1640 ohne L-Glutamin GibcoBRL

Ficoll Pancoll, PAN Biotech

*FCS wurde vor Gebrauch 45 Minuten im Wasserbad bei 56°C inaktiviert

Als Zusatze wurden verwendet:

Actinomycin D Sigma

DMSO Merck

L-Glutamin GibcoBRL

MEM-NEAA (nicht essentielle Aminosauren) GibcoBRL

Natriumpyruvat GibcoBRL

Penicillin/Streptomycin GibcoBRL

Rekombinantes Interleukin-2 (rIL-2) Proleukin, Chiron Biopharmaceuticals
Trypsin-EDTA in PBS GibcoBRL

Aus den Fertigldsungen wurden folgende Medien selbst hergestellt:

RPMI 1lII: RPMI 1640, 2 mM L-Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, 1x nicht essentielle
Aminosauren

RCC-Medium: RPMI 1, 12 % FCS

T-Zell-Medium: RPMI 1, 7,5% FCS, 7,5% Humanserum, 50 U/ml rlL-2, 1000 U/mi
Penicillin/Streptomycin

B-LCL-Medium: RPMI I, 7 % FCS

Plastikmaterialien fur die Zellkultur wurden von der Firma Greiner, Falcon und Becton
Dickinson bezogen.

2.1.4. Materialien und Lésungen fiir die Inmunzytologie und Immunhistologie

TBS-Puffer: 10 mM TRIS, 150 mM Natriumchlorid, pH 7,5

AP-Puffer: 100 mM TRIS, 100 mM Natriumchlorid

Entwicklungspuffer: 10 mM TRIS, 100 mM Natriumchlorid

Neufuchsinlésung: 5 g Neufuchsin-Pulver in 100 ml 2 N Salzsaure

Acetatpuffer 0,1 M: 21 ml 0,1 N Essigsaure werden zu 79 ml 0,1 M Natriumacetat-
trihydratldsung gegeben

SSC-Stocklosung: 0,3 M Natriumzitrat, 3 M Natriumchlorid in destilliertem Wasser
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DAPI-L6sung: 15 ug DAPI in 1:10 verdinnter SSC-Stockldsung
Biotin-Blocking-Kit: Fertige Lo6sung der Firma DakoCytomation

Bovines Serumalbumin: Sigma

Eindeckmedium: Immu Mount, Shandon und Vectarshield, Vector Laboratories
Immersionsol: Leica

Kammerobjekttrager: 8-well CultureSlide, BD Falcon

Objekttrager: Super Frost oder Polysine, Menzel Glaser

2.1.5. Losungen fiir die Durchflusszytometrie

FACS-Puffer: PBS ohne Ca/Mg, 2 % FCS, 2 mM EDTA, 0,1 % Natriumacid
Saponin-Lésung: PBS ohne Ca/Mg, 2 % FCS, 0,1 % oder 0,35 % Saponin
Paraformaldehyd- (PFA) Lésung: PBS ohne Ca/Mg, 1 % PFA

2.2. Zellen, Peptide, Antikorper und Gewebe
2.2.1 Zellen

TyrF8: Zytotoxischer T-Zellklon, der ein Peptid aus Tyrosinase restringiert auf HLA-
A*0201 erkennt. Herkunft ist Leiden.

TIL-26 GG: T-Zellklon, der aus Tumor infiltrierenden Lymphozyten eines
Nierenzellkarzinoms isoliert wurde und spezifisch die autologe Tumorzelllinie
RCC-26 erkennt. Herkunft ist das Institut fir Molekulare Immunologie, GSF —
Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit, Minchen.

JB4: T-Zellklon, der das HLA-A2 Molekil als Alloantigen erkennt. Herkunft ist das
Institut fir Molekulare Immunologie, GSF — Forschungszentrum fur Umwelt und
Gesundheit, MUnchen.

Mel 93.04 A12.1 IL2 (kurz Mel IL2): Melanomzelllinie, die auf HLA-A*0201 das
Tyrosinase Peptid prasentiert und mit einem IL-2-Gen transfiziert ist. Herkunft ist
Leiden, Niederlande.

Mel A375: HLA-A*0201* Melanomzelllinie, die keine Tyrosinase exprimiert. Herkunft
ist ATCC (CRL 1619).

PBMC: Periphere Blutleukozyten gesunder Spender. Granulozyten sind bedingt
durch die Isolationsmethode nicht enthalten.

B-LCL LAZ388: EBV-transformierte B-Zelllinine, Herkunft ist Freiburg.

RCC-26: Nierenzellkarzinomlinie, die spezifisch von TIL-26 GG erkannt wird. Herkunft
ist das Institut fir Molekulare Immunologie, GSF — Forschungszentrum fir Umwelt
und Gesundheit, Minchen.
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2.2.2. Peptide

Tyrosinase-Peptid: Aminosaduresequenz YMNGTMSQV

2.2.3. Antikorper

Primare Antikoérper sind in Tabelle 2.1 und sekundare Antikorper sowie weitere
sekundare Reagenzien in Tabelle 2.2 dargestellt.

Spezifitat Spe- Isotyp  Klon Firma Fixierung Verdunnung Markierung
zies (1:x)
A PFA Chl IHC IF FC
25F9 M IgG1x  25F9 Dianova ja ja 50 keine
CD16 M IgG1x DJ 130c  DakoCytomation ja ja 400 keine
CD163 M IgG1x  ber-MAC3 DakoCytomation ja ja 400 keine
CD3 M IgG1x  UCHT1 DakoCytomation ja ja 1000 keine
CD3 M IgG1x  UCHT1 Immunotech ja ja 20 10 Fitc
CD3 Rb polyklonal DakoCytomation ja ja 50 50 keine
CD31 M IgG1x  JC/70A DakoCytomation ja ja 300 keine
CD38 M T16 Immunotech ja 500 600 keine
CD3¢ M IgG1x  2H2D9 BD Pharmingen ja ja 500 800 keine
CD56 M IgG1x  erict Novocastra ja ja 150 keine
CD68 M IgG1x  KP1 DakoCytomation ja ja 50 Fitc
CD68 M IgG1x  KP1 DakoCytomation ja ja 2000 keine
CD69 M IgG1x  FN50 BD Pharmingen ja 20 20 Fitc
CD8 M IgG1x  C8/144B  DakoCytomation ja ja 500 keine
DC-Lamp M 1gG1 104.G4 Immunotech ja ja 400 400 keine
DC-Sign M IgG2bk DCN46 BD Pharmingen ja nein 50 50 Fitc
IFNy M 1gG1 B27 BD Pharmingen ja 100 200 keine
Ki67 M IgG1x  MIB -1 DakoCytomation ja 400 400 keine
MRP 14 M IgG1x S 36.48 BMA Biomedical ja ja 300 keine
MRP 8 M IgG1x  8-5C2 BMA Biomedical ja ja 500 keine
MRP 8/14 M IgG1x  27E10 BMA Biomedical ja ja 200 keine
MRP14 M IgG1x  Mac 387  DakoCytomation ja ja 400 keine
Perforin M IgG2b 5G9 BD Pharmingen ja nein ja 100 100 100 keine
Perforin M IgG2b 5G9 BD Pharmingen 25 Fitc
Perforin R IlgG2a KM585 Kamiya Biomedical ja nein 100 keine
(P1-8) Company
Rantes M IgG2b VL1 Med. Poliklinik ja ja pur pur pur Kkeine
Innenstadt, Miinchen
Rantes M IgG2b VL2 Med. Poliklinik ja ja pur pur pur keine
Innenstadt, Miinchen

TCR VB22 M 1gG1 IMMU 546 Immunotech ja 200 Biotin
TCRyd M 1gG1 IMMU 510 Immunotech ja ja 40 keine
GMP17/TIA-1 M 1gG1 2G9 Immunotech ja 400 300 keine

Tabelle 2.1: Primare Antikérper, Abkirzungen: M = Maus, Rb = Kaninchen, R = Ratte, A =
Aceton, PFA = Paraformaldehyd, Chl = Chloroform, IHC = Immunhistochemie, IF = Immunflu-
oreszenz, FC = Durchflusszytometrie. Falls keine Angabe Uiber die entsprechende Fixierung
gemacht wird, liegen hierzu keine Erfahrungswerte vor.
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Spezies anti Spezies Art Markierung Firma Verdiinnung
Kaninchen anti  Maus 1gG DakoCytomation  1:20

APAAP DakoCytomation  1:40
Streptavidin AP NEN 1:100
Streptavidin Cy5 Dianova 1:300
Streptavidin Fitc DakoCytomation  1:100

Esel anti  Kaninchen F (ab'),Fragment  Fitc Dianova 1:40

Esel anti  Kaninchen F (ab'),Fragment Cy5 Dianova 1:100

Ziege anti  Maus 1gG

Ziege anti  Maus 19G Cy3 Dianova 1:800

Ziege anti  Maus F ab Fragment Rhodamine Red X  Dianova 1:50

Ratte anti  Maus F (ab'), Fragment  Biotin Dianova 1:300

Ratte anti  Maus F (ab'), Fragment  Fitc Dianova 1:70

Ziege anti  Maus F ab Fragment Cy5 Dianova 1:50

Ziege anti  Ratte F (ab'), Fragment  Fitc Dianova 1:200

Maus anti  FITC 19G HRP DakoCytomation  1:25

Maus anti  Ratte F (ab"),Fragment  Fitc Dianova 1:200

Tabelle 2.2: Sekundare Antikorper

2.2.4. Nierenzellkarzinome

Die Bezeichnungen und Eigenschaften der verwendeten Nierenzellkarzinomgewebe
sind Tabelle 2.3 zu entnehmen.

Bezeich- Patient: Tumor- TMN-Status, Histologie Besonderheiten
nung Jahrgang, groRe Differenzierungs-

Geschlecht grad, Stadium

(nach UICC)

S58T 1943, M 5cm  T1NO MO, GO, |
S60T 1932, M 4cm T1NOMO, G1, 1
S66T 1920, M 4cm T1NOMO, G2, 1
S67T 1942, M 4cm T1NOMO, G2, 1 klarzellig  Rezidiv
S71T 1964, M T4 N2 MO, G2, IV klarzellig
S72T 1937, M 6cm T1NOM1, G2, IV osséare Metastase
RCCT1 1926, M 7,5cm T3 Nx MO, G2, 1l klarzellig
RCCT2 1931, W T1 N1 Mx, G1, [l chromophil papillares Wachstum
RCC T3 1946, M T4 NO MO, G3, IV klarzellig  sarkomatoides Wachstum
RCCT4 1920, W 7,8cm T3 N2 MO, G2, IV klarzellig
RCCT5 1921, W T1 NO M1, G3, IV  klarzellig
RCCT7 1934, M 7,8cm T3NOM1, G2, IV klarzellig pulmonale Metastasen
RCCT8 1919, W T1 NO MO, G2, | klarzellig
RCC T10 1928, M T3 NO M1, G2, IV klarzellig  Gehirnmetastasen
RCCT11 1934, W T3 NO MO, G2, Ill  klarzellig
RCC T12 1934, M T1 NO Mx, G2, | klarzellig  gleichzeitig Prostata-CA
RCC T13 1926, W T3 NO MO, G2, Ill  klarzellig
RCCT16 1933, W T1 Nx Mx, G2, | klarzellig
RCC IMa 1931, W T3a NO MO, G3, Il klarzellig
RCC MKo 1940, M T3b NO MO, G3, Il klarzellig

Tabelle 2.3: Bezeichnungen und Eigenschaften der verwendeten Nierenzellkarzinome
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3. Methoden
3.1. Zellkultur

Zur Vermeidung von Kontaminationen durch Bakterien oder Pilze in der Zellkultur
wurden entsprechende Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen in einer
Sterilwerkbank durchgefihrt.

3.1.1. Bestimmung der Zellzahl

Aus einer Zellsuspension wurde ein Volumen von 20 ul entnommen, mit Trypanblau
in einem definierten Verhaltnis gemischt und in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert.
Die nicht gefarbten lebenden Zellen wurden in allen vier GroRquadranten ausgezahlt
und die mittlere Zellzahl je GroRquadrant wurde bestimmt. Zur Berechnung der
Zellzahl in der Zellsuspension wurde folgende Formel verwendet: Zellzahl/ml =
mittlere Zellzahl im GroBquadrat x Verdiinnungsfaktor mit Trypanblau x 104

3.1.2. Isolierung peripherer Blutlymphozyten und Monozyten

Aus heparinisiertem Vollblut wurden die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) mittels Dichtegradientenzentrifugation steril isoliert. Dazu wurde das Vollblut
mit RPMI 1640 im Verhaltnis 1:2 verdinnt und in bereits 15 ml Ficoll enthaltende 50 ml
Réhrchen gegeben; hierbei sollte das Blut-Mediumgemisch das Ficoll Gberschichten.
AnschlieRend wurden die Réhrchen fir 25 Minuten bei 840 g ohne zugeschaltete
Bremse zentrifugiert. Das Sediment nach der Zentrifugation bestand aus Erythrozyten
und Granulozyten. Die PBMC befanden sich in der Interphase zwischen Ficoll und
Blutplasma. Durch Abnehmen des Interphaseringes konnten die PBMC gewonnen
werden; diese wurden bei 760 g 12 Minuten lang abzentrifugiert und das Sediment
in RPMI 1640 resuspendiert. Anschlieliend erfolgten zwei Waschschritte mit RPMI
1640; hierbei wurde fir jeweils 10 Minuten bei 540 g zentrifugiert. Die Zellen wurden
daraufhin in RPMI 1640 aufgenommen und es wurde die Zellzahl bestimmt.

3.1.3. Auftauen von Zellen

In flissigem Stickstoff gelagerte Zellen wurden moglichst schnell nach Entnahme
in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und unmittelbar danach in 1 ml FCS
aufgenommen. Nach sofortiger Zentrifugation bei 540 g fur 5 Minuten wurde der
Uberstand abgesaugt und die Zellen im gewiinschten Medium aufgenommen.
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3.1.4. Einfrieren von Zellen

Zellen bendtigen ein Gefrierschutzmittel fir die Langzeitlagerung in flissigem
Stickstoff, damit das intrazellulare Wasser keine Eiskristalle bilden kann und die
Zellen nicht aufplatzen. Als Gefrierschutzmittel wurde 20 % Dimethylsulfoxyd (DMSO)
in RPMI 1640 verwendet, welches im Verhaltnis 1:1 mit FCS gemischt wurde. Da
DMSO bei Raumtemperatur toxisch fiir die Zellen ist, wurden alle Arbeitsschritte auf
Eis durchgeflhrt. Die Zellen wurden sedimentiert und in kaltem FCS resuspendiert;
der Suspension wurde tropfenweise das gleiche Volumen an 20 % DMSO in
RPMI 1640 zugegeben. Diese Suspension wurde in 1 ml-Einheiten in 1,8 ml
Einfrierrohrchen Uberfuhrt; diese wurden, um zu schnelles Abkihlen zu verhindern,
in Zellstoff eingewickelt und zunachst fur einige Tage bei -80°C im Gefrierschrank
gelagert, bevor sie fir die Langzeitlagerung in einem Tank mit fllissigem Stickstoff
deponiert wurden.

3.1.5. Bestrahlung von Zellen

Zellen wurden in einer Bestrahlungsanlage mit einer Casiumquelle bestrahilt,
um deren Proliferation zu unterbinden. Die Bestrahlung erfolgte je nach Zelle mit
unterschiedlicher Intensitat. Mel IL2 bei wurden mit 10 Gy, RCC-26 mit 10 Gy, PBMC
mit 5 Gy und B-LCL LAZ388 mit 15 Gy bestrahilt.

3.1.6. Kultivierung adharent wachsender Tumorzellen

Hierzu gehdéren Mel IL2, Mel A375 und RCC-26. Die Kultivierung erfolgte in
Kulturflaschen unterschiedlicher GroRe und stets in RCC-Medium. Da adharent
wachsende Zellen in einer Schicht auf einem speziell behandelten Plastikboden von
Kulturgefalien wachsen und diese Adharenz fir die Vitalitdt der Zellen erforderlich
ist, missen diese Zellen bei zu dichtem Wachstum auf neue Kulturflaschen verteilt
werden. Hierzu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 2 x Trypsin/EDTA in PBS versetzt. Es folgte eine Inkubation von 5 Minuten
bei 37°C; dadurch I6sten sich die Zellen von der Plastikoberflache und konnten in
Kulturmedium resuspendiert werden. Die somit erhaltene Zellsuspension wurde
ohne weitere Zentrifugation auf die gewlnschte Menge an Kulturflaschen aufgeteilt
und weiter kultiviert.
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3.1.7. Kultivierung von EBV-transformierten B-Zelllinien

Lymphoblastoide B-Zelllinien (B-LCL) sind humane B-Zellen, die durch Transformation
mit dem Epstein-Barr-Virus immortalisiert wurden und somit in Kultur wachsen
kénnen. Als Kulturmedium wurde B-LCL-Medium verwendet und verbrauchtes
Medium wurde in regelmaRigen Abstanden durch Frisches ersetzt. Bei zu dichtem
Zellwachstum wurden die Zellen auf mehrere Kulturflaschen aufgeteilt.

3.1.8. Kultivierung und Restimulation von T-Zellklonen

Die zytotoxischen T-Zellklone wurden in 24-Lochplatten in 1,5 ml T-Zell-Medium je
Loch kultiviert. Nach jedem dritten Tag wurde die Halfte des Mediums abgenommen
und durch Frisches ersetzt, ohne dabei die am Boden befindlichen Zellen aufzuwirbeln.
Alle 14 Tage wurden die T-Zellklone mit Antigen tragenden Stimulatorzellen und so
genannten "Feederzellen" restimuliert. Bei den "Feederzellen" handelte es sich um
PBMC und B-LCL LAZ388, die alle bestrahlt wurden. Die jeweiligen Zelltypen wurden
den T-Zellen (6x10°) in folgendem Verhaltnis zugegeben: 6x10* Antigen tragende
Stimulatorzellen, 1,5x108 PBMC, 1x10° B-LCL LAZ388.

3.1.9. CFDA SE Markierung von Tumorzellen

Es wurde nach Herstellerangaben eine 10 mM CFDA SE (CFSE) Stocklésung
in DMSO angesetzt und diese in 5 pl Einheiten in Eppendorf Réhrchen bei -20°C
gelagert. Zur Farbung wurde diese Stocklésung im Verhaltnis 1:3000 in PBS (ohne
Ca/Mg) verdunnt. 6 ml der verdinnten Lésung wurden im Wasserbad auf 37°C
erwarmt. Das Zellkulturmedium in der Kulturflasche wurde abgesaugt und die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden 6 ml der vorgewarmten CFSE-
Lésung zugegeben und die Kulturflasche wurde fir 15 Minuten im Brutschrank
inkubiert; die Lésung wurde daraufhin abgesaugt, es wurden 10 ml vorgewarmtes
RCC-Medium zugegeben und fur weitere 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Bevor
die Zellen wieder zurtick in Kultur kamen, wurde noch zweimal mit PBS gewaschen.
Da bei schnellem Zellwachstum der Tumorzellen eine Abschwachung des CFSE-
Signals zu erwarten ist, wurden die Zellen spatestens 24 Stunden nach Markierung
fur das entsprechende Experiment verwendet.
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3.1.10. Stimulation des T-Zellklons TyrF8 mit Zielzellen — Ansatz zur
durchflusszytometrischen Analyse

Die Zielzellen wurden bereits am Vorabend in der Kulturflasche mit CFSE markiert und
nach dem Ernten in T-Zell-Medium ohne IL-2 resuspendiert, gezahlt und moglichst
ohne weitere Zentrifugation auf 50.000 Zellen/50 ul eingestellt. AnschlieRend wurde
TyrYMN-Peptidlédsung in einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugegeben und
die Zellen wurden fir eine Stunde im Brutschrank inkubiert, danach abzentrifugiert
und im selben Volumen wieder aufgenommen. Die gleiche Anzahl an Zellen des
zytotoxischen T-Zellklons TyrF8 wurde ebenfalls auf 50.000 Zellen/50 ul eingestellt
und durch auf- und abpipettieren mit der Suspension aus Zielzellen vermischt. Die
Zellen wurden daraufhin in je 100 ul Einheiten auf groRe FACS-RdOhrchen verteilt.
Die Ansatze wurden in den Brutschrank gestellt und zum entsprechenden Zeitpunkt
entnommen; es wurde daraufhin 500 ul FACS-Puffer (mit 0,1% NaN, und 2 mM
EDTA) zugegeben und der Ansatz zur Farbung und spateren Analyse in kleine
FACS-RoOhrchen Uberfihrt. Da die durch Stimulation entstehenden Reaktionen
der T-Zellen mit den Tumorzellen teils sehr schnell und mit Nachdruck stattfinden,
wurde flir die Messung von 0-Stunden-Werten unmittelbar nach Zusammenmischen
der T-Zellen mit ihrer Zielzelle, eiskalter FACS-Puffer zugegeben und die Zellen in
vorgekulhlter Zentrifuge sofort abzentrifugiert, sowie unmittelbar danach auf Eis oder
im Kuhlschrank in 1 % PFA-L6sung fixiert.

3.2. Immunhistologische und immunzytologische Farbung
3.2.1. Praparation von Gewebe fiir die immunhistologische Farbung

Tumorgewebe, Normalnierengewebe, Tonsille und Milz wurden direkt nach der
Entnahme, in Alufolie gewickelt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert. Am Mikrotom wurden bei einer Objekttragertemperatur von -16°C und einer
Kammertemperatur von -21°C 5 ym dicke Schnitte angefertigt und auf Objekttrager
aufgezogen. Diese trockneten Uber Nacht bei Raumtemperatur und konnten
anschlieRend im Gefrierschrank bei -80°C fir langere Zeit aufbewahrt werden. Vor
der Farbung wurden diese nach Entnahme aus dem Gefrierschrank fiir 2 Stunden
wiederum bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.2. Praparation von Zellen fiir die immunzytologische Farbung

Die Zellen wurden geerntet und auf eine Konzentration von 2,5 x 108 Zellen/ml
eingestellt. Die Objekttrager wurden mit Poly-L-Lysin beschichtet, damit die Zellen
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spater auf ihnen haften bleiben. Hierzu wurde die Poly-L-Lysin-Lésung (2 ug/ml)
aufgetragen und nach 20 Minuten mit destilliertem Wasser abgewaschen. Die
Objekttrager wurden daraufhin 15 Minuten lang bei Raumtemperatur luftgetrocknet
und anschlielliend mit TBS-Puffer bedeckt. Dieser wurde nach 5 Minuten abgesaugt
und die Zellsuspension wurde aufgetragen. Nach 20 Minuten hafteten die Zellen fir
die anschlieende Fixierung und Farbung ausreichend gut.

3.2.3. Praparation von Zellkonjugaten aus zytotoxischen T-Zellklonen und
Zielzellen fiir die immunzytologische Farbung

Als Zellkonjugat wird die Formation bezeichnet, die durch Aneinanderbindung
zweier Zellen zustande kommt. Im Folgenden sollten moéglichst stabile Zellkonjugate
aus T-Zellen und deren Zielzellen gebildet werden, die anschlieliend einer
immunzytologischen Farbung zuganglich sind. Der Ansatz fand auf Kammer-
Objekttragern statt, da die Zellen hier in relativ groRem Volumen unter sterilen
Bedingungen inkubiert werden kdnnen. Die Objekttrager wurden pro Loch mit 50 pl
Poly-L-Lysin-L6sung beschichtet, die nach 20 Minuten durch mehrmaliges waschen
mit destilliertem Wasser entfernt wurde. AnschlieRend wurden die Objekttrager fur
15 Minuten luftgetrocknet, bevor sie mit 50 ul PBS/Loch Uberschichtet wurden. Fir
jedes Loch wurden 10.000 TyrF8 (T-Zellen) mit 2.500 Mel IL-2 (Tumorzellen) in je
30 ul T-Zell-Medium (hier mit nur 10 U rIL-2/ml) zu 60 ul vereinigt. Zur Bildung der
Zellkonjugate wurde die gesamte Suspension vor dem Auftragen auf die Objekttrager
in 10 ml Rundboden-Réhrchen vereinigt und fur 5 Minuten bei 244 g zentrifugiert.
Die sich hierbei am Boden des Rdéhrchens bildenden Zellkonjugate wurden durch
vorsichtiges Aufschutteln wieder in Suspension gebracht. Daraufhin wurde das PBS
auf dem Kammer-Objekttrager abgesaugt und pro Kammer 60 ul der Suspension aus
Zellkonjugaten aufgetragen. Die Objekttrager wurden daraufhin in den Brutschrank
gestellt und zum gewinschten Zeitpunkt enthommen. Nach Entfernung des
Kammeraufbaus waren die Objekttrager zur anschlieRenden Fixierung und Farbung
bereit.

3.2.4. Immunhistochemische und immunzytochemische Farbung mit der
APAAP-Methode

Antigene — im Gewebe oder auf Zellen — kdnnen spezifisch durch die chemische
Farbreaktion eines an entsprechende Antikorper gekoppelten Enzyms
identifiziert werden. Die Farbung von Gewebe (Immunhistochemie) unterscheidet
sich im methodologischen Ablauf hierbei nicht von der Farbung von Zellen
(Immunzytochemie). In einem ersten Schritt wurden Gewebe oder Zellen fur 10
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Minuten in 100 % Aceton fixiert; alternativ konnte die Fixierung auch in 4 % PFAin PBS
durchgefuhrt werden. Eine zusatzliche Fixierung in 100 % Chloroform kann fakultativ
durchgeflhrt werden, ist aber zum Nachweis bestimmter Antigene (beispielsweise
DC-Sign) ungeeignet. Unmittelbar nach der Fixierung wurde fur 5 Minuten TBS-
Puffer aufgetragen, dieser wurde abgesaugt und das Gewebe oder die Zellen wurden
30 Minuten lang mit 2 % BSA in TBS inkubiert, um unspezifische Bindungen der
Antiképer zu verhindern. Nach Absaugen der BSA-L6sung erfolgte eine Stunde lang
die Inkubation mit dem unkonjugierten Primarantikorper. Hierbei handelte es sich um
einen Antikorper aus der Maus, der spezifisch an das gewtnschte Antigen bindet.
Dieser wurde vorangehend in einer Losung aus 12 % Humanserum in TBS verdunnt.
Vor Zugabe des Sekundarantikérpers wurde die Losung mit dem Primarantikérper
abgesaut und mehrmals mit TBS-Puffer gewaschen. Der Sekundarantikdrper
stammt aus dem Kaninchen und bindet an den F_-Teil des Primarantikdrpers aus der
Maus. Nach 30 Minuten Inkubation mit dem Sekundarantikorper wurde wiederum
mehrmals gewaschen und das APAAP-Reagenz aufgetragen. Dieses enthalt das
Enzym Alkalische Phosphatase und einen spezifisch an dieses Enzym bindenden
Antikorper, der wie bereits der Primarantikdrper aus der Maus stammt und dessen
F.-Teil vom Sekundarantikdrper gebunden wird; somit entsteht eine Verbindung des
Antigens mit allen drei Antikorpern und dem Enzym (Abbildung 3.1). Die Inkubation
mit Sekundarantikorper und APAAP-Reagenz wurde anschlieRend fur jeweils 15
Minuten wiederholt.

Nach mehrmaligem Waschen wurden die Objekttrager fir 20 Minuten in eine Kivette
mit der Farbentwicklerlosung Uberfuhrt. Diese besteht aus drei Losungen und wurde
wie folgt angesetzt:

Losung A: In einem Becherglas werden 25 ml AP-Puffer, 70 ml Entwicklungspuffer
und 70 mg Levamisol gemischt

Losung B: In einem Eppendorf-Réhrchen werden 600 ul Dimethylformamid mit

50 mg Naphtol AS-BI-Phosphat gemischt

Lésung C: In einem Eppendorf-Réhrchen werden 500 pl destilliertes Wasser mit

40 mg Natriumnitrit und 200 pl der Neufuchsin-Stammldsung gemischt
Anschlie3end wird die Lésung C in die Losung A pipettiert und danach die Lésung B
zugegeben.

Nach Entnahme aus der Entwicklerlésung wurden die Objekttrager in destilliertem
Wasser gewaschen, zur Gegenfarbung des Gewebes kurz in Hamalaun getaucht,
anschlief3end fur einige Minuten mit Leitungswasser gewaschen und mit Immumount-
Medium eingedeckt.
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Abbildung 3.1: Schematische
Darstellung der APAAP-Methode
Der Primarantikorper aus der Maus
(rot) bindet an das gewlnschte
Antigen ,X* (schwarzes Dreieck). .
Der gegen Maus-Immunglobuline Alkalische Phosphatase- -

gerichtete Sekundarantikorper aus : L -
dem Kaninchen (griin) bindet an 3. Maus-anti-Alkalische Phosphatase

den F.-Teil des Primarantikérpers. _ _ =
Der aus der Maus stammende 2. Kanmchen-antl-Maus-<

Tertiarantikdrper (blau) bindet spe- ) .
zifisch an das Enzym Alkalische 1. Maus-anti-Antige J

Phosphatase (braun) und wird

gleichzeitig an seinem F.-Teil durch Antigen X
den Sekundarantikérper gebun-

den.

3.2.5. Immunhistochemische Doppelfarbung

Bei der immunhistochemischen Doppelfarbung wurden in einem Praparat
zwei Strukturen mit verschiedenen Primarantikérpern, zwei enzymatischen
Detektionssystemen und somit unterschiedlichen Farben dargestellt. Die Vorbereitung
der Praparate erfolgte in gleicher Weise, wie bereits fur die immunhistochemische
Einzelfarbung beschrieben. Nach Abwaschen des ersten Primarantikdrpers aus
der Maus wurde mit einem anti-Maus-Antikorper inkubiert, an den das Enzym
Alkalische Phosphatase gebunden war. In einem dritten Schritt wurde der zweite
Primarantikorper zugegeben, an den das Fluorochrom Fluoresceinisothiocyanat
(Fitc) gebunden war. Da Fitc selbst ein Antigen darstellt, konnte in einem vierten
Schritt ein mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierter anti-Fitc-Antikdrper
zugegeben werden, der den Fitc-konjugierten zweiten Primarantikorper erkannte.
Anschlie3end wurden in zwei Entwicklungsschritten erst die Alkalische Phosphatase
durch eine blaue Farbreaktion mit dem Fast Blue Reagenz detektiert und danach die
Meerrettichperoxidase durch das AEC-Reagenz, welches zu einer braun-rétlichen
Farbreaktion fuhrte.

Herstellung des Fast Blue Reagenz: 20 mg Naphtol-AS-BI-Phosphat wurden mit 2 ml
Dimethylformamid in 98 ml TBS-Puffer gel6st. Direkt vor dem Gebrauch wurden zu
5 ml dieser Lésung 1 mg Fast Blue BB-Salz und 10 mg Levamisol gegeben und die
Losung wurde filtriert. Die Praparate wurden 2 Minuten mit dieser Losung inkubiert.
Herstellung des AEC-Reagenz: 4 mg Amino-Ethylcarbazol wurden mit 1 ml Dimethyl-
formamid in 14 ml 0,1 M Acetatpuffer gelost. Die Losung wurde filtriert und unmittel-
bar vor Gebrauch wurden 15 pl Perhydrol-Lésung zugegeben. Die Praparate wurden
5 Minuten mit dieser Losung inkubiert.
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3.2.6. Immunfluoreszenz

Alternativ  zur Immunhistochemie oder Immunzytochemie koénnen Antigene
im Gewebe oder auf Zellen auch durch Antikorper erkannt werden, an die ein
Fluorochrom gebunden ist. Hierbei handelt es sich um ein Molekl, welches wahrend
der Beleuchtung mit Licht einer bestimmten Wellenlange in einer charakteristischen
Wellenlange leuchtet. Durch Verwendung von Fluorochromen, die in verschiedenen
Farben leuchten, kdnnen aussagekraftige Mehrfachfarbungen erzielt werden. Bis zur
Inkubation des Primarantikdrpers, wurden die Objekttrager mit dem Gewebe oder
den Zellen in gleicher Weise wie bereits im Abschnitt 3.2.4 beschrieben, vorbereitet.
Daraufhin wurden zwei unkonjugierte Primarantikorper, die aus unterschiedlichen
Spezies stammten, in TBS mit 12 % Humanserum verdunnt und die Gewebeschnitte
oder Zellen eine Stunde damit inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden
mit Fluorochromen konjugierte Sekundarantikdrper gegen die entsprechenden
Spezies der Primarantikorper aufgetragen und ebenfalls fir eine Stunde inkubiert.
AnschlieBend wurden die gefarbten Gewebe oder Zellen 10 Minuten lang mit 4 %
PFA in PBS fixiert, danach mit TBS gewaschen und mit Vectarshield Eindeckmedium
eingedeckt.

Es bestand weiterhin die Moglichkeit des Einsatzes von Sekundarantikorpern, die
mit Biotin konjugiert waren; nach Inkubation mit diesen wurde in einem dritten Schritt
30 Minuten lang mit Fluorochrom-konjugiertem Streptavidin inkubiert. Hier galt es zu
beachten, vor Inkubation mit Antikérpern endogen exprimiertes Biotin zu blockieren.
Hierzu wurde, unmittelbar nach Applikation der BSA-Ldsung, ein als Biotin-Blocking-
Kit bezeichnetes System der Firma DakoCytomation gemaf den Herstellerangaben
verwendet.

Zellkerne konnten bei Bedarf durch das den Kern farbende Fluorochrom DAPI
markiert werden. Hierzu wurden die Objekttrager nach der Farbung und zweiten
Fixierung eine Minute lang in eine Kuvette mit DAPI-L6sung gestellt und danach mit
destilliertem Wasser gewaschen.

Einen Sonderfall stellte die Doppelfarbung mit zwei Primarantikérpern aus der Maus
dar (Abbildung 3.2). Der Primarantikérper gegen das erste Antigen ("X") wurde
eine Stunde lang inkubiert. Nach grundlichem Waschen folgte eine Stunde lang
die Inkubation mit einem anti-Maus-Sekundarantikérper aus der Ziege, der nur aus
einem Fab-Fragment bestand, welches die Eigenschaften hat, alle Bindungsstellen
des ersten Primarantikorpers vollstandig abzusattigen. Nach weiteren Waschschritten
wurde wiederum eine Stunde mit dem Primarantikorper gegen das zweite Antigen
("Y") inkubiert. Der anschlieRend fur eine Stunde eingesetzte zweite anti-Maus-
Sekundarantikorper aus der Ratte konnte nur an den zweiten Primarantikdrper aus
der Maus binden, da der erste Primarantikorper aus der Maus bereits durch das Fab-
Fragment abgesattigt war.

Nachfolgend sind drei Beispiele von in der vorliegenden Arbeit verwendeten



Methoden 29

Doppelimmunfluoreszenz-Farbeprotokollen aufgelistet, wobei "X" und "Y" fir zwei
unterschiedliche antigene Strukturen auf humanen Zellen stehen.

Protokoll A 1.  Maus-anti-Humanes X
Kaninchen-anti-Humanes Y
2. Ziege-anti-Maus Cy3
Esel-anti-Kaninchen-Fitc

Protokoll B 1.  Maus-anti-Humanes X
Kaninchen-anti-Humanes Y

2. Ratte-anti-Maus-Biotin
Esel-anti-Kaninchen Cy5
3. Streptavidin-Fitc

Protokoll C 1 Maus-anti-Humanes X

2. Ziege-Fab-Fragment-anti-Maus Cy5
3. Maus-anti-Humanes Y
4

Ratte-anti-Maus-Fitc

4. Fitc Ratte-anti-Maus

Z

Antigen X %
3. Maus-anti-Antigen Y

Antigen Y

Abbildung 3.2: Darstellung der Doppelimmunfluoreszenzfarbung unter Verwendung
von Fab-Fragmenten

Der erste Primarantikérper aus der Maus (rot) bindet an das Antigen ,X“. Anschlielend wird
der mit Cy5 konjugierte Sekundarantikoérper (blau) zugegeben; dieser besteht nur aus Fab-
Fragment und sattigt alle Bindungsstellen des ersten Primarantikdrpers ab. Daraufhin wird
der zweite Primarantikorper (braun) zugegeben, der an das Antigen ,Y* bindet. Der zweite
gegen Maus gerichtete Sekundarantikdrper (griin) kann nur an den zweiten Primarantikdrper
binden, da alle Bindungsstellen auf dem ersten Primarantikrper durch das Fab-Fragment
blockiert sind.

3.2.7. Lichtmikroskopie

Immunhistochemische und immunzytochemische Aufnahmen wurden
lichtmikroskopisch beurteilt. Die Auszahlung von Zellen wurde an einem Leica
DMLS Mikroskop unter Verwendung eines 40-fach vergréfiernden Objektivs der
numerischen Apertur 0,65 vorgenommen. Digitalisierte Aufnahmen wurden an einem
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Zeiss Axioskop Mikroskop mittels einer Digitalkamera unter optimaler Ausleuchtung
des Praparates nach Kohler erstellt.

3.2.8. Konfokale Lasermikroskopie

Die an die Antikoérper gebundenen Fluorochrome werden im konfokalen Mikroskop
durch Licht einer definierten Wellenlange angeregt und emittieren dadurch wiederum
Licht in einem fur jedes Fluorochrom charakteristischen Spektrum. Durch Anregung
verschiedener Fluorochrome mit Licht unterschiedlicher Wellenlange leuchten diese
folglich in verschiedenen Farben. Die emittierten Farben werden in digitale Signale
umgewandelt und somit kann ein Bild mit der genauen Lokalisation der einzelnen
Antigene errechnet werden, selbst wenn diese unmittelbar nebeneinander liegen.
"Konfokal" bedeutet, dass nur emittiertes Licht aus einer einzelnen Ebene der
Zelle oder des Gewebes erfasst wird. Beispielsweise konnen Strukturen in einem
10 um "hohen" Lymphozyten ausschlief3lich auf der Hohe "5 ym" dargestellt werden;
die weiter unten oder weiter oben gelegenen Strukturen werden ausgeblendet.
Dies wird durch die Lochblende erreicht, die am Ende des optischen Systems
Lichtstrahlen abfangt, die nicht aus der gewinschten Ebene stammen (Abbildung
3.3). Zur Darstellung der genauen Lokalisation intrazellularer Strukturen in allen drei
Dimensionen ist die konfokale Mikroskopie somit die geeignete Methode.

Detektor

Lochblende

Abbildung 3.3: Funktion der Lochblende
im konfokalen Mikroskop
Die Emission von Lichtstrahlen aus unter-
schiedlichen Ebenen eines Objektes (Lym-
phozyt) ist beispielhaft und schematisch
dargestellt. Auch im konfokalen Mikroskop
werden alle Bereiche und Ebenen des Ob-
jekts beleuchtet und emittieren somit Licht.
Linse des Objektivs Erst die am Ende des optischen Systems
befindliche Lochblende fangt Lichtstrahlen
ab (schwarz dargestellte Strahlengange),
die aus unerwiinschten Ebenen (schwarz)
stammen. Nur die aus der interessieren-
den Ebene (rot) stammenden Lichtstrahlen

Ebenen im Praparat ks (rot dargestellte Strahlengange) gelangen
E durch die Lochblende hindurch zum Detek-
Lymphozyt |3

tor.
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3.2.9. Digitale Bildbearbeitung

Es gibt unterschiedliche Moglichkeiten der Darstellung von mittels konfokaler
Mikroskopie erstelltem Bildmaterial (Abbildung 3.4). Zur Erfassung der raumlichen
Verteilung von Strukturen (in Abbildung 3.4 "rote Punkte") innerhalb einer Zelle
wurden Bilder von funf bis zwolf unterschiedlichen Ebenen aufgenommen. Diese
kénnen entweder nebeneinander aufgereiht (Galeriedarstellung, Abbildung 3.4 A)
oder durch eine digitale Projektion auf ein einzelnes Bild (Projektionsdarstellung,
Abbildung 3.4 B) dargestellt werden. Die Projektionsdarstellung ist kompakter und das
Verteilungsmuster der intrazellularen Strukturen kann durch den Betrachter schnell
erfasst werden; dies gilt insbesondere, wenn gréf3ere Mengen von Schnittebenen
angefertigt wurden. Durch die Projektion aller Ebenen auf ein einzelnes Bild ist die
raumliche Zuordnung einer Struktur allerdings nicht mehr moglich. Diese vereinfachte
Darstellungsform verbietet sich deshalb bei Fragestellungen nach der genauen
Lokalisation von Strukturen. Insbesondere zum Nachweis von Co-Lokalisation
(zwei Strukturen befinden sich am selben Ort) muss die Galeriedarstellung oder die
Abbildung einer relevanten Einzelebene gewahlt werden.

Signale einzelner Wellenlangenbereiche (z.B. Fitc, Cy3 oder Cy5) kénnen in der
digitalen Fluoreszenzmikroskopie durch unterschiedliche Farben dargestellt werden,
die durch den Anwender definiert sind (z.B. Fitc durch die Farbe grun). Wenn zwei
Strukturen, die durch unterschiedliche Fluorochrome angefarbt wurden, rdumlich eng
beieinander liegen, kommt es zur Uberlagerung von Farbsignalen, die durch eine
Mischfarbe dargestellt wird. Grine und rote Strukturen stellen sich beispielsweise
gelb dar.

Im Falle der Projektionsdarstellung von Schnittebenen kann es auch dann zu
FarblUberlagerungen kommen, wenn zwei Strukturen nicht am selben Ort, sondern
vor- oder hintereinander liegen. (Abbildung 3.4 B links). Die resultierende Mischfarbe,
die in diesem Fall eine in Wirklichkeit nicht vorhandene Co-Lokalisation suggeriert,
kann durch die deckende Darstellung eines Farbsignals vermieden werden (in
Abbildung 3.4 B ist rechts "rot" gegenuber "grin" deckend dargestellt).
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A Galeriedarstellung der Schnittebenen

GO0

Ebene 1

B Projektionsdarstellung der Schnittebenen

Projektion 1-5 Projektion 1-5
(mit Farblberlagerung) (ohne Farblberlagerung)

Abbildung 3.4: Darstellung von Bildmaterial raumlicher Strukturen

Gezeigt ist eine schematische Darstellung von Schnitten durch flnf verschiedene Ebenen
einer Zelle. Die Plasmamembran ist griin und ein intrazellulares Protein ist in Form von roten
Punkten dargestellt; an keiner Stelle kommt es zur Uberlappung des intrazelluldren Proteins
mit der Plasmamembran. A: In der Galeriedarstellung sind die finf Schnittebenen einzeln
nebeneinander abgebildet. B: In der Projektionsdarstellung sind alle finf Schnittebenen tiber-
einander projiziert und es kommt zur scheinbaren Uberlappung von roten und griinen Struk-
turen, die sich daraufhin gelb darstellen (links). Zur Vermeidung dieses Darstellungsfehlers
— aus der Galeriedarstellung ist ja bekannt, dass keine Uberlagerung vorkommt — kénnen die
roten Strukturen gegeniber den griinen Strukturen deckend dargestellt werden (rechts).

3.2.10. Erstellung von Fluoreszenzintensitatsprofilen

Durch digitale Berechnung kann die Intensitat der Fluoreszenz an einer definierten
Stelle des Praparats bestimmt werden (beispielhaft dargestellt in Abbildung 3.5
linke Seite). Dieser Stelle wird dabei eine Einheit zugewiesen, die in linearer Weise
die relative Fluoreszenzintensitat angibt. Soll diese an verschiedenen Stellen auf
mehreren Punkten entlang einer Linie bestimmt werden, kénnen die einzelnen
Werte anschlieRend in einem Diagramm als Fluoreszenzintensitatsprofil dargestellt
werden (Abbildung 3.5 rechte Seite). Durch diese Darstellungsform kénnen auch
Intensitatsprofile verschiedener Farbkanale entlang derselben Linie verglichen
werden. Die Anordnung der Fluoreszenzintensitatsprofile beider Farbkanale gibt
Auskunft Uber die Lokalisation der beiden unterschiedlich gefarbten Strukturen
zueinander (siehe auch Ergebnisteil Abschnitt 4.3.1.4).
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Abbildung 3.5: Fluoreszenzintensitatsprofil

Schematische Darstellung von verschiedenen Intensitaten der Farbe Rot. Die Farbintensi-
tat fur jedes einzelne Quadrat entlang der dargestellten Linie ist numerisch zugeordnet und
rechts durch einen Graphen dargestellt. In der Abszisse sind die Lokalisationen der entlang
des Pfeiles ( =—» ) zu bestimmenden Farbpunkte aufgetragen, wahrend sich in der Ordinate
die zugehorigen Werte der Farbintensitat befinden.

3.3. Durchflusszytometrie
3.3.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (engl. "flow cytometry" oder fluorescence activated cell
sorting, FACS®) bietet die Mdglichkeit, Oberflachenantigene oder auch intrazellular
gelegene Strukturen von Zellen darzustellen und zu quantifizieren. Dabei werden
die Zellen mit Antikdérpern, die mit Fluorochromen konjugiert und gegen das
entsprechende Antigen gerichtet sind, markiert und in einem Flussigkeitsstrom
einzeln hintereinander durch einen Laserstrahl gefuhrt. Abhangig von der Zellgrée
und der Menge an intrazellularen granuldren Bestandteilen kommt es hierbei zu
einer Lichtstreuung in unterschiedliche Richtungen, die von Detektoren erfasst
wird. Das Licht, welches in der Verlaufsrichtung des Laserstrahls streut, wird als
Vorwartsstreulicht (englisch "forward scatter", deshalb FSC abgekurzt) bezeichnet
und wird durch die Grolie der beleuchteten Zelle bestimmt. Das seitlich abgelenkte
Licht wird als Seitwartsstreulicht (englisch "side scatter", deshalb SSC abgekurzt)
bezeichnet und ergibt sich aus der intrazellularen Granularitat der Zelle. Bereits
anhand dieser Eigenschaften kénnen Populationen verschiedener Zellen im FACS
voneinander unterschieden werden. Der Laserstrahl regt das auf der Zelle befindliche
Fluorochrom mit Licht einer bestimmten Wellenlange an und dieses leuchtet in einem
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charakteristischen Spektrum. Da verschiedene Fluorochrome in unterschiedlichen
Farben leuchten, kann eine Zelle mit verschiedenen Fluorochromen markiert sein, die
von unterschiedlichen Detektoren des FACS-Gerates erkannt werden. Die Intensitat
des gemessenen Lichts ist dabei proportional zur Anzahl der je Zelle gebundenen
Antikérper und somit zur Anzahl der markierten Antigene.

3.3.2. Farbung von Antigenen auf der Oberflache der Zelle

Zur FACS-Analyse wurden 50.000 bis 200.000 Zellen in einem FACS-Roéhrchen
abzentrifugiert und im Uberstand (ca. 50 pl) resuspendiert. Daraufhin wurden bis zu
vier verschiedene Antikdrper in vorher ausgetesteter Konzentration zugegeben und
fur 15 Minuten bei Dunkelheit auf Eis inkubiert, anschlielend wurden die Zellen mit
FACS-Puffer gewaschen und in 1 % PFA in PBS fixiert, so dass sie bis zur Analyse
aufbewahrt werden konnten. Bei der Durchflihrung von Stimulationsexperimenten mit
T-Zellen und Zielzellen mit anschlielfender FACS-Analyse wurden die Zellen bereits
vor Durchfihrung der CCL5-Oberflachenfarbung 20 Minuten lang in 1 % PFA fixiert.
Zur Farbung von Oberflachenstrukturen bestand weiterhin die Moglichkeit der Ver-
wendung von unmarkierten Primarantikdrpern. Nach Inkubation mit diesen, wurden
die Zellen zweimal in FACS-Puffer gewaschen und es wurde ein fluoreszenzmarkier-
ter oder biotinylierter Antikdrper zugegeben, der gegen den unmarkierten Primaran-
tikorper gerichtet war. Biotinylierte Sekundarantikérper mussten nach wiederholtem
Waschen in einem dritten Inkubationsschritt durch Fluoreszenz-markiertes Streptavi-
din abgegriffen werden.

3.3.3. Farbung von Antigenen im Zellinneren

Wahrend der Inkubation von Zellen mit Antikdrpern zur FACS-Analyse konnen
diese nur an oberflachliche und nicht an intrazellulare Strukturen der Zelle binden,
da die Plasmamembran eine Barriere fur die Antikorper darstellt. Zur Farbung von
intrazellularen Strukturen muss die Plasmamembran durch Detergenzien porés und
somit fur Antikérper permeabel gemacht werden. Hierzu wurden die Zellen zuerst
in 1 % PFA fixiert und daraufhin mehrmals gewaschen. Anschliefiend wurden die
Zellen in zwei Schritten in Saponin-Lésungen aufsteigender Konzentration (erst
0,1 % Saponin in PBS, dann 0,35 % Saponin in PBS) gewaschen und daraufhin die
entsprechenden Fluorochrom-konjugierten Antikérper zugegeben. Nach 20 Minuten
Inkubation wurde zweimal mit Saponin-Lésung gewaschen und die Zellen wurden in
dieser Losung im Durchflusszytometer analysiert.

Wie zur Farbung von Oberflachenstrukturen, bestand auch fur die intrazellulare
Farbung die Moglichkeit der Verwendung von unmarkierten Primarantikdrpern.
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Nach Inkubation mit diesen, wurden die Zellen zweimal in Saponin-Losung
gewaschen und es wurde ein Fluoreszenz-markierter oder biotinylierter Antikdrper
zugegeben, der gegen den unmarkierten Primarantikorper gerichtet war. Biotinylierte
Sekundarantikérper mussten nach wiederholtem Waschen in Saponin-Losung durch
Fluoreszenz-markiertes Streptavidin abgegriffen werden.

3.3.4. Darstellung und Auswertung in der Durchflusszytometrie

Informationen Uber ZellgroRe, Granularitat oder Fluoreszenzintensitat koénnen
graphisch entweder einzeln oder in Relation zueinander dargestellt werden. Einzeln
wird die entsprechende Eigenschaft sinnvoll in einem Histogramm dargestellt, wobei
jedem Wert die Anzahl der Zellen, die diesen Wert aufweisen, zugeordnet wird. Im
linken Teil von Abbildung 3.6 ist beispielhaft die Fluoreszenzintensitat von Zellen, die
mit dem Fluorochrom CFSE markiert wurden, in Form eines Histogramms dargestellt.
Die Fluoreszenzintensitat ist logarithmisch auf der Abszisse aufgetragen, wahrend die
Anzahl der Zellen mit der jeweiligen Intensitat auf der Ordinate liegt. Als Lesebeispiel
mit roten Pfeilen markiert ist die Menge der Zellen, welche die Fluoreszenzintensitat
3x102 aufweisen (hier in etwa 220 Stiick).

In einem Punktediagramm (Abbildung 3.6 rechts) kdnnen zwei verschiedene
Eigenschaften von Zellen auf einmal dargestellt werden. Jede Zelle der analysierten
Population ist dabei als Punkt eingezeichnet, dem in der Abszisse und der Ordinate
die Intensitat der entsprechenden Eigenschaft zugeordnet ist. Der in Abbildung 3.6
rot umrandete Punkt entspricht beispielsweise einer Zelle mit einer GroRe (FSC) von
etwa "820" und einer Granularitat (SSC) von etwa "880".

Haufig soll in der Durchflusszytometrie eine definierte Zellpopulation (z.B. nur CFSE*
Zellen) auf bestimmte Eigenschaften (z.B. Fluoreszenzintensitat des Fluorochroms
Cy5) hin untersucht werden. Dies wird durch das Setzen von Analysefenstern (engl.
"gates") ermdglicht, die den jeweils gewtinschten Bereich definieren. Ein mogliches
Analysefenster flir CFSE* Zellen ist in Abbildung 3.6 als grauer Balken dargestellt.
In &hnlicher Weise kdnnen auch Zellen einer bestimmten Grofle und Granularitat
selektiv analysiert werden (siehe Ergebnisteil Abschnitt 4.4).
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Abbildung 3.6: Darstellungsformen durchflusszytometrischer Daten

Im Histogramm (links) befindet sich die Fluoreszenzintensitat eines Fluorochroms (hier
CFSE) in der Abszisse, wahrend die Anzahl der Zellen der jeweiligen Fluoreszenzintesitat
in der Ordinate aufgetragen ist. Im Punktediagramm (rechts) sind die analysierten Zellen als
Punktewolke dargestellt und jeder Zelle sind dabei zwei Eigenschaften (FSC = ZellgréRe,
SSC = Zellgranularitat) zugeordnet. Die roten Pfeile stellen jeweils Lesebeispiele dar (siehe
Text). Der graue Balken im Histogramm bezeichnet den Bereich, in welchem CFSE™* Zellen
zu finden sind.
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4. Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Arbeit umfassen eine Charakterisierung von Tumor
infiltrierenden Lymphozyten im Nierenzellkarzinom im Hinblick auf ihre Effektorfunktion
und ihren Funktionsstatus. Dabei wurde der Ablauf der Effektorphase zytotoxischer
T-Zellen in Zellkulturmodellen simuliert und mit den Gegebenheiten in situ verglichen.
Weiterhin wurde eine Analyse zum Differenzierungsstatus von Tumor infiltrierenden
Makrophagen und dendritischen Zellen im Nierenzellkarzinom durchgefihrt.
Durch immunhistologische Darstellungen wurden diese auf ihre Lokalisation im
Tumorgewebe und auf Interaktionen mit T-Zellen hin untersucht. Ferner wurde
gezeigt, dass das als Chemokin bekannte Protein CCL5 eine bisher unbekannte
Rolle bei der zytotoxischen Effektorfunktion von T-Zellen spielt.

4.1. Beschreibung der Morphologie Tumor infiltrierender Leukozyten
nach immunhistochemischer Farbung

Im leukozytaren Infiltrat von Nierenzellkarzinomen wurden Makrophagen, dendritische
Zellen und T-Zellen durch immunhistochemische Farbung und Verwendung
spezifischer Antikérper dargestellt. Des Weiteren wurde mit dieser Methode auch
das intrazellulare Effektormolekil Perforin nachgewiesen. Jeder Zelltyp weist
nach entsprechender Farbung typische morphologische Merkmale auf, welche im
Folgenden beschrieben werden.

Zum Nachweis von Makrophagen wurde der Antikérper ,Maus-anti-humanes CD68*
verwendet; dieser farbt ein in intrazellularen Vesikeln vorkommendes Protein,
welches in Gewebsmakrophagen exprimiert wird [Holness, 1993] (Abbildung 4.1 A).
Makrophagen sind relativ grof3e Zellen, welche durch ein breites Zytoplasma und eine
meist runde bis ovale Zellkonfiguration charakterisiert sind. Bei starker Vergréfierung
kann das intrazytoplasmatisch-granulare Farbemuster gut nachvollzogen werden.
Der Antikorper ,Maus-anti-humanes MRP 14" ermoglich eine weitere Differenzierung
von Makrophagen und farbt ein Antigen, welches von diesen Zellen in einem friihen
Stadium der Entziindung exprimiert wird [Hemmerlein, 2000; O'Laughlin, 1992].
Typisch fur die Farbung von MRP14 (Abbildung 4.1 B) ist ein Farbverlauf Uber die
Zelle hinaus, welcher mit vermehrtem Abstand zur Zelle an Intensitat abnimmt.
Womoglich handelt es sich dabei um eine immunhistologisch darstellbare Sekretion
des Proteins.

Dendritische Zellen wurden mit dem Antikdrper ,Maus-anti-humanes DC-Sign®
nachgewiesen. DC-Sign ist ein Protein, welches von unreifen dendritischen Zellen
exprimiert wird und sowohl auf der Plasmamembran als auch intrazellular lokalisiert
ist. Die Morphologie der dendritischen Zelle lasst sich von ihrem Namen ableiten;
der griechische Begriff ,dendrites” bedeutet ,zum Baum gehérig“ und steht fur die
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zahlreichen Verastelungen des Zytoplasmas dieser Zellen (Abbildung 4.1 C).

Ein weiterer Antikdrper zur Darstellung von dendritischen Zellen ist ,Maus-anti-
humanes DC-Lamp®. DC-Lamp ist ein intrazellulares Protein, welches von reifen
dendritischen Zellen exprimiert wird. Charakteristisch ist ein intrazytoplasmatisch-
granulares Farbemuster in grolen Zellen, welche wiederum haufig Auslaufer ihres
Zytoplasmas aufweisen (Abbildung 4.1 D).

Zum Nachweis von T-Zellen wurde der Antikérper ,Maus-anti-humanes CD3*
verwendet. Der Antikdrper erkennt die ¢-Einheit des CD3-Komplexes auf T-Zellen;
diese ist in der Plasmamembran lokalisiert und es handelt sich somit um eine
Oberflachenfarbung. Das Zytoplasma von T-Zellen ist sehr schmal, so dass sich
immunhistochemisch das charakteristische Bild einer den Zellkern umrundenden
Farbung ergibt (Abbildung 4.1 E).

Zur Darstellung des Effektormolekils Perforin wurde der Antikdrper ,Maus-anti-
humanes Perforin® verwendet. Perforin ist in intrazytoplasmatischen Vesikeln von
Lymphozyten gespeichert. Die Perforinfarbung ist durch kleine gefarbte Areale
charakterisiert, die wegen des geringen Zytoplasmavolumens von Lymphozyten eng
an Zellkerne gebunden erscheinen (Abbildung 4.1 F). Die granulare Struktur des
Perforin kann immunhistochemisch wegen des zu geringen Auflésungsvermogens
meist nicht ausreichend dargestellt werden.
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Abbildung 4.1: Legende siehe nachfolgende Seite
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Legende zu Abbildung 4.1: Demonstration immunhistochemischer Farbungen im Nie-
renzellkarzinom

Dargestellt sind reprasentative Beispiele immunhistochemischer Einzelfarbungen verschie-
dener Zelltypen und Strukturen in Nierenzellkarzinomen (Gewebeidentifikationsnummer in
Klammern). Durch Verwendung des Farbreagenz Neufuchsin sind diese rot dargestellt; das
Gewebe ist mit Hamalaun (blau) gegengefarbt. Alle Aufnahmen entstanden mit 630-facher
Vergrosserung. A: CD68* Makrophagen. B: MRP14* Makrophagen. C: DC-Sign* dendriti-
sche Zellen. D: DC-Lamp™® dendritische Zellen. E: CD3* T-Zellen. F: Das Effektormolekiil
Perforin.

4.2. Charakterisierung des monozytaren Infiltrats im Nierenzellkarzinom

4.2.1. Phanotypische Charakterisierung von infiltrierenden Makrophagen in
situ

Ein typisches Merkmal des Nierenzellkarzinoms ist dessen massive Infiltration
mit Makrophagen [Hemmerlein, 2000]. Anhand der Expression verschiedener
Proteine in Makrophagen konnen Rickschlisse auf deren Differenzierungsstatus
und auf Gegebenheiten des infiltrierten Gewebes gezogen werden. Gefrierschnitte
von Nierenzellkarzinomen wurden immunhistologisch mit Antikdrpern gegen
CD68, CD163, 25F9, MRP8, MRP14 und MRP8/14 gefarbt. CD68 wird von allen
Makrophagen exprimiert und dient somit zur Feststellung der Gesamitzahl an
infiltrierenden Makrophagen [Holness, 1993]. CD163 ist ein Protein, welches
in vitro durch IL-6, IL-10 oder Glukokortikoide induziert wird und von aktivierten
Makrophagen exprimiert wird [Buechler, 2000; Ritter, 2001]. Die Proteine MRP14
und MRP8/14 werden nur von Makrophagen exprimiert, die sich in einem Gewebe
der frihen Entzindungsphase befinden [Hemmerlein, 2000; O'Laughlin, 1992].
MRP8 und 25F9 hingegen sind auf Makrophagen zu finden, die sich im Gewebe
mit spater oder chronischer Entziindung aufhalten, wobei 25F9 auch von ruhenden
Makrophagen exprimiert wird [Hemmerlein, 2000; Zwadlo, 1985]. Abbildung 4.2 zeigt
eine reprasentative Darstellung der immunhistologischen Farbung der einzelnen
Makrophagentypen. Alle nachgewiesenen Subtypen waren in unterschiedlicher
Menge diffus im Gewebe der Nierenzellkarzinome verteilt.

Die Infiltrationsdichte der verschiedenen Populationen im Tumorgewebe
unterschiedlicher Patienten wurde durch Auszdhlung von je zehn verschiedenen
nicht Uberlappenden Gesichtsfeldern quantifiziert (Abbildung 4.3). CD68* Zellen
wurden in allen Tumoren in groRBer Anzahl gefunden. CD163* und somit aktivierte
Makrophagen waren in ahnlicher Haufigkeit wie CD68* Zellen in sechs von zehn
Tumoren (RCC T2, RCC T3, RCC T4, RCCT5,RCC T7 und RCC T8) zu finden. In den
Tumoren RCC S67T, RCC T1, RCC T10 und RCC T11 war die Menge der aktivierten
CD163* Makrophagen gegeniliber der Gesamtanzahl reduziert. Im entzindlichen
Milieu des Nierenzellkarzinoms wird dem Zytokin IL-6 eine lokal immunsuppressive
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Funktion zugeschrieben [Alberti, 2005]; da CD163 durch IL-6 induziert wird, kénnte
eine reduzierte Menge an CD163* Makrophagen womdglich auf ein geringeres
Vorkommen von IL-6 in den entsprechenden Geweben sprechen.

25F9* Zellen konnten in sieben von acht (RCC T2 und RCC T4 wurden nicht auf
25F9* Zellen hin Uberprift) analysierten Tumoren beschrieben werden, wobei die
Expression in funf Tumoren (RCC S67, RCC T1, RCC T7, RCC T8 und RCC T11)
besonders hoch war. In drei dieser funf Tumore (RCC S67, RCC T1 und RCC T11)
war gleichzeitig die Menge an CD163* Makrophagen deutlich vermindert, was
womoglich auf eine umgekehrte Korrelation zwischen der Infiltrationsdichte von
CD163" und 25F9* Makrophagen hindeutet.

CD68 (RCC T3) CD163 (RCC T3)
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Abbildung 4.2: Darstellung verschiedener Subtypen von Makrophagen im Nierenzell-
karzinom

Gefrierschnitte von Gewebe verschiedener Nierenzellkarzinome (Gewebeidentifikationsnum-
mer in Klammern) wurden immunhistologisch mit Antikdrpern gegen CD68, CD163, 25F9,
MRP8, MRP14 und MRP8/14 gefarbt. Durch Farbreaktion mit Neufuchsin stellen sich die
einzelnen Strukturen rot dar; das Gewebe ist mit Hidmalaun (blau) gegengefarbt.
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MRP8* Zellen wurden in acht von zehn Geweben identifiziert, wahrend MRP14*
Zellen in allen Geweben gefunden wurden. MRP8/14* Zellen waren in flinf der zehn
Nierenzellkarzinome vorhanden. In allen Geweben lagen 25F9*, MRP8*, MRP14*
und MRP8/14* Zellen in deutlich geringerer Menge als CD68* Zellen vor.

Der Tumor RCC T2 ist das einzige hier analysierte Nierenzellkarzinom vom
chromophilen Typ und weist eine im Verhaltnis deutlich reduzierte Anzahl an
Makrophagen auf; insbesondere ist das Verhaltnis von MRP14* Makrophagen der
akuten und frGhen Entzindungsphase zur Gesamtmenge an Makrophagen in diesem
Tumor das hochste aller analysierten Tumorgewebe.

Bezuglich Differenzierungsgrad und Tumorstadium (siehe Tabelle 2.3) konnte keine
Korrelation zur Menge an Makrophagen eines bestimmten Subtyps festgestellt

werden.
90 = CD68 |
80 CD163 —
m 25F9
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Abbildung 4.3: Quantifizierung von Makrophagen-Subtypen in Nierenzellkarzinomen
verschiedener Patienten

Dargestellt ist die durchschnittlich in einem Gesichtsfeld bei 400-facher Vergréferung gefun-
dene Anzahl an positiven Zellen. Ausgezahlt wurden jeweils zehn Gesichtsfelder. *Fur die
Gewebe der Patienten T2 und T4 liegen keine Ergebnisse liber die Menge an 25F9* Zellen
vor.

4.2.2. Charakterisierung von dendritischen Zellen und deren raumlicher
Beziehung zu T-Zellen im Gewebe

Die Beschreibung neuer Antigene (DC-Sign und DC-Lamp) auf dendritischen
Zellen und die Entwicklung entsprechender Antikdrper ermdglichen genauere
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Untersuchungen zum Differenzierungsstatus dendritischer Zellen in vivo.
Nierenzellkarzinome verschiedener Patienten wurden nun immunhistologisch mit
Antikérpern gegen DC-Sign und DC-Lamp gefarbt.

4.2.2.1. Nachweis von dendritischen Zellen durch den Antikérper DC-Sign

Das kdirzlich beschriebene Protein DC-Sign ("dendritic cell-specific ICAM-grabbing
non-integrin") [Geijtenbeek, 2000] dient als sehr spezifisches Erkennungsmerkmal
fur insbesondere unreife dendritische Zellen [Soilleux, 2003; Soilleux, 2002] und
ist funktionell primar fir die Adhasion von naiven T-Zellen an dendritische Zellen
von Relevanz [Soilleux, 2003]. Neun verschiedene Nierenzellkarzinome wurden
immunbhistologisch mit einem Antikérper gegen DC-Sign gefarbt und in allen Fallen
wurden DC-Sign* Zellen in unterschiedlicher Menge nachgewiesen (Ubersicht in
Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Darstellung von DC-Sign™* Zellen im Nierenzellkarzinom

In verschiedenen Nierenzellkarzinomgeweben wurden immunhistologisch DC-Sign* Zellen
nachgewiesen. Durch Farbreaktion mit Neufuchsin stellen sich diese rot dar. Auffallig ist die
groRe Menge an DC-Sign* Zellen im Tumorgewebe RCC T3 (oben links).
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Die Zellen hatten morphologisch das typische Erscheinungsbild dendritischer Zellen
(Abbildung 4.1 C). Positiv gefarbte Zellen waren diffus im Gewebe verteilt und
befanden sich sowohl im Tumorparenchym als auch im interstitiellen Bindegewebe
des Tumors. Die morphometrische Auszahlung der Tumorgewebe ist in Abbildung
4.5 graphisch dargestellt. Dabei fiel die massive Infiltration des Tumors RCC T3 mit
DC-Sign* Zellen auf. Histopathologisch ist das Gewebe dieses Tumors durch eine
geringe Differenzierung (G3) und einen sarkomatoiden Aspekt gekennzeichnet (vgl.
Tabelle 2.3).
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Abbildung 4.5: Quantifizierung von DC-Sign™* Zellen im Nierenzellkarzinom

Dargestellt ist die Anzahl DC-Sign* Zellen pro Gesichtsfeld. Jedes Symbol (¢) entspricht ei-
nem Gesichtsfeld. Die mediane Anzahl pro Gesichtsfeld ist als horizontaler Balken (==) abge-
bildet.

4.2.2.2. Nachweis von dendritischen Zellen durch den Antikérper DC-Lamp

DC-Lamp ist ein intrazellulares lysosomales Membranprotein und wird deshalb
im englischen als ,dendritic cell lysosome associated membrane proteine* (DC-
Lamp) bezeichnet. In gesunden Geweben wird es ausschliel3lich von aktivierten,
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reifen dendritischen Zellen in T-Zellarealen sekundarer lymphatischer Organe
exprimiert [de Saint-Vis, 1998]. Zwolf verschiedene Nierenzellkarzinome wurden
immunhistologisch mit dem Antikérper gegen DC-Lamp gefarbt. In allen Praparaten
wurden DC-Lamp* Zellen gefunden, welche den DC-Sign* Zellen morphologisch
sehr dhnlich sind (Abbildung 4.1 C und D). DC-Lamp™* Zellen wurden allerdings fast
ausschlieB3lich in Form von Akkumulationen gefunden, die haufig in der Nahe von
grolkeren Bindegewebsarealen oder der Pseudokapsel des Tumors und seltener im
Tumorparenchym lokalisiert waren. Einzeln gelegene DC-Lamp* Zellen wurden nur
selten beobachtet. Abbildung 4.6 zeigt die Akkumulationen DC-Lamp* Zellen (linke
Spalte) und vergleichend die Verteilung dieser Zellen auerhalb der Anhaufungen
(rechte Spalte). Dabei sind Beispiele einer kleinen Akkumulation (RCC T4 in Abbildung
4.6 oben), einer Akkumulation mit Assoziation zum Bindegewebe des Tumors (RCC
T7 in Abbildung 4.6 Mitte) und einer groRen Akkumulation im Tumorparenchym (RCC
T16 in Abbildung 4.6 unten) dargestellt.

Die Areale, in denen sich die Anhdufungen von DC Lamp* dendritischen Zellen
befanden, ahnelten morphologisch Ansammlungen von Lymphozyten (Abbildung
4.6). Die Farbung von Serienschnitten mit Antikdrpern gegen DC-Lamp und CD3
bestatigen diese Co-Lokalisation in samtlichen Fallen. Die enge Nachbarschaft
beider Zelltypen konnte durch konventionelle immunhistologische Doppelfarbung und
Doppelimmunfluoreszenz demonstriert werden (Abbildung 4.7). Mittels konfokaler
Mikroskopie konnten des Weiteren enge Kontakte zwischen dendritischen Zellen und
T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 4.7).
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— Akkumulationen von DC-Lamp+ Zellen— —— Einzeln liegende DC-Lamp* Zellen —
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Abbildung 4.6: Immunhistologische Darstellung von DC-Lamp™* Zellen im Nierenzell-
karzinom

Dargestellt sind reprasentative Farbung von DC-Lamp in drei verschiedenen Nierenzellkarzi-
nomen. Durch Farbreaktion mit Neufuchsin stellt sich das Protein rot dar; das Gewebe ist mit
Hamalaun gegengefarbt. DC-Lamp™* Zellen im Nierenzellkarzinom liegen fast ausschlieRlich
in Form von Akkumulationen eng beieinander (linke Spalte). Aufderhalb solcher Akkumulati-
onen befinden sich im Tumorgewebe nur sehr selten DC-Lamp* Zellen (rechte Spalte). Zur
Verdeutlichung dieser Tatsache sind vorrangig UbersichtsvergréRerungen gewanhlt. Einzeln
liegende DC-Lamp* Zellen (rechte Spalte) sind zur besseren Erkenntlichkeit grau umrandet.
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RCC T3 Immunhistochemische Doppelfarbung
CD3 rot / DC-Lamp blau
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Abbildung 4.7: Darstellung der Co-Lokalisation von CD3* und DC Lamp* Zellen im Nie-
renzellkarzinom

DC Lamp™* Zellen wurden in den Tumoren RCC T3 (oben) und RCC T8 (unten) durch immun-
histochemische Doppelfarbung (oben) und Doppelimmunfluoreszenz mit CD3 (unten) dar-
gestellt. Verwendet wurden Antikdrper aus verschiedenen Spezies (vgl. Farbeprotokoll ,A*
im Abschnitt 3.2.6). Im Gewebe RCC T3 wurden CD3* und DC Lamp* Zellen durch Farbre-
aktion mit Peroxidase (rot) und Fast Blue (blau) abgebildet. In der Doppelimmunfluoreszenz
sind CD3* Zellen griin und DC-Lamp™* Zellen rot dargestellt (unten). Die Aufnahmen entstan-
den durch Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie und Darstellung einer einzelnen
Schnittebene. Es sollen die engen Kontakte zwischen T-Zellen und DC-Lamp™* dendritischen
Zellen demonstriert werden.

4.3. Effektorfunktion und Aktivierungsstatus von Tumor infiltrierenden
Lymphozyten

Im Nierenzellkarzinom werden neben dem - fiir diesen Tumor typischen - Infiltrat an
monozytaren Zellen auch teils erhebliche Mengen an infiltrierenden Lymphozyten
gefunden [Kolbeck, 1992; Nakano, 2001]. Im Folgenden werden funktionelle Aspekte
Tumor infiltrierender Lymphozyten analysiert, um eventuell vorhandene Defekte der
Immunantwort aufzudecken und Hinweise auf deren Ursache zu erhalten.
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4.3.1. Die zytotoxische Effektorfunktion Tumor infiltrierender Lymphozyten

Die bekannten Mechanismen der Zytotoxizitat beruhen auf einer Induktion von
Apoptose in der Zielzelle, die durch Interaktion von Fas mit Fas-Ligand oder durch
zytotoxische Effektormolekile der Lymphozyten herbeigefuhrt wird [Barry, 2002].
Neben den Proteinen Granzym A und Granzym B ist das Perforin essentiell flr die
Induktion von Apoptose in der Zielzelle.

4.3.1.1. Quantitative Analyse der Perforinexpression in Tumor infiltrierenden T-Zellen
in situ

Zur quantitativen Bestimmung des T-Zell-Anteils am Infiltrat und zur Bestimmung
des Anteils an potentiell zytotoxischen Zellen, wurden Serienschnitte von
schockgefrorenen Nierenzellkarzinomen mit Antikdrpern gegen CD3 und Perforin
immunhistologisch gefarbt (Abbildung 4.8). In der Abbildung sind Perforin* Zellen
zur besseren Erkennbarkeit grau umrandet. Die Menge der jeweilig positiven Zellen
wurde durch Auszahlen bestimmt und ist in Abbildung 4.9 graphisch dargestellt. Bei
allen sieben analysierten Tumoren konnte eine im Vergleich zum Infiltrat an T-Zellen
stark verminderte Anzahl an Perforin* Zellen festgestellt werden (Abbildung 4.9). Der
hochste Anteil an Perforin® Zellen konnte in den Tumoren RCC T1 (durchschnittlich 14
Perforin* Zellen/Gesichtsfeld bei 33 T-Zellen/Gesichtsfeld) und RCC T11 (4 Perforin*
Zellen bei 12 T-Zellen) gefunden werden. Einige Perforin* Zellen wurden auch im
Tumor RCC MKo gefunden (9 Perforin® Zellen bei 83 T-Zellen), wobei dieser auch
ein Uberdurchschnittlich hohes Mall an T-Zell-Infiltration aufwies. In den Tumoren
RCC T2 und RCC T3 konnten trotz vorhandenem T-Zell-Infiltrat keine Perforin* Zellen
gefunden werden.

Legende zu Abbildung 4.8: Vergleichende Darstellung der Expression von CD3 und
Perforin in Tumor infiltrierenden Lymphozyten im Nierenzellkarzinom

Dargestellt sind reprasentative Beispiele immunhistologischer Einzelfarbungen verschiede-
ner Nierenzellkarzinome. CD3 und Perforin sind durch spezifische Antikérper und das Farbre-
agenz Neufuchsin rot dargestellt; das Gewebe ist mit Hdmalaun gegengefarbt. Alle Aufnah-
men entstanden mit 400-facher VergroRerung und zeigen T-Zellen und Perforin* Zellen im
Tumorparenchym. Perforin* Zellen zeichnen sich durch kleine intrazelluldre Granula mit roter
Farbreaktion aus und sind zur besseren Erkennbarkeit grau umrandet. Demonstriert werden
soll das quantitativ auffallig unterschiedliche Verhaltnis von CD3* T-Zellen zu Perforin* Zellen
im Nierenzellkarzinom.
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RCC MKo

RCC T10
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Abbildung 4.8: Legende siehe vorherige Seite
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4.3.1.2. Intrazellulare Verteilung von Perforin in T-Zellklonen und Tumor
infiltrierenden T-Zellen

Das Perforin ist in intrazelluldaren Granula gespeichert, welche ohne
antigenspezifischen Kontakt der T-Zelle diffus im Zytoplasma verteilt sind. Nach
spezifischer Antigenerkennung orientieren sich diese Granula zur Kontaktstelle
mit der Zielzelle hin und werden ausgeschlittet. Dieser Prozess wurde an einem in
vitro-Modell bildgebend gezeigt. Hierzu wurde als Zielzelle die Melanomzelllinie Mel
IL2 verwendet, die den MHC-Klasse-I-Allotyp HLA-A2 exprimiert. Der zytotoxische
T-Zellklon JB4 erkennt das HLA-A2-Molekll als Antigen und wurde deshalb als
Effektorzelle gegen Mel IL2 gerichtet. Die Effektorzellen wurden mit den Zielzellen
vereinigt und durch Zentrifugation wurden Zell-Zell-Kontakte (Konjugate) zwischen
Effektor- und Zielzellen hergestellt. Diese wurden nach 30 Minuten Inkubation
fixiert und immunzytologisch mit Antikérpern gegen CD3¢ und Perforin gemaf
Farbeprotokoll ,B“ (siehe Abschnitt 3.2.6) gefarbt. Die intrazellulare Verteilung
des Perforin wurde anschlielend mittels konfokaler Lasermikroskopie raumlich
dargestellt. Die diffuse Verteilung der Perforin enthaltenden Granula innerhalb der
T-Zellen, die keinen Kontakt zu einer Zielzelle hatten, konnte sehr deutlich gezeigt
werden (Abbildung 4.10 links). Ebenso konnte die Ausrichtung der Perforingranula
zur Zielzelle hin Uberzeugend demonstriert werden (Abbildung 4.10 rechts).

T-Zellen alleine —— T-Zellen in Tumorzellkontakt

16.00 |.lITII I 8.00 prnl

T-Zellen alleine oder in Tumorzellkontakt

Abbildung 4.10: Legende
CD3 griin - Perforin rot - Zellkerne blau —————  siehe nachfolgende Seite
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Legende zu Abbildung 4.10: Verteilungsmuster von Perforin im T-Zellklon JB4 ohne
und mit Kontakt zu Zielzellen

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und Perforin (rot) im T-Zellklon JB4. Zellkerne sind
mit DAPI (blau) gegengefarbt. Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels konfoka-
ler Lasermikroskopie; alle zur Erfassung der raumlichen Verteilung von Perforin relevanten
Schnittebenen wurden Ubereinander projiziert und die Farbe rot gegeniber allen anderen
Farben deckend dargestellt. In der unteren Abbildung ist der griine Farbkanal der CD3-Far-
bung ausgeblendet. Die Zielzellen sind durch ihre GréRe von den T-Zellen zu unterscheiden,
ihre Plasmamembran ist ungefarbt. In T-Zellen ohne Kontakt zu Zielzellen ist Perforin als gra-
nulare Struktur diffus im Zytoplasma verteilt (links oben und unten), wahrend die Perforingra-
nula nach Kontakt mit einer Zielzelle zu dieser hin orientiert werden (rechts oben und unten).

Tumor infiltrierende T-Zellen im Nierenzellkarzinomgewebe wurden nun hinsichtlich
der raumlichen Verteilung von Perforin beurteilt. Dazu wurden Gefrierschnitte aus
Tumorgewebe immunhistologisch mit Antikérpern gegen CD3¢ und Perforin ge-
farbt und die Verteilung des Perforin mittels konfokaler Lasermikroskopie rdumlich
dargestellt. Insgesamt wurden 65 Perforin* T-Zellen aus sieben Nierenzellkarzinom-
geweben analysiert und die Verteilung des Perforin als "diffus" bezeichnet, wenn die
Granula uber die Zellen verteilt waren (siehe Beispiele in Abbildung 4.11 A). Die Ver-
teilung des Perforin wurde als "polar" gewertet, wenn alle Granula innerhalb einer
Zelle in eine bestimmte Richtung hin orientiert waren (siehe Beispiele in Abbildung
4.11 B). 13 der 65 analysierten Perforin® T-Zellen (entspricht 20 %) zeigten eine po-
lare Ausrichtung des intrazellularen Perforin (Abbildung 4.12), wobei zehn dieser 13
T-Zellen mit polarer Ausrichtung im Gewebe des Patienten RCC T7 beobachtet wur-
den. Wirde man den Patienten RCC T7 nicht miteinbeziehen, zeigten nur drei von
43 analysierten Perforin® T-Zellen (entsprache 7 %) eine polare Ausrichtung ihres
Perforin. Die meisten Tumor infiltrierenden Perforin* T-Zellen zeigten eine diffuse
Verteilung ihres Perforin (52 von 65; entspricht 80 % der analysierten Perforin* T-
Zellen) auf. Da T-Zellen bei antigenspezifischem Kontakt ihr Perforin zur Zielzelle
hin ausrichten, deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass die ohnehin wenigen
Perforin® T-Zellen im Nierenzellkarzinom nicht in die Erkennung von Tumorzellen in-
volviert sind oder womoglich Defekte im Mechanismus der Ausrichtung zytotoxischer
Granula vorliegen.

Zum Vergleich wurde humanes Milzgewebe nach derselben Methode analysiert
(Beispiel in Abbildung 4.11 A). Dabei wurden fast ausschlieRlich T-Zellen mit diffuser
Verteilung von Perforin gefunden (35 von 39; entspricht 90 % der analysierten
Perforin* Zellen) (Abbildung 4.12). Dies ist in Einklang mit der Annahme, dass in
lymphatischen Geweben keine Vernichtung von Zielzellen durch zytotoxische
Lymphozyten stattfindet.
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Abbildung 4.11: Verteilungsmuster von Perforin in T-Zellen im Nierenzellkarzinom und
in der Milz

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und Perforin (rot) von verschiedenen Nierenzell-
karzinomen und einer Milz. Zellkerne sind mit DAPI (blau) gegengefarbt. Die Aufnahmen ent-
standen durch raumliche Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie und Projektion al-
ler aufgezeichneten Schnittebenen. Griine und rote Farbsignale sind gegeniiber den blauen
Farbsignalen der Zellkerne artifiziell deckend dargestellt. A: Beispiel einer diffusen Verteilung
des Perforin in T-Zellen im Nierenzellkarzinom und der Milz. B: Beispiele einer polaren Vertei-
lung des Perforin in Tumor infiltrierenden T-Zellen.
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Abbildung 4.12: Quantifizierung des Verteilungsmusters von Perforin in T-Zellen im
Nierenzellkarzinom und in der Milz

Die Anzahl der T-Zellen mit diffuser (hellgrau) und polarer (dunkelgrau) Verteilung des intra-
zellularen Perforin ist als Abschnitt eines Balkens aufgetragen und zusatzlich in einer Wer-
tetabelle dargestellt. Die Summe der Zellen eines Verteilungsmusters ist rechts neben dem
Diagramm abgebildet; dabei sind die analysierten T-Zellen aus der Milz nicht mit einbezogen.
Lesebeispiel: Im Nierenzellkarzinom T4 wurden fiinf Perforin® Zellen analysiert, wobei vier
ein diffuses Verteilungsmuster des Perforin zeigten und eine ein polares Muster aufwies.

4.3.1.3. Intrazellulare Verteilung von Perforin in Tumor infiltrierenden NK-Zellen

Die Doppelfarbung mit CD3 und Perforin zeigte, dass auch CD3" Zellen Perforin*
waren; bei diesen Zellen handelt es sich um NK-Zellen. Auch bei diesen Zellen
wurde nun die intrazellulare Verteilung des Perforin analysiert. Insgesamt wurden
113 Perforin* NK-Zellen beurteilt, wobei 69 der 113 analysierten Perforin* NK-Zellen
(das entspricht 61 %) eine diffuse Verteilung des Perforin zeigten (siehe Beispiele in
Abbildung 4.13 A und Auswertung in Abbildung 4.14). Bei 44 von 113 analysierten
Perforin* NK-Zellen (das entspricht 39 %) war das Perforin polar ausgerichtet (siehe
Beispiele in Abbildung 4.13 B).

Im Milzgewebe (Beispiel in Abbildung 4.13 A) zeigten zwoIf von 13 analysierten
Perforin® NK-Zellen (entspricht 93 %) eine diffuse Verteilung (Abbildung 4.14).
Im Gegensatz zu den Tumor infiltrierenden T-Zellen und den Perforin* NK-
Zellen in der Milz, weisen offensichtlich fast die Halfte der Perforin* NK-Zellen im
Nierenzellkarzinom eine polare Ausrichtung ihres intrazellularen Perforin auf.
Ob eine Polarisierung des Perforin bei NK-Zellen ebenso wie bei T-Zellen mit
Zielzellerkennung und Ausschittung der zytotoxischen Granula assoziiert ist, wird
in der aktuellen Literatur allerdings hinterfragt [Davis, 2004] und sollte zukinftig
ebenfalls anhand von Zellkulturmodellen Uberprift werden.
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Abbildung 4.13: Verteilungsmuster von Perforin in NK-Zellen im Nierenzellkarzinom
und in der Milz

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und Perforin (rot). Zellkerne sind mit DAPI (blau)
gegengefarbt. Die Aufnahmen entstanden durch raumliche Auswertung mittels konfokaler La-
sermikroskopie und Projektion aller aufgezeichneten Schnittebenen. A: Beispiel einer diffu-
sen Verteilung des Perforin in NK-Zellen im Nierenzellkarzinom und der Milz. B: Beispiele
einer polaren Verteilung des Perforin in Tumor infiltrierenden NK-Zellen.
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Legende zu Abbildung 4.14: Quantifizierung der Verteilungsmuster von Perforin in NK-
Zellen im Nierenzellkarzinom und in der Milz

Die Anzahl der NK-Zellen mit diffuser (hellgrau) und polarer (dunkelgrau) Verteilung des in-
trazellularen Perforin ist als Abschnitt eines Balkens aufgetragen und zusatzlich in einer Wer-
tetabelle dargestellt. Die Summe der Zellen eines Verteilungsmusters ist rechts neben dem
Diagramm abgebildet; dabei sind die analysierten NK-Zellen in der Milz nicht mit einbezo-
gen.

4.3.1.4. Nachweis von Zielzellerkennung durch zytotoxische T-Zellen im
Nierenzellkarzinom

Immunhistochemische Farbungen von Perforin im Nierenzellkarzinom zeigten,
dass nur wenige Tumor infiltrierende T-Zellen Perforin exprimieren. Die mangelnde
Perforinexpression koénnte eine Ursache flr die unzureichende Immunantwort
gegen den Tumor sein. Daher ist eine Klarung der Ursache dieses Phanomens
wichtig. T-Zellen sind Perforin®, wenn sie naiv sind, also noch kein ausreichendes
Differenzierungsprogramm durchlaufen haben. Weiterhin konnten T-Zellen auch
Perforin~sein, weil sie gerade aktiv Zielzellen erkannt und dabei ihr Perforin abgegeben
haben. Zur Unterscheidung zwischen diesen Moglichkeiten ist es von Interesse, ob
im Tumor eine Zielzellerkennung durch zytotoxische T-Zellen stattfindet. Um dies
zu untersuchen wurde eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern gegen
CD3 und GMP17/TIA-1 benutzt. GMP17/TIA-1 ist ein Protein, welches von Medley
et al. 1996 in NK-Zellen erstmals beschrieben wurde [Medley, 1996]. Es handelt sich
dabei um einen Membranbestandteil der intrazellularen Vesikel, die die zytotoxischen
Moleklle enthalten. Die Vesikel werden im Prozess der Zielzellerkennung zur
immunologischen Synapse hin polarisiert und verschmelzen mit der Plasmamembran
der Effektorzelle, um die enthaltenen zytotoxischen Effektormolekiile auszuschutten.
Als Ergebnis eines abgelaufenen Degranulationsprozesses sollte sich das Protein
GMP17/TIA-1 folglich in der Plasmamembran der T-Zelle befinden und in Co-
Lokalisation mit CD3 nachweisbar sein (siehe hierzu auch Schemazeichnung 5.1,
Seite 92). Unter dieser Annahme wurde nun versucht, Zielzellerkennung und ein
damit verbundenes abgelaufenes Degranulationsereignis in situ immunhistologisch
nachweisbar zu machen.

Der Prozess der Zielzellerkennung wurde vorerst durch ein in vitro
Modell nachvollzogen und bildgebend dargestellt. Analog zum Modell der
Perforinpolarisierung wurde die Melanomzelllinie Mel IL2 mit dem T-Zellklon JB4
koinkubiert. Nachdem Zellkonjugate zwischen Effektor- und Zielzellen hergestellt
worden waren, wurden diese nach 60 Minuten Inkubation immunzytologisch mit
Antikorpern gegen CD3¢ und GMP17/TIA-1 gefarbt (gemafs Protokoll ,B*, Abschnitt
3.2.6). Die intrazellulare Lokalisation von GMP17/TIA-1 wurde anschliel3end
mittels konfokaler Lasermikroskopie in einer Schnittebene der Zelle dargestellt.
Es konnte gezeigt werden, dass GMP17/TIA-1 in T-Zellen ohne Kontakt zur Zielzelle
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diffus im Zytoplasma der Zelle verteilt ist, ohne mit dem Oberflachensignal von
CD3¢ zu Uberlagern (Abbildung 4.15 links). Eine Stunde nach Kontakt zur Zielzelle
befand sich GMP17/TIA-1 an der Kontaktstelle zwischen Effektor- und Zielzelle in
die Plasmamembran der T-Zelle integriert. Dies zeigte sich an der FarblUberlagerung
mit dem membranstandigen Oberflachenprotein CD3¢ (Abbildung 4.15 rechts). Zur
praziseren Beurteilung der Lokalisation von CD3 und GMP17/TIA-1 zueinander
wurden digitale Fluoreszenzintensitatsprofile (vgl. Kapitel 3.2.10) erstellt. Dabei
wurden die Intensitdten der beiden Farbkandle entlang einer Linie (diese ist in
Abbildung 4.15 als Pfeil dargestellt) gemessen und in einem Diagramm aufgetragen
(Abbildung 4.15 unten). Die Uberlappung des roten und griinen Graphen entspricht
einer Co-Lokalisation beider Strukturen (Abbildung 4.15 unten Mitte und rechts).
Stellen sich beide Graphen gegeneinander versetzt dar, missen rdumlich getrennte
Strukturen angenommen werden (Abbildung 4.15 unten links).

In analoger Weise wurden Gefrierschnitte aus Tumorgewebe und Tonsille
immunhistologisch gefarbt und die subzelluldre Lokalisation von GMP17/TIA-1 in
T-Zellen in situ zu bestimmt. In der Tonsille Uberlagerten die Signale von GMP17/TIA-1
nicht mit CD3, was fur eine zytoplasmatische Lokalisation des GMP17/TIA-1 spricht
(Abbildung 4.16 oben). In den Nierenzellkarzinomgeweben zeigten 30 % der
GMP17/TIA-1* T-Zellen eine Konzentration des GMP17/TIA-1 auf einen engen
Bereich der Zelloberflaiche und gleichzeitig eine Uberlagerung mit dem CD3-Signal
(Abbildung 4.16 Mitte). Andere T-Zellen zeigten weder eine synaptische Anordnung
noch eine Co-Lokalisation mit CD3 (Abbildung 4.16 unten). Die Beobachtungen
sprechen daflir, dass zahlreiche Tumor infiltrierende T-Zellen im Nierenzellkarzinom
ihre zytotoxische Granula enthaltenden Vesikel mit der T-Zelloberflache fusioniert
haben. Dieser Vorgang ist bekanntlich mit Zielzellerkennung und der Sekretion des
Inhalts dieser Vesikel verbunden.
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Abbildung 4.15: Raumliche Verteilung von GMP17/TIA-1 in T-Zellklonen vor und nach
Kontakt mit Zielzellen

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und GMP17/TIA-1 (rot) im T-Zellklon JB4. Zell-
kerne sind mit DAPI (blau) gegengefarbt. Uberlappungsbereiche von CD3 und GMP17/TIA-1
stellen sich gelb dar. Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels konfokaler Laser-
mikroskopie und Darstellung einer einzelnen Schnittebene. GMP17/TIA-1 enthaltende Gra-
nula sind in T-Zellen diffus verteilt (links). Eine Stunde nach Kontakt mit spezifischen Zielzel-
len (groRe ungefarbte Zellen) ist GMP17/TIA-1 am Ort der immunologischen Synapse in die
Plasmamembran der meisten T-Zellen integriert; dies wird durch die Uberlappenden Farbsig-
nale mit CD3 erkennbar (rechts); intrazellulares GMP17/TIA-1 kann zu diesem Zeitpunkt nicht
mehr nachgewiesen werden. Entlang den wei3en Pfeilen wurden Fluoreszenzintensitatspro-
file (vgl. Kapitel 3.2.10) fur die Farbkanale grin (CD3) und rot (GMP17/TIA-1) erstellt; die
Linienfarbe entspricht dabei der Farbe des jeweiligen Kanals (griine Linie = Intensitatsprofil
von CD3; rote Linie = Intensitatsprofil von GMP17/TIA-1).

Legende zu Abbildung 4.16: Raumliche Verteilung von GMP17/TIA-1 in Tumor infiltrie-
renden T-Zellen und in T-Zellen einer Tonsille

Dargestellt sind Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und GMP17/TIA-1 (rot) in Ge-
frierschnitten verschiedener Gewebe. Zellkerne sind mit DAPI (blau) gegengefarbt. Uberlap-
pungsbereiche von CD3 und GMP17/TIA-1 stellen sich gelb dar. Die Aufnahmen entstanden
durch raumliche Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie und Darstellung einer ein-
zelnen Schnittebene. In T-Zellen der Tonsille sind GMP17/TIA-1 enthaltende Granula diffus
im Zytoplasma verteilt (oben). Die beiden Abbildungen in der Mitte zeigen Beispiele zweier
T-Zellen, in denen GMP17/TIA-1 in einem definierten Areal in die Plasmamembran integriert
ist. Unten ist ein Beispiel einer Tumor-infiltrierenden T-Zelle mit diffuser zytoplasmatischer
Verteilung von GMP17/TIA-1 abgebildet. Entlang den weillen Pfeilen wurden Fluoreszenzin-
tensitatsprofile fir die Farbkanale griin (CD3) und rot (GMP17/TIA-1) erstellt; die Linienfarbe
entspricht dabei der Farbe des jeweiligen Kanals (griine Linie = Intensitatsprofil von CD3; rote
Linie = Intensitatsprofil von GMP17/TIA-1).
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Abbildung 4.16: Legende siehe vorherige Seite
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4.3.2. Aktivierungsstatus von Tumor infiltrierenden T-Zellen
4.3.2.1. IFN-y Sekretion von Tumor infiltrierenden T-Zellen

Effektor-T-Zellen sezernieren nach Erkennung von spezifischem Antigen Zytokine,
darunter auch das Zytokin IFN-y. Ein gegen humanes IFN-y gerichteter Antikdrper
(Klon B27) wurde zunachst in vitro getestet. Zur Initiierung einer IFN-y Sekretion
wurde ein T-Zellklon (TIL-26 GG) chemisch mit den aulerordentlich potenten
Stimulantien PMA und lonomycin inkubiert und nach sechs Stunden immunzytologisch
gefarbt. Bei der Stimulation der T-Zellen wurde zusatzlich das Reagenz Brefeldin
A zugegeben, welches durch Blockade des intrazellularen Vesikeltransports
verhindert, dass die T-Zelle das produzierte IFN-y freisetzt und somit womdglich
trotz Produktion von IFN-y keine positive Farbung zeigt. IFN-y* Zellen wurden
anschlielRend lichtmikroskopisch gezahlt, wobei eine deutlich positive Farbung bei
30 % aller stimulierten Zellen beobachtet wurde (Abbildung 4.17 A oben). Weiterhin
wurde eine Fluoreszenzdoppelfarbung mit CD3 durchgeflhrt, die quantitativ eine
ahnliche Verteilung an positiven Zellen zeigte. Die IFN-y* Zellen sind durch gelbe
Farblberlagerung von CD3 (griin) und IFN-y (rot) erkennbar. (Abbildung 4.17 Aunten).
Nachdem gezeigt war, dass IFN-y sowohl konventionell immunhistochemisch als
auch mittels Doppelimmunfluoreszenzfarbung in T-Zellen nachweisbar ist, wurden
Gefrierschnitte von zwolf verschiedenen Nierenzellkarzinomen und einer Tonsille
mittels Einzelfarbung und Fluoreszenzdoppelfarbung mit CD3 immunhistologisch
analysiert. In der Tonsille konnten einige IFN-y* Zellen gefunden werden (Abbildung
4.17 B oben links), die in manchen Arealen auch dicht beieinander lagen (mehr als zwei
Zellen/Gesichtsfeld bei 200-facher VergroRerung). Die Fluoreszenzdoppelfarbung
zeigte, dass alle IFN-y* Zellen CD3™ und somit keine T-Zellen waren (Abbildung
4.17 B oben rechts).

In elf der zwdlf analysierten Tumorgewebe konnten weder mit konventioneller
Neufuchsin-Einzelfarbung  noch  mittels  Fluoreszenzdoppelfarbung  IFN-y
produzierende T-Zellen gefunden werden. Nur im Tumorgewebe des Patienten T12
wurden mit beiden Methoden zwei IFN-y* Zellen gefunden, die analog zur Tonsille CD3~
waren und auch wegen ihres breiten und teils sternférmig auslaufenden Zytoplasmas
nicht der Morphologie von T-Zellen entsprachen (Abbildung 4.17 B unten). Diese
Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass T-Zellen im Nierenzellkarzinom kein oder
sehr geringe Mengen an IFN-y* produzieren.
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Abbildung 4.17: Darstellung von IFN-y durch immunzytologische Farbung

A: Der T-Zellklon TIL-26 GG wurde mit lonomycin und PMA zur Produktion von IFN-y ange-
regt. Sechs Stunden spater wurde IFN-y durch einen spezifischen Antikérper und Farbung
mittels Neufuchsin (rot) in den Zellen nachgewiesen. Unstimulierte (links) und stimulierte
(rechts daneben) T-Zellen sind bei 400-facher VergroRerung lichtmikroskopisch dargestellt.
Darunter: Fluoreszenzdoppelfarbung stimulierter T-Zellen mit CD3 (grtin) und IFN-y (rot); dar-
gestellt sind sowohl das Uberlagerungsbild als auch die einzelnen Farbkanéle.

B: IFN-y produzierende Zellen wurden in Gefrierschnitten einer Tonsille (oben) und im Nie-
renzellkarzinom RCC T12 (unten) sowohl durch konventionelle immunhistologische Farbung
(links) als auch mittels Doppelimmunfluoreszenz (rechts) dargestellt. In der Doppelfarbung
sind T-Zellen gruin und IFN-y produzierende Zellen rot dargestellt. Abgebildet sind sowohl das
Uberlagerungsbild als auch die einzelnen Farbkanale. IFN-y* Zellen (durch Pfeile gekenn-
zeichnet) weisen durchweg kein griines Farbsignal und somit kein CD3 auf.
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4.3.2.2. Expression der CD3¢-Kette in Tumor infiltrierenden Lymphozyten
4.3.2.2.1. Quantifizierung der Expression von CD3{

Die CD3(-Kette ist ein Teil des CD3-Komplexes und essentieller Bestandteil der
Signalkaskade in T-Zellen. Eine verminderte Expression der CD3(-Kette wurde in
zahlreichen Tumoren beschrieben und als eine Ursache fur funktionelle Inaktivitat
von T-Zellen bei Tumorpatienten diskutiert. Im Folgenden wurde untersucht, ob
Tumor infiltrierende T-Zellen im Nierenzellkarzinom eine verminderte Expression der
(-Kette aufweisen. Hierzu wurden Serienschnitte von Nierenzellkarzinomen von 14
verschiedenen Patienten immunhistologisch mit Antikdrpern gegen CD3¢ und die
(-Kette gefarbt und die Anzahl der jeweils positiven Zellen quantitativ durch Auszéhlung
von zehn verschiedenen Gesichtsfeldern (bei 400-facher VergroRerung) bestimmt.
Es wurden hierbei nur Zellen gewertet, die im Tumorparenchym lokalisiert waren;
nicht bertcksichtigt wurden samtliche Zellen, die sich im interstitiellen Bindegewebe,
in nekrotischen Arealen sowie in Blutgefdssen befanden (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18: T-Zellinfiltration in unterschiedlichen Arealen des Nierenzellkarzinom-
gewebes

Dargestellt ist eine immunhistologische Farbung von CD3¢* T-Zellen im Nierenzellkarzinom.
Diese befinden sich im Tumorparenchym (obere Bildhalfte), im Bindegewebe des Tumors
(BG, unten links) und in nekrotischen Arealen des Tumors (N, unten rechts).
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Es wurde beobachtet, dass sich in manchen Nierenzellkarzinomen ebenso viele
CD3¢™ wie CD3C* Zellen befinden (reprasentatives Beispiel in Abbildung 4.19 oben),
wahrend in anderen Tumoren eine gegenlber CD3¢ deutlich reduzierte Menge an
CD3C* Zellen vorliegt (reprasentatives Beispiel in Abbildung 4.19 unten).
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Abbildung 4.19: Vergleichende Darstellung der Expression von CD3¢g und CD3¢ in Tu-
mor infiltrierenden Lymphozyten im Nierenzellkarzinom

Serienschnitte von Geweben verschiedener Nierenzellkarzinome wurden mit Antikérpern ge-
gen CD3¢ und CD3¢ gefarbt. Durch die Darstellung derselben Areale zweier Schnitte aus
einer Serie kann die Anzahl der Zellen mit Expression des jeweiligen Proteins verglichen wer-
den. Im dargestellten Ausschnitt des Tumors RCC T3 (oben) ist das Verhaltnis der CD3C*
Zellen gegeniiber der Menge an CD3¢* Zellen ausgeglichen, wahrend es im gezeigten Areal
des Tumors RCC T16 (unten) vermindert ist.
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Die morphometrische Quantifizierung ergab, dass in acht der 14 analysierten
Tumorpraparate mehr oder annahernd dieselbe Menge an CD3¢* und CD3Z* Zellen
existiert (RCC IMa, RCC MKo, RCC T1, RCC T3, RCC T11, S58T, S60T, S71T)
(Abbildung 4.20). Eine moderate Verminderung der {-Kette ergab sich in vier Tumoren
(RCC T2, RCC T10, RCC T16 und RCC S72T) (orange Zahlen in Abbildung 4.20),
wobei diese durch einen Anteil von CD3Z* Zellen an der Menge der CD3¢* Zellen
zwischen 70 und 90 % definiert wurde (70< ©P3%/___ x100 <90). In zwei Tumoren
(RCC T12, RCC T13) war die Anzahl der Zellen mit Expression der {-Kette deutlich
vermindert (definiert durch ©P3%/___ x100 <70) (rote Zahlen in Abbildung 4.20). In
einigen Tumoren (RCC IMa, RCC T1 und RCC T11) wurden deutlich mehr CD3*
als CD3e* Zellen beobachtet (Abbildung 4.21, jeweils im linken oberen Quadranten
und Abbildung 4.20, weiflde Balken hoher als graue Balken). Eine mogliche Erklarung
konnte darin liegen, dass diese Gewebe viele NK-Zellen enthalten, welche CD3¢
exprimieren, aber CD3¢" sind.
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Abbildung 4.20 Quantifizierung von CD3¢* und CD3{* Zellen in verschiedenen Nieren-
zellkarzinomen

Die Mittelwerte der Zellzahlen aus zehn Gesichtsfeldern eines Gewebes sind als Balken
(grau=CD3¢, weil3=CD3¢) aufgetragen und zusatzlich in einer Wertetabelle dargestellt. In der
untersten Zeile ist der prozentuale Anteil der CD3(* Zellen an der Menge der CD3¢* Zel-
len abgebildet. Orange Zahlen weisen dabei auf einen Anteil von weniger als 90% und rote
Zahlen auf einen Anteil von weniger als 70% hin.
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Abbildung 4.21: Tumorareal mit einer gegeniiber CD3¢ erh6hten Expression an CD3(
Dargestellt sind Serienschnitte eines Tumorareals im Nierenzellkarzinom RCC IMa, in dem
eine gegeniiber CD3e vermehrte Anzahl von CD3(" Zellen auffallt (links oben im Bild). Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um CD3¢"/CD3(*" NK-Zellen.

Die Anwesenheit von CD3(* NK-Zellen filhrt zu der Problematik, Einzelfarbungen
und deren morphometrische Gegentberstellung mit CD3e zur Bewertung einer
maoglichen Abregulation der {-Kette in T-Zellen heranziehen zu wollen. In Geweben,
die zahlreiche CD3(* NK-Zellen enthalten, kann auf diese Weise eine Abregulierung
der {-Kette in T-Zellen unerkannt bleiben, weil die Anzahl von CD3¢*/CD3( T-Zellen
durch CD3¢/CD3C*" NK-Zellen ersetzt sein kann.

Um die Frage eines Verlusts der CD3(-Kette in Tumor infiltrierenden T-Zellen
zufriedenstellender zu beantworten, wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung
von CD3¢ und CD3C durchgefiihrt. Diese erlaubt zwischen CD3(* T-Zellen, CD3( T-
Zellen und CD3Z* NK-Zellen zu unterscheiden. Abbildung 4.22 zeigt reprasentative
Beispiele von Immunfluoreszenzdoppelfarbungen, wobei CD3¢ dabei grin und
CD3C rot dargestellt ist (Farbung nach Protokoll ,A“, siehe Abschnitt 3.2.6). CD3C"
T-Zellen zeigen sowohl ein griines (CD3) als auch ein rotes (CD3() Farbsignal und
stellen sich im Uberlagerungsbild gelb dar (Abbildung 4.22 oben), wahrend T-Zellen
mit fehlender Expression der (-Kette zwar griin (CD3), aber nicht rot (fehlende (-
Kette) sind (Abbildung 4.22 Mitte). CD3C*" NK-Zellen weisen kein griines (fehlende
Expression von CD3¢), aber ein rotes Signal auf (CD3() (Abbildung 4.22 unten).
Abbildung 4.23 demonstriert die Prasenz von NK-Zellen durch eine parallele
Farbung von Serienschnitten mittels Immunhistochemie und Immunfluoreszenz. In
beiden Farbungen erkennt man ein rundes parenchymattses Areal, in dem keine
CD3™* T-Zellen (links), aber vereinzelt CD3{* Zellen und somit wahrscheinlich NK-
Zellen (Mitte) vorliegen. Die Doppelimmunfluoreszenzdarstellung bestatigt das
Vorhandensein dieser CD3{*/CD3¢” Zellen (Abbildung 4.23 rechts; rote Zelle im
linken unteren Quadranten).
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Abbildung 4.22: Doppelimmunfluoreszenz von CD3¢ und CD3{ in Tumor infiltrierenden
Lymphozyten im Nierenzellkarzinom

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (grin) und der CD3C-Kette (rot) in Gefrierschnitten ver-
schiedener Nierenzellkarzinome. Uberlappungsbereiche von CD3 und der CD3Z-Kette stellen
sich gelb dar. Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels konfokaler Lasermikro-
skopie und Darstellung einer einzelnen Schnittebene. Dargestellt sind jeweils ein Uberlage-
rungsbild und Bilder der einzelnen Farbkanale. Demonstriert werden sollen Beispiele von T-
Zellen mit voller Expression der CD3(-Kette (RCC IMa, oben), von T-Zellen ohne Expression
von CD3¢ (RCC S66T, Mitte) und von CD3¢™ NK-Zellen mit Expression der CD3-Kette (RCC
IMa, unten).
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Abbildung 4.23: Darstellung von NK-Zellen durch immunhistochemische Farbung und
Doppelimmunfluoreszenz in Serienschnitten

Dargestellt sind Aufnahmen aus Serienschnitten eines markanten Gewebeareals, welches
durch ein im Bindegewebe befindliches rundes Areal aus Tumorparenchym charakterisiert
ist. Aus der immunhistochemischen Farbung ist zu ersehen, dass sich CD3e* T-Zellen eher
im Bindegewebe befinden (linkes Bild), wahrend einige CD3(" Zellen insbesondere im Par-
enchym liegen (Mitte, schwarze Pfeile). Durch Darstellung mittels Phasenkontrast kann auch
in der Fluoreszenzdoppelfarbung das parenchymatdse runde Areal dargestellt werden (zur
besseren Erkennbarkeit grau umrandet) und es wird deutlich, dass es sich bei der CD3C*
Zelle aufgrund der Negativitat fur CD3 um eine NK-Zelle handelt (weil3er Pfeil). Durch die
Abbildung soll demonstriert werden, dass bereits anhand von immunhistochemisch gefarbten
Serienschnitten zwischen T-Zellen und NK-Zellen unterschieden werden kann. Die Doppe-
limmunfluoreszenz zeigt sich als geeignete Methode zur sicheren Identifizierung zwischen
beiden Zelltypen.

Finf verschiedene Nierenzellkarzinomgewebe wurden nun mittels
Doppelimmunfluoreszenz und Farbung von CD3¢ und CD3( analysiert. Abbildung
4.24 zeigt den prozentualen Anteil von CD3¢* T-Zellen, CD3gschwach* T_zellen,
CD3Z T-Zellen und CD3Z" NK-Zellen zueinander, wobei die Gesamtheit der T-
Zellen und CD3C* NK-Zellen als "100 %" definiert wurde. Die absolute Anzahl der
unterschiedlichen Zelltypen ist dabei flr jeden analysierten Tumor unterhalb des
Balkendiagramms dargestellt (Abbildung 4.24). Im Tumor des Patienten IMa wurde
ein hoher Anteil von NK-Zellen (119 NK-Zellen von insgesamt 328 bewerteten Zellen)
identifiziert. Bereits in der Einzelfarbung liel3 sich dieser hohe NK-Zell-Anteil aufgrund
der Tatsache, dass mehr CD3C* Zellen als T-Zellen gefunden wurden, vermuten
(Abbildung 4.20). Auch die in der Einzelfarbung deutlich zu erkennende Abregulation
von CD3C in den T-Zellen der Tumore RCC T12 und RCC T13 (siehe Abbildung
4.20) konnte durch Doppelfarbung bestatigt werden (RCC T12: 175 CD3C und 12
CD3gschwach+ 7gjlen von insgesamt 191 bewerteten Zellen; RCC T13: 34 CD3Z und
33 CD3gscehwach+ 7g|len von insgesamt 220 bewerteten Zellen) (Abbildung 4.24).
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Abbildung 4.24: Expression der CD3{-Kette in Tumor infiltrierenden Lymphozyten im
Nierenzellkarzinom

Dargestellt ist die relatve Menge an gefundenen CD3(" T-Zellen (schwarz),
T-Zellen mit schwacher Expression von CD3C (grau), CD3C T-Zellen (hell-
grau) und CD3C* NK-Zellen (rot) untereinander. Die Menge aller T-Zellen zusam-
men mit den CD3* NK-Zellen ist dabei als ,100 %" definiert. Die absoluten Men-
gen der jeweiligen Subpopulationen sind unten in einer Wertetabelle dargestellt.

4.3.2.2.2. Die CD3-Expression im Tumorstroma

Bei der Bewertung der CD3C-Farbung fiel auf, dass Farbintensitat und
Expressionsdichte der CD3(-Kette in Bindegewebsarealen einiger Tumoren erheblich
reduziert waren, wahrend dies im unmittelbar benachbarten Tumorparenchym nicht
der Fall war. Abbildung 4.25 zeigt dies beispielhaft fir die Tumoren RCC S71T
und RCC S72T. Auch mittels Doppelimmunfluoreszenz konnte eine Abregulation
der (-Kette im Tumorstroma beobachtet werden (Abbildung 4.26). Durch
Phasenkontrastdarstellung kann hier das dichter gerasterte Bindegewebe ("BG";
rechter unterer Teil der Abbildung) vom locker strukturierten Tumorparenchym ("P";
linker oberer Teil der Abbildung) abgegrenzt werden. Im Bindegewebe befinden
sich zahlreiche T-Zellen (griin), welche zum gréRten Teil CD3gschwach+ oder CD3C
sind (groRer Pfeil in Abbildung 4.26). Der Nachweis einer technisch einwandfreien
Farbung der {-Kette wird dabei durch zwei im Tumorparenchym liegende NK-Zellen
(CD3- CD3C*; folglich rot, aber nicht griin) erbracht (Abbildung 4.26, durch kleine
Pfeile markierte Zellen).
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Abbildung 4.25: Vergleich der Expression von CD3¢ und CD3¢ in Tumor infiltrierenden
Lymphozyten im interstitiellen Bindegewebe und Tumorparenchym

Serienschnitte von Gewebe verschiedener Nierenzellkarzinome wurden mit Antikdrpern ge-
gen CD3¢ und die CD3¢-Kette gefarbt. Durch die Darstellung derselben Areale in zwei Schnit-
ten aus einer Serie kann die Anzahl der Zellen mit Expression des jeweiligen Proteins vergli-
chen werden. Anteile von interstitiellem Bindegewebe (BG) sind grau umrandet abgebildet.
Die Anzahl der Zellen mit Expression der CD3(-Kette ist in den Bindegewebsarealen des Tu-
mors gegenuber der Menge an CD3¢e* Zellen deutlich reduziert. Im unmittelbar benachbarten
Tumorparenchym hingegen ist das Verhaltnis ausgeglichen.
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Abbildung 4.26: Vergleich der Expression von CD3¢ in T-Zellen im interstitiellen Binde-
gewebe und Tumorparenchym mittels Doppelimmunfluoreszenz und Phasenkontrast-
darstellung

Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (griin) und der {-Kette (rot) im Nierenzellkarzinom RCC
S58T. Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie
und Darstellung einer einzelnen Schnittebene. Die Durchlichtaufnahme unter Phasenkon-
trastanalyse ermoglicht die Erkennung der Gewebestruktur. Bindegewebige Anteile stellen
sich im Phasenkontrast dichter dar als Tumorparenchym. Die Grenze zwischen interstitiellem
Bindegewebe des Tumors (BG, rechte Bildhalfte) und dem Tumorparenchym (P, linke obere
Bildhalfte) ist durch eine graue Linie gekennzeichnet. Dargestellt sind ein Uberlagerungsbild
und Bilder der einzelnen Farbkanale. Zahlreiche T-Zellen im Bindegewebe exprimieren keine
CD3Z-Kette (groler Pfeil). Im oberen Bildbereich befinden sich zwei CD3¢/CD3C* NK-Zellen
(kleine Pfeile).

4.3.2.2.3. Die CD3-Expression in Lymphozytenansammlungen

Bei der Beschreibung der Verteilung reifer dendritischer Zellen im Nierenzellkarzinom
wurde bereits darauf hingewiesen, dass in diesem Gewebe haufig Formationen
beobachtet werden, in denen zahlreiche T-Zellen gemeinsam mit reifen DC-Lamp™
dendritischen Zellen in Akkumulationen liegen (Abbildung 4.7 und 4.27). Bei der
Bewertung der {-Kettenfarbung fiel auf, dass die Expression der {-Kette im Vergleich
zu CD3e in diesen Arealen in unterschiedlichem Ausmafl vermindert war. Die
Quantifizierung ergab eine Minderexpression von CD3( in elf von 19 analysierten T-
Zell-Anhaufungen in zehn verschiedenen Nierenzellkarzinomen. Abbildung 4.27 zeigt
zwei reprasentative Beispiele von mit CD3¢ und CD3( gefarbten Serienschnitten,
wobei in einem Fall eine deutliche Abregulation der (-Kette im Zentrum der T-
Zellanhaufung erkennbar ist (RCC T16 oben), wahrend die Expression von CD3¢
und CD3C im anderen Beispiel ausgeglichen ist (RCC S58T unten). Fur den Tumor
RCC T16 existiert weiterhin ein Serienschnitt mit Farbung von DC-Lamp, wodurch
die Lokalisation dieser dendritischen Zellen im Areal der (-Kettenabregulation
demonstriert werden kann. Bei genauer Betrachtung der Serienschnitte dieses
Tumors fallt weiterhin auf, dass die Minderexpression von CD3{ im Zentrum der
Anhaufung ausgepragter ist, als in den Randbereichen, in denen kaum DC-Lamp*
Zellen liegen.
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Abbildung 4.27: Expression der {-Kette in T-Zell-Akkumulationen

Serienschnitte von Gewebe verschiedener Nierenzellkarzinome wurden mit Antikbrpern ge-
gen CD3g, CD3¢ und DC-Lamp gefarbt. Durch Farbreaktion mit Neufuchsin stellen sich die-
se rot dar; das Gewebe ist mit Hamalaun gegengefarbt. Im Gewebe RCC T16 (oben) ist
die Expression von CD3( (Mitte) im Zentrum der Akkumulation vermindert, wahrend sie im
Randbereich erhalten ist. Im Zentrum befinden sich auch DC-Lamp* Zellen (rechts). In der
dargestellten T-Zell-Akkumulation des Gewebes RCC S58T ist die Expression von CD3( ge-
genuber CD3¢ ausgeglichen (unten).

4.3.2.3. Die Expression von CD69 in Tumor infiltrierenden Lymphozyten

Zur Bestimmung des Aktivierungsstatus der in Akkumulationen befindlichen T-Zellen
wurden Serienschnitte von Nierenzellkarzinomen immunhistologisch mit Antikorpern
gegen CD3¢ und CD69 gefarbt. Das Oberflachenantigen CD69 wird von aktivierten
T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen und NK-Zellen exprimiert. Im
Nierenzellkarzinomgewebe wurden CD69* Zellen sowohl vereinzelt im Tumorparen-
chym als auch in T-Zellakkumulationen nachgewiesen (Abbildung 4.28). Ob es sich
bei den nachgewiesenen CD69* Zellen allerdings tatsédchlich um T-Zellen handelt,
musste durch Doppelfarbung gezeigt werden.
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Abbildung 4.28: Expression von CD3, DC-Lamp, CD69 und Ki67 in T-Zellanhdufungen
Dargestellt sind Serienschnitte zweier T-Zellanhaufungen (,A“ linke Spalte und ,B“ rechte
Spalte) im Nierenzellkarzinom RCC T7, die mit Antikérpern gegen CD3, DC-Lamp, CD69 und
Ki67 gefarbt wurden (200-fache VergroRerung). CD69* Zellen befinden sich in beiden Anhau-
fungen, wahrend Ki67* Zellen nur in der Anhaufung ,A“ vorhanden sind.
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4.3.2.4. Proliferation von Tumor infiltrierenden T-Zellen

Proliferierende Zellen kénnen durch Expression von Ki67 erkannt werden [Gerdes,
1984]. Ki67 ist ein Protein, welches nur in der Phase aktiver Zellteilung im Zellkern
der proliferierenden Zellen gefunden wird [Endl, 2000].

Durch immunhistologische Farbung einer Tonsille wurde gezeigt, dass Ki67 als
Marker fir proliferierende Zellen geeignet ist; so wurden Ki67* Zellen in der Proli-
ferationszone des Plattenepithels der Tonsille (Abbildung 4.29 A links) und in den
B-Zell- und T-Zellarealen identifiziert, wobei in den B-Zellarealen starkere prolifera-
tive Aktivitdt nachgewiesen wurde (Abbildung 4.29 A Mitte). Die Immunfluoreszenz-
doppelfarbung mit CD3 (griin) ermdglicht den Nachweis von Ki67* T-Zellen (mit Pfeil
markierte Zelle in Abbildung 4.29 A rechts).

Zur Klarung der Frage, ob T-Zellen im Nierenzellkarzinom — und dort insbesondere in
den oben beschriebenen T-Zell-Akkumulationen — proliferative Aktivitat zeigen, wurden
exemplarisch drei Tumorgewebe (RCC T4, RCC T7 und RCC T8) immunhistologisch
untersucht. Dabei wurden vereinzelt Ki67* Zellen gefunden (Abbildung 4.29 B links)
und durch Doppelimmunfluoreszenz wurde gezeigt, dass sich darunter auch wenige
Ki67* T-Zellen befanden (Abbildung 4.29 B Mitte). In den T-Zellanhdufungen des
Tumors RCC T8 konnten keine Ki67* T-Zellen nachgewiesen werden (Abbildung
4.29 B rechts). Eine immunhistochemische Farbung von Serienschnitten des Tumors
RCC T7 zeigte in einer T-Zell-Akkumulation ("A") reichlich Ki67* Zellen (Abbildung
4.28 linke Spalte), wobei in dieser T-Zellanhdufung auch DC-Lamp™* Zellen lagen.
Da es sich bei der vorliegenden Darstellung um eine Einzelfarbung handelt, kann
allerdings nicht entschieden werden, ob es sich bei den Ki67* Zellen um T-Zellen
handelt. In einer weiteren T-Zellansammlung ("B") des gleichen Tumorgewebes,
in der sich nur wenige DC-Lamp* dendritische Zellen im Randbereich befanden
(Abbildung 4.28 rechte Spalte), konnten keine proliferierenden Zellen identifiziert
werden. Ein moglicher Zusammenhang zwischen der Préasenz reifer dendritischer
Zellen im Nierenzellkarzinom und hiermit rdumlich assoziierter Zellproliferation muss
durch Analyse gréRerer Fallzahlen erfolgen.
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Abbildung 4.29: Expression von Ki67 in T-Zellen in Tonsille und Nierenzellkarzinom

A: Dargestellt sind immunhistochemische Farbungen von Ki67 in einer Tonsille sowie ein Bei-
spiel einer Doppelimmunfluoreszenzfarbung mit CD3. Links: In der basalen Zone des Plat-
tenepithels der Tonsille befinden sich zahlreiche Ki67* Zellen. Mitte: In der B-Zellregion (,B“)
der Tonsille befinden sich mehr Ki67* Zellen als in der T-Zellregion (,T*). Rechts: In der Fluo-
reszenzdoppelfarbung ist eine Ki67* T-Zelle dargestellt (Pfeil).

B: Links: Im Tumorgewebe RCC T4 befinden sich zahlreiche Ki67* Zellen. Mitte: Die Abbil-
dung zeigt den Nachweis einer Ki67* T-Zelle (Pfeil) im Gewebe des Tumors RCC T8. Rechts:
In einer Akkumulation von T-Zellen im Tumor RCC T8 befinden sich keine Ki67* T-Zellen. Die
Aufnahme entstand durch Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie und Darstellung
einer einzelnen Schnittebene.
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4.4. CCLS5 als Effektormolekiil zytotoxischer T-Zellen

Das Protein CCL5 war bislang insbesondere als Chemokin bekannt. Erst kurzlich
wurden weitere Funktionen von CCL5 beschrieben. So konnte gezeigt werden,
dass CCL5 eine antiapoptotische Wirkung auf Virus-infizierte Makrophagen hat
[Tyner, 2005] und bei der Interaktion von T-Zellen mit Antigen prasentierenden Zellen
maoglicherweise eine co-stimulatorische Wirkung auf T-Zellen besitzt [Molon, 2005].
Im Rahmen der Entwicklung einer reifen zytotoxischen T-Zelle wird CCL5 in etwa
am funften Tag der T-Zellreifung und zeitgleich mit den Effektormolekilen Perforin,
Granzym A und B in der T-Zelle gebildet [Ortiz, 1997]. Trotz dieser Gemeinsamkeit von
CCL5 mit den Apoptose induzierenden Zytotoxinen konnte bisher keine Verbindung
des Proteins mit der zytotoxischen Effektorfunktion von T-Zellen hergestellt werden.

Das Verhalten von CCL5 im Rahmen der Zielzellerkennung durch reife zytotoxische
T-Zellen wurde hier anhand eines in vitro Modells, bestehend aus einer humanen
Tumorzelllinie, die spezifisch durch einen zytotoxischen T-Zellklon erkannt wird,
untersucht. Als Zielzelle wurde dabei die Melanomzelle MelG3.04A12IL2 (Mel IL2)
verwendet, welche auf HLA-A2 das Peptid Tyrosinase prasentiert. Der zytotoxische
T-Zellklon TyrF8 erkennt spezifisch das auf HLA-A2 gebundene Tyrosinase-Peptid
und wurde daher als Effektorzelle gegen Mel IL2 eingesetzt. Zur Verstarkung der
Prasentation von Tyrosinase wurden Mel IL2 zusatzlich in einer mit Tyrosinase-
Peptid angereicherten Ldsung vorinkubiert. Flr negative Kontrollen wurde die
Zielzelle Mel A375 verwendet; hierbei handelt es sich ebenfalls um eine HLA-A2*
Melanomzelllinie, die aber kein Tyrosinase-Peptid prasentiert. Der T-Zellklon TyrF8
erkennt folglich nur die Zielzelle Mel IL2, wahrend die Tumorzelle Mel A375 nicht
erkannt wird. Beide Melanomzelllinien exprimieren kein eigenes CCL5.

4.4.1. CCL5 wird bei Kontakt mit Zielzellen zusammen mit Perforin
ausgeschiittet

Zuerst wurde getestet, ob durch Kontakt mit der Zielzelle CCL5 zeitgleich mit dem
Effektormolektl Perforin von der T-Zelle ausgeschuttet wird. Hierzu wurden TyrF8
und Mel IL2 im Verhaltnis 1:1 gemischt und die Prasenz dieser Proteine in TyrF8 nach
verschiedenen Zeitpunkten (20, 40, 60 min und 6 h) mittels durchflusszytometrischer
Untersuchung (FACS) gemessen. Die Zellen wurden zu den entsprechenden
Zeitpunkten fixiert und fur eine intrazellulare Farbung mit Antikérpern gegen Perforin
und CCL5 mit Saponin-Lésung permeabilisiert. Die Tumorzellen wurden vorher mit
dem Farbstoff CFSE markiert, um sie im Durchflusszytometer nicht nur anhand der
unterschiedlichen Grofie oder Granularitat von den T-Zellen unterscheiden zu kdnnen.
Das Analysefenster (engl. ,gate”) fur die T-Zellklone wurde durch die Schnittmenge
aus CFSE"™ Zellen (Abbildung 4.30 A; roter Anteil) und Zellen mit T-Zell-ahnlicher
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GroRe (Abbildung 4.30 A; graue Kreise) definiert. Die Fluoreszenzintensitat von
Perforin und CCL5 in den T-Zellen wurde in einem Histogramm mit logarithmischer
Skala aufgetragen (Abbildung 4.30 B). Die Farbung mit einem nicht bindenden
Kontrollantikdrper des gleichen Isotyps ist darin gestrichelt dargestellt. Die mediane
Fluoreszenzintensitat zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde in einem Balkendiagramm
relativ zur Anfangsintensitat (0 min = 100 %) dargestellt (Abbildung 4.30 C). Die
Degranulation von Perforin ist bereits 20 Minuten nach Zielzellkontakt nachweisbar
(nur noch 87 % der initialen Fluoreszenzintensitat) und schreitet bis zur einer Stunde
danach fort (nach einer Stunde noch 52 % der initialen Fluoreszenzintensitat)
(Abbildung 4.30 C). Auch in der Histogrammdarstellung (Abbildung 4.30 B; untere
Zeile) ist die Abnahme der Fluoreszenzintensitat von Perforin erkennbar, erscheint
allerdings wegen der logarithmischen Skala nicht sehr prominent. Nach sechs Stunden
waren die Bestande an Perforin bereits zum gréf3ten Teil wieder nachsynthetisiert (91
% der initialen Fluoreszenzintensitat).

Die Fluoreszenzintensitat der Farbung von CCL5 in den T-Zellen nahm
bereits 20 Minuten nach Kontakt mit Mel IL2 drastisch ab (61 % der initialen
Fluoreszenzintensitat) und verringerte sich nach weiteren 20 Minuten nochmals
deutlich (29 % der initialen Fluoreszenzintensitat) (Abbildung 4.30 B und C). Nach
60 Minuten und sechs Stunden reduzierte sich die Farbintensitat weiterhin geringfiigig
(23 % bzw. 19 % der initialen Fluoreszenzintensitat). Es konnte somit gezeigt werden,
dass der T-Zellklon TyrF8 seine intrazellularen Vorrate an CCL5 nach einer durch
den T-Zell-Rezeptor vermittelten antigenspezifischen Stimulation durch eine Zielzelle
ausschuttet. Das Ausmal} dieser Ausschuttung ist dabei noch umfangreicher als beim
Effektormolekil Perforin.

Legende zu Abbildung 4.30: Ausschiittung von CCL5 und Perforin des T-Zellklons
TyrF8 nach Kontakt mit der Tumorzelle Mel IL2

TyrF8 und Mel IL2 wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und der Gehalt an CCL5 oder Perfo-
rin in TyrF8 nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
im FACS gemessen. A: Die Tumorzellen wurden vorher mit CFSE markiert, um sie nicht
nur anhand der unterschiedlichen GréRe oder Granularitat von den T-Zellen unterscheiden
zu kénnen. Das Analysefenster fir die T-Zellen wurde durch die Schnittmenge aus CFSE”~
Zellen (roter Anteil, erste Zeile) und Zellen mit T-Zell-dhnlicher Grofie (graue Kreise, zweite
Zeile) definiert. Zur Veranschaulichung sind in den Punktdiagrammen der zweiten Zeile alle
CFSE™ Zellen griin dargestellt. B: Die CCL5- oder perforinspezifische Fluoreszenzintensitét
der T-Zellen ist zu den jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten grau bzw. hellgrau hinterlegt
im Histogramm dargestellt; die gestrichelte Linie stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotyp-
kontrollantikérpers dar. Die Abnahme der Fluoreszenzintensitat von Perforin ist weniger stark
ausgepragt als die von CCL5 und kommt deshalb erst in der linearen Darstellung im Saulen-
diagramm (C) zur Geltung. Die Fluoreszenzintensitdt von CCL5 nimmt nach einer Stunde
weiter ab, wahrend die von Perforin nach sechs Stunden bereits fast wieder den initialen Wert
erreicht hat. C: Die mediane Fluoreszenzintensitat von CCL5 und Perforin in TyrF8 nach Kon-
takt mit Mel IL2 ist als Saule dargestellt, wobei der Anfangswert als 100 % definiert ist. Es ist
weiterhin zu beachten, dass die Werte hier linear aufgetragen sind, wahrend die Fluoreszen-
zintensitat in den Messhistogrammen logarithmisch dargestellt ist.
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Abbildung 4.31: Legende siehe nachfolgende Seite
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Abbildung 4.31: Ausschiittung von CCL5 des T-Zellklons TyrF8 nach Kontakt mit den
Tumorzellen Mel IL2 oder Mel A375

TyrF8 und Mel IL2 oder Mel A375 wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und der Gehalt an CCL5
in TyrF8 nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten im
FACS gemessen. A: Die T-Zellen wurden von den Tumorzellen anhand ihrer Grof3e und der
unterschiedlichen Granularitat im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht getrennt. Das auf die
T-Zellen gesetzte Analysefenster ist als grauer Kreis abgebildet. B: Die CCL5-spezifische
Fluoreszenzintensitat der T-Zellen ist nachfolgend zu den jeweils unterschiedlichen Zeitpunk-
ten rot (Kontakt mit Mel IL2), grau (Kontakt mit Mel A375) oder hellgrau (ohne Zugabe von
Tumorzellen) hinterlegt im Histogramm dargestellt; die gestrichelte Linie stellt die Fluores-
zenzintensitat des Isotypkontrollantikérpers dar. Durch die vertikale graue Linie in den His-
togrammen sind die CCL5 positiven Zellen definiert; rechts davon werden die T-Zellen als
positiv und links davon als negativ betrachtet. Nur in TyrF8 mit Kontakt zur spezifischen Ziel-
zelle Mel IL2 fallt die Fluoreszenzintensitat von CCL5 nach einer Stunde ab und erholt sich
erst nach 24 Stunden wieder. C: Die Menge der als ,CCL5 positiv“ definierten TyrF8 nach
Kontakt mit Mel IL2 (rot), A375 (grau) oder ohne Kontakt zu Zielzellen (hellgrau) ist als Saule
dargestellt.

In einem weiteren Experiment wurde die Ausschittung von CCL5 Uber einen
Zeitraum von 24 Stunden verfolgt. Als negative Kontrollen wurden hier zusatzlich
eine Mischung der Tyrosinase™ Tumorzelle (und somit "Nicht-Zielzelle") Mel A375
mit TyrF8 und der T-Zellklon TyrF8 ohne Beimischung von Tumorzellen analysiert.
Die T-Zellen wurden anhand ihrer GroRe und Granularitdt von den Tumorzellen
(Abbildung 4.31 A) unterschieden und wiederum wurden die Fluoreszenzintensitaten
als Histogramm dargestellt. Der Anteil der CCL5* Zellen wurde unter Beachtung der
negativen Kontrollfarbung mit einem Antikorper des gleichen Isotyps festgelegt und
ist durch die Menge der Zellen rechts von der im Histogramm eingezeichneten grauen
Linie definiert (Abbildung 4.31 B). Bei den T-Zellklonen nach Kontakt mit Zielzellen
(in Abbildung 4.31 B und C rot hinterlegt) kommt es, wie auch im vorigen Experiment,
nach einer Stunde zu einer erheblichen Minderung der Menge an CCL5* Zellen
(initial 90 % CCL5™" Zellen; nach 1 h noch 33 % CCL5* Zellen). Erst nach 24 Stunden
ist wieder eine vermehrte Menge an Zellen, welche CCL5 enthalten, nachweisbar
und somit eine "Nachproduktion" des Proteins erfolgt. In den T-Zellen, welche mit
der Tumorzelle Mel A375 gemischt wurden (in Abbildung 4.31 B und C dunkelgrau
hinterlegt) konnte ebenso wie in den T-Zellen ohne Kontakt zu weiteren Zellen (in
Abbildung 4.31 B und C hellgrau hinterlegt) keine relevante Abnahme von CCL5
beobachtet werden.

4.4.2. Von T-Zellen sezerniertes CCL5 bindet an die Tumorzelloberflache

Die zytotoxischen Effektormolekiile werden nach erfolgter Degranulation in die
Zielzelle aufgenommen und I6sen dort Apoptose aus [Trapani, 2002]. Der Verbleib von
CCL5 nach Ausschuittung durch die T-Zelle ist hingegen nicht geklart. Zum Nachweis
einer moglichen Aufnahme durch die Zielzelle, wurden die Tumorzellen im oben
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beschriebenen Experiment der CCL5-Ausschittung nach Fixierung, Permeablisierung
und Farbung zu den entsprechenden Zeitpunkten durchflusszytometrisch analysiert.
Dabei konnte CCL5 zu keinem Zeitpunkt in den Tumorzellen nachgewiesen werden.
Man weil3, dass CCL5 von Zellen als Aggregat zusammen mit Heparansulfat
sezerniert wird [Swanson, 2002; Wagner, 1998]. Dieser Komplex ist in seinen
physikalischen Eigenschaften als "klebrig" bekannt und adhariert leicht an
verschiedene Oberflachen. Es wurde deshalb speziell die Tumorzelloberflache auf
das Vorhandensein von CCL5 zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht. Hierzu
wurde die Suspension aus T-Zellen und Tumorzellen im oben beschriebenen
Experiment nach den entsprechenden Zeitpunkten geteilt und der eine Teil zwar
fixiert, aber nicht permeabilisiert, um tatsachlich nur Strukturen auf der Oberflache
von Zellen nachzuweisen. Die Tumorzellen wurden vorher mit CFSE gefarbt und
konnten auf diese Weise selektiv durchflusszytometrisch analysiert werden. Die als
CFSE™ definierten Zielzellen sind in Abbildung 4.32 A griin hinterlegt dargestellt. Die
Histogrammdarstellung in Abbildung 4.32 B zeigt, dass 40 Minuten nach Mischung
von Mel IL2 mit TyrF8 eine deutliche Verschiebung der Fluoreszenzintensitat von
CCL5 auf der Oberflache der Tumorzellen auftritt. Keine Veranderung konnte auf der
Zelloberflache von Mel A375, die in Kontakt mit TyrF8 standen, beobachtet werden
(Abbildung 4.32 B). In Abbildung 4.32 C wurde die mediane Fluoreszenzintensitat
sowohl fur die Oberflachenfarbung der Tumorzellen (schwarze Linien) als auch
fur die intrazellularen CCL5-Bestande in T-Zellen (Balken) graphisch gegen die Zeit
aufgetragen. Dabei kann der inverse Zusammenhang zwischen CCL5-Ausschuttung
aus den T-Zellen und der Ablagerung auf den Tumorzellen verdeutlicht werden.
Ein identisch angelegtes Experiment konnte die Beladung der Zielzellen mit CCL5
nachfolgend noch deutlicher darstellen. Hier waren bereits nach 20 Minuten erhebliche
Mengen von CCL5 auf der Oberflache der Zielzellen nachweisbar (Abbildung 4.33).

Abbildung 4.32: Beladung der Tumorzellen mit CCL5 (Experiment 1)

TyrF8 und Mel IL2 oder Mel A375 wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und die Menge an CCL5
sowohl auf der Oberflache der Tumorzellen als auch in den T-Zellen zu verschiedenen Zeit-
punkten durchflusszytometrisch bestimmt. A: Die Tumorzellen wurden vorher mit CFSE mar-
kiert, um sie von den T-Zellen unterscheiden zu kénnen; das Analysefenster fiir Tumorzellen
wurde auf CFSE* Zellen gesetzt (griiner Bereich) wahrend die T-Zellen anhand ihrer typi-
schen Grofie und Granularitat sowie ihrer Negativitat fir CFSE erkannt werden konnten. B:
Die CCL5-spezifische Fluoreszenzintensitat auf den Tumorzellen ist nachfolgend zu den je-
weils unterschiedlichen Zeitpunkten grau hinterlegt im Histogramm dargestellt; die gestrichel-
te Linie stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotypkontrollantikbrpers dar. Nach 40 Minuten ist
eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitat von CCL5 auf der Zelloberflache von Mel
IL2, nicht aber von Mel A375 zu beobachten. In der dritten Zeile ist die gleichzeitige Abnahme
der intrazellularen CCL-Bestande der T-Zellen dargestellt. C: Die mediane Fluoreszenzinten-
sitat von intrazellularem CCL5 in TyrF8 nach Kontakt mit Mel IL2 ist in Prozent des Initialwer-
tes als Saule dargestellt. Die Werte von CCL5 auf der Oberflache der Tumorzellen sind durch
mit Linien verbundene Quadrate (=w=) dargestellt; diese errechnen sich aus der Differenz der
medianen CCL5-spezifischen Fluoreszenzintensitat und der des Isotypkontrollantikérpers.
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Abbildung 4.33: Beladung der Tumorzellen mit CCL5 (Experiment 2)

Die Darstellung entspricht der Abbildung 4.32. Auf die Definition der Analysefenster und die
Histogrammdarstellung der T-Zellen ist verzichtet worden. A: Im Gegensatz zu ,Experiment
1 (vgl. Abbildung 4.32) ist bereits nach 20 Minuten eine sehr deutliche Zunahme der Fluo-
reszenzintensitat von CCL5 auf Mel IL2 zu beobachten (erste Zeile, zweites Histogramm),
die nach 40 Minuten immer noch wachst (erste Zeile, drittes Histogramm). B: Die rasche Be-
ladung der Melanomzellen Mel IL2 mit CCL5 ist in der Diagrammdarstellung an der steil an-
steigenden schwarzen Linie zu erkennen (ausgefiillte Quadrate, == ). *Experimentell bedingt
existieren hier keine 0 min-Werte flr die intrazellulare Menge an CCL5 in T-Zellen.
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Eine Analyse der Zielzellen im Vorwartsstreulicht (FSC) des Durchflusszytometers
zeigte, dass 24 Stunden nach Zugabe der T-Zellen eine erhebliche Gréllenminderung
der Antigen tragenden Tumorzellen (Mel I[L2) eingetreten war (siehe linke
Punktediagramme in Abbildung 4.34 A) Dies ist ein deutliches Zeichen, dass sich
diese Tumorzellen bereits in einem spaten Stadium der Apoptose befinden. Weiterhin
zeigte sich, dass die positive Oberflachenfarbung fir CCL5 auch nach 24 Stunden
auf den nun bereits apoptotischen Korpern persistiert (Histogramm unten rechts in
Abbildung 4.34 A). Bei den nicht Antigen tragenden Mel A375 trat auch 24 Stunden
nach Koinkubation mit den T-Zellen weder eine GréRenminderung noch eine positive
Farbung von CCL5 auf der Zelloberflache auf (Abbildung 4.34 B).

A Mel IL2 0 h nach Kontakt mit TyrF8 B Mel A375 0 h nach Kontakt mit TyrF8
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Abbildung 4.34: CCLS5 auf apoptotischen Tumorzellen

TyrF8 und Mel IL2 oder Mel A375 wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt und CCL5 auf der Ober-
flache der Tumorzellen wurde nach 0 bzw. 24 Stunden durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Tumorzellen wurden vorher mit CFSE markiert, um sie von den T-Zellen unterscheiden zu
kénnen. A: Durch die Darstellung im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht ist die im Vergleich
zum Nullpunkt drastisch veranderte Grofe (FSC) der apoptotischen Mel IL2 erkennbar. Die
CCL5-spezifische Fluoreszenzintensitat auf den Tumorzellen ist nachfolgend grau hinterlegt
im Histogramm dargestellt; die gestrichelte Linie stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotyp-
kontrollantikdrpers dar. Auf der Oberflache der apoptotischen Mel IL2 ist nach 24 Stunden
eine deutliche Positivitat fur CCL5 erkennbar. B: Die Tumorzellen Mel A375 zeigen nach 24
Stunden keine markante Veranderung der GréRe und keine Positivitat fir CCL5.
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Aufgrund der oben bereits erwdhnten "klebrigen" Eigenschaft von CCL5 kdnnte man
vermuten, dass die Beladung der Zielzellen einen ungerichteten Prozess darstellt
und deshalb stattfindet, weil der sezernierte Komplex aus CCL5 und Herpansulfat
unspezifisch an alle sich bietenden Oberflachen bindet. Zum Beweis, dass selektiv nur
solche Zellen beladen werden, die die T-Zellen Gber deren T-Zell-Rezeptor stimulieren,
wurde ein Mischexperiment mit den T-Zell-stimulierenden (Antigen-positiven) Mel IL2
und den Antigen-negativen Mel A375 durchgefihrt. Beide Tumorzellen gemeinsam
wurden mit dem T-Zellklon TyrF8 inkubiert und nach einer Stunde wurde CCL5 auf der
Oberflache aller drei Zellpopulationen gemessen. Mel IL2 wurden zur Unterscheidung
von Mel A375 oder TyrF8 mit CFSE gefarbt und die ungefarbten Mel A375 konnten
von TyrF8 leicht anhand der stark unterschiedlichen Zellgré3e unterschieden werden.
Die Festlegung der Analysefenster zur durchflusszytometrischen Unterscheidung der
drei Populationen ist in Abbildung 4.35 A dargestellt. Dabei sind Mel IL2 durch deren
Farbung mit CFSE abgrenzbar (griner Anteil in der ersten Zeile). Mel A375 sind
durch die Schnittmenge aller CFSE™ Zellen und der im Punktdiagramm (zweite Zeile)
blau umrandeten Population definiert. Das Analysefenster von TyrF8 ergibt sich durch
die Schnittmenge aller CFSE™ Zellen und der im Punktdiagramm (zweite Zeile) rot
umrandeten Population. Die Fluoreszenzintensitatshistogramme in Abbildung 4.35
B zeigen, dass CCL5 eine Stunde nach Mischinkubation aller drei Zellpopulationen
weder auf der Oberflache der T-Zellen selbst, noch auf der von Mel A375 gefunden
werden kann; allein auf der Oberflache von Mel IL2 zeigte sich nach einer Stunde
eine deutliche Positivitat fir CCL5. Damit ist bewiesen, dass selektiv nur die Antigen
tragende Zielzelle beladen wird.
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Abbildung 4.35: CCL5 auf der Oberflache von Mel IL2, Mel A375 und TyrF8 nach ge-
meinsamer Inkubation aller drei Zellpopulationen

TyrF8, Mel IL2 und Mel A375 wurden gemischt und nach einer Stunde wurde CCL5 auf der
Oberflache aller Zellen im FACS gemessen. A: Mel IL2 wurden zur Differenzierung von Mel
A375 oder TyrF8 mit CFSE gefarbt; die ungefarbten Mel A375 wurden von TyrF8 anhand
der unterschiedlichen Zellgrélie unterschieden. Die Analysefenster wurden wie folgt definiert:
Mel IL2 sind alle CFSE™* Zellen, Mel A375 sind die Schnittmenge aller CFSE~ Zellen und der
im Punktdiagramm (zweite Zeile) blau umrandeten Population; TyrF8 sind die Schnittmen-
ge aller CFSE™ Zellen und der im Punktdiagramm (zweite Zeile) rot umrandeten Population.
B: Die CCL5-spezifische Fluoreszenzintensitat auf den jeweiligen Zellen ist nachfolgend zu
den jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten grau hinterlegt im Histogramm dargestellt; die ge-
strichelte Linie stellt die Fluoreszenzintensitat des Isotypkontrollantikdrpers dar. Nur auf der
Oberflache von Mel IL2 kann CCL5 nach einer Stunde identifiziert werden.
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4.4.3. Die Ausschiittung von CCL5 erfolgt gerichtet zur Tumorzelle hin

Der zugrunde liegende Mechanismus der spezifischen Beladung der Zielzelle unter
Ausschluss weiterer, raumlich eng benachbarter Nicht-Zielzellen wurde im Weiteren
naher untersucht. Da ein spezifischer und gerichteter Ausschittungsvorgang
von den zytotoxischen Effektormolekilen bekannt ist [Kuppers, 1977] (in der
vorliegenden Arbeit demonstriert durch Abbildung 4.10), wurde bezlglich CCL5 ein
ahnliches Prinzip fir mdglich erachtet. Eine bildliche Darstellung des Prozesses
der Ausschiittung und Ubertragung von CCL5 sollte klaren, ob hier ein &hnlicher
Mechanismus die Spezifitdt der CCL5-Ablagerung auf die Zielzelle erklart.

Zunachst wurde der T-Zellklon TyrF8 mit Antikérpern gegen CD3 und CCL5
immunzytologisch gefarbt. Dabei zeigte sich, dass CCL5 als granulare Struktur diffus
im Zytoplasma der T-Zellen verteilt ist (Abbildung 4.36 A). In einem nachsten Schritt
wurden Konjugate aus TyrF8 und Mel IL2 hergestellt; diese wurden nach 30 Minuten
fixiert und mit Antikbrpern gegen CD3 und CCL5 gefarbt. Die raumliche Verteilung
von CCL5 in T-Zellen, die in Kontakt mit einer Zielzelle stehen, wurde anschliefend
mittels konfokaler Mikroskopie untersucht. Es konnte demonstriert werden, dass
CCL5, in Analogie zu Perforin (Abbildung 4.10), in zahlreichen T-Zellen eine
polare Ausrichtung zur Zielzelle hin zeigt (Abbildung 4.36 B). Eindricklich konnte
auch dargestellt werden, dass sich CCL5 Uber die Oberflache der Zielzelle verteilt
(Abbildung 4.36 C).

Die raumliche Verteilung von CCL5 und Perforin in T-Zellen und in Konjugaten
aus T-Zellen und Zielzellen wurde anschlieBend durch Doppelfarbung beider
Proteine dargestellt. Dabei zeigte sich, dass Perforin und CCL5 in T-Zellen ohne
Tumorzellkontakt diffus verteilt im Zytoplasma vorliegen; es konnten dabei keinerlei
Uberlappende Farbsignale festgestellt werden (Abbildung 4.37 links). Dies muss als
Hinweis fur die Lokalisation beider Proteine in unterschiedlichen Granula der Zelle
gewertet werden. In T-Zellen mit Tumorzellkontakt orientierten sich Perforin und
CCL5 zur immunologischen Synapse hin (Abbildung 4.37 Mitte). Wahrend Perforin
am Ubergang zwischen T-Zelle und Zielzelle fokussiert erscheint, wird CCL5 (iber
die Zielzelle verteilt (Abbildung 4.37 rechts). Es ist bekannt, dass Perforin innerhalb
der Zielzelle von den derzeit erhaltlichen Antikdrpern nicht erkannt werden kann
[Froelich, 2002].
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A  T-Zellen: CCL5 ist diffus in der Zelle verteilt

B  T-Zellen in Kontakt zur Tumorzelle MEL IL2: CCL5 reorientiert sich zur Tumorzelle hin

T 8.00 |1ml 8.00 pm

8.00 pm

C  CCL5 wird auf die Tumorzelle Ubertragen —— Tumorzellen alleine

6.00 pm 8.00 pm

.B.Ull ;lm‘

CD3 griin - CCL5 rot - Zellkerne blau

Abbildung 4.36: Raumliche Verteilung von CCL5 im T-Zellklon TyrF8 und Beladung der
Zielzellen mit CCL5

A: Fluoreszenzdoppelfarbung von CD3 (grtin) und CCL5 (rot) im T-Zellklon TyrF8. Zellkerne
sind mit DAPI (blau) gegengefarbt. Die Farbung erfolgte nach ,Protokoll B (siehe Abschnitt
3.2.6 im Methodenteil dieser Arbeit). Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels
konfokaler Lasermikroskopie; alle zur Erfassung der rdumlichen Verteilung von CCL5 rele-
vanten Schnittebenen wurden Ubereinander projiziert und die Farbe ,rot* gegentber allen an-
deren Farben deckend dargestellt. CCL5 ist als granulare Struktur diffus im Zytoplasma der
Zelle verteilt. B: Nach Kontakt mit der spezifischen Zielzelle Mel IL2 (grof3e ungefarbte Zellen)
zeigt CCLS5 eine polare Ausrichtung zur Tumorzelle hin. C: Die Tumorzellen werden mit CCL5
beladen, wahrend Tumorzellen ohne Kontakt zu T-Zellen keine Farbung fir CCL5 zeigen.
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T-Zelle alleine ——— —  T-Zelle in Kontakt zur Tumorzelle

: B.ﬂl]}]lll.
Perforin griin - CCL5 rot - Zellkerne blau

16.00 pm
Negativkontrolle

Abbildung 4.37: Raumliche Verteilung von Perforin und CCL5 im T-Zellklon TyrF8
Fluoreszenzdoppelfarbung von Perforin (grin) und CCL5 (rot) im T-Zellklon TyrF8. Zellkerne
sind mit DAPI (blau) gegengefarbt. Die Farbung erfolgte nach ,Protokoll C* (siehe Abschnitt
3.2.6). Die Aufnahmen entstanden durch Auswertung mittels konfokaler Lasermikroskopie;
alle zur Erfassung der raumlichen Verteilung von Perforin und CCL5 relevanten Schnittebe-
nen wurden Ubereinander projiziert. In T-Zellen ohne Kontakt zu Zielzellen sind sowohl Perfo-
rin als auch CCL5 diffus in der Zelle verteilt (links oben). Es sind keine Uberlappenden Farb-
signale der Farbungen beider Proteine zu finden. Nach Kontakt zur spezifischen Zielzelle Mel
IL2 richten sich beide Proteine zur Tumorzelle hin (oben Mitte und rechts) und CCL5 wird auf
die Tumorzelle Ubertragen (oben rechts). Die negative Kontrollfarbung wurde ohne Primaran-
tikdrper nur mit den entsprechenden Sekundarreagenzien durchgefihrt (unten).
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5. Diskussion

5.1. Unreife und reife dendritische Zellen zeigen im Nierenzellkarzinom
ein unterschiedliches Verteilungsmuster

Dendritische Zellen sind fir die Initiierung einer Immunantwort durch zytotoxische T-
Zellen noétig. Im Gewebe befindliche dendritische Zellen nehmen dort grol’e Mengen
an Antigen auf und wandern, nachdem sie entsprechende Signale erhalten haben, in
die lokalen Lymphknoten aus, um dort antigenspezifisch naive T-Zellen zu aktivieren
[Banchereau, 1998]. Die Existenz dendritischer Zellen im Tumorgewebe selbst stellt
somit eine essentielle Voraussetzung fir das Zustandekommen einer Immunreaktion
durch T-Zellen dar [Fuchs, 1996; Gallucci, 1999; Smyth, 2001; Vicari, 2002]. Viele
maligne Tumore wurden auf das Vorhandensein dendritischer Zellen hin untersucht,
wobei in den meisten Fallen ein reichhaltiges Infiltrat gefunden wurde [Enk, 1997;
Lespagnard, 1999; Vicari, 2002]. In kolorektalen Karzinomen, Bronchialkarzinomen,
malignen Tumoren des oberen Gastrointestinaltraktes, Nasopharynxkarzinomen und
Schilddrisenkarzinomen konnte die Menge an infiltrierenden dendritischen Zellen
positiv mit einer besseren Prognose korreliert werden [Ambe, 1989; Fox, 1989;
Furukawa, 1985; Imai, 1993; Nomori, 1986; Reichert, 2001; Schroder, 1988;
Tsuijitani, 1990].

Auch im Nierenzellkarzinom wurde das Infiltrat an dendritischen Zellen von
unterschiedlichen Gruppen immunhistochemisch untersucht. Hierbei wurde
demonstriert, dass nur ein kleiner Anteil der infiltrierenden monozytaren Zellen
dendritische Zellen waren [Menetrier-Caux, 1998; Schwaab, 1999; Troy, 1998].
Zur ldentifizierung der dendritischen Zellen wurden dabei Antikérper gegen CD83,
CMRF-44 (Marker fur aktivierte dendritische Zellen), CD80, CD86, HLA-DR oder S-
100-Antigen verwendet. Zur genauen ldentifizierung von dendritischen Zellen ist die
Verwendung der meisten dieser Antikérper problematisch, da die genannten Antigene
auch von weiteren Zellen wie Monozyten, Makrophagen oder B-Zellen exprimiert
werden. Weiterhin werden durch Farbungen gegen die genannten Antigene weitaus
nicht alle dendritischen Zellen erfasst, denn insbesondere unreife dendritische
Zellen exprimieren CD83, CMRF-44, CD80 oder CD86 nur schwach oder gar nicht
[Banchereau, 1998; Soilleux, 2003].

Erst kirzlich wurde ein neues, von dendritischen Zellen exprimiertes Protein
beschrieben und als "dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin" (DC-Sign)
bezeichnet [Geijtenbeek, 2000]. DC-Sign wird im Menschen weiterhin nur von
Alveolarmakrophagen (dies sind spezialisierte Makrophagen in der Lunge) exprimiert
und stellt somit ein hochspezifisches Erkennungsmerkmal fiir dendritische Zellen
dar [Soilleux, 2003; Soilleux, 2002]. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass DC-Sign™*
Zellen in vivo in keinem Gewebe die Proteine CD83 oder CD86 exprimieren und
haufig noch schwach positiv fir CD14 sind. Weiterhin kommen DC-Sign* Zellen
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nicht in T-Zell-Arealen sekundarer lymphatischer Organe vor [Soilleux, 2003]. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass durch DC-Sign in vivo spezifisch unreife dendritische
Zellen erkannt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass DC-Sign exprimierende Zellen
in nicht unerheblicher Anzahl im Nierenzellkarzinom vorhanden sind. Diese
sind in allen Fallen homogen und diffus im Gewebe verteilt und befinden sich
dabei sowohl im Tumorparenchym als auch im Bindegewebe (Abbildung 4.4).
Vorangegangene Berichte Uber einen ausgepragten Mangel an dendritischen Zellen
im Nierenzellkarzinom [Troy, 1998] kdnnen durch die hier gezeigten Ergebnisse nicht
bestatigt werden.

Zum Nachweis von reifen dendritischen Zellen im Nierenzellkarzinom wurde hier
erstmals das letztlich entdeckte Protein DC-Lamp verwendet. DC-Lamp dient als
hochspezifisches Erkennungsmerkmal fur reife dendritische Zellen in vivo [Bell, 1999;
de Saint-Vis, 1998; Katou, 2003]. DC-Lamp™ Zellen wurden durch Immunhistologie
und PCR in vivo ausschlieBlich in sekundarem lymphatischem Gewebe gefunden,
wo sie stets in den T-Zell-Arealen lokalisiert sind [de Saint-Vis, 1998]. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurden Nierenzellkarzinome auf die Prasenz von DC-Lamp™*
Zellen untersucht und dabei wurde gezeigt, dass in allen analysierten Geweben
zahlreiche DC-Lamp™ Zellen vorhanden waren. Diese traten fast ausschlieRlich als
Zellaggregate auf, welche haufig in der Nahe von gré3eren Bindegewebsarealen
oder der Pseudokapsel des Tumors und seltener im Tumorparenchym lokalisiert
waren. Einzeln gelegene DC-Lamp* Zellen auRerhalb von Akkumulationen waren
selten (Abbildung 4.6). Durch immunhistochemische Farbung von Serienschnitten
und durch Doppelimmunfluoreszenz wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass DC-Lamp™*
Zellen bevorzugt in T-Zellansammlungen liegen. Mittels konfokaler Mikroskopie
gelang es, enge Kontakte zwischen DC-Lamp* dendritischen Zellen und T-Zellen
nachzuweisen (Abbildung 4.7). Vergleichbare Beobachtungen wurden 1999 von Bell
et al. beim Mammakarzinom gemacht [Bell, 1999]. Auch in chronisch entziindeten
Geweben und bei Autoimmunerkrankungen wurden ahnliche Formationen
beschrieben, wobei deren Anzahl positiv mit organbedrohender Gewebezerstérung
korrelierte [Hjelmstrom, 2001; Katou, 2003]. Im Falle von malignen Tumoren
findet eine derartige Zerstdorung von Gewebe offensichtlich nicht statt und es stellt
sich die Frage, ob die beschriebenen T-Zellansammlungen in die tumorspezifische
Immunantwort involviert sind.

Die engen Kontakte von DC-Lamp™ Zellen und T-Zellen fordern zu Spekulationen tiber
mogliche immunologische Konsequenzen dieser Interaktion heraus, moglicherweise
auch im Sinne von Antigenprasentation mit nachfolgender T-Zell-Aktivierung. Die
im Rahmen dieser Arbeit beschriebene Abregulation der {-Kette von T-Zellen in
den Akkumulationen (Abbildung 4.27) kdnnte ein Hinweis auf hier stattfindende T-
Zellaktivierung sein. Dies wurde allerdings im Regelfall auch mit einer IFN-y Sekretion
der T-Zellen einhergehen, welche immunhistologisch in keinem Areal der analysierten
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Nierenzellkarzinome nachweisbar war. Aktivierung fihrt normalerweise auch zu einer
Proliferation der T-Zellen [Gudmundsdottir, 1999]; diese konnte durch Doppelfarbung
einer T-Zellanhaufung mit CD3 und Ki67 (Abbildung 4.29) nicht nachgewiesen
werden, wurde aber im Weiteren auch nicht an einem grof3eren Kollektiv untersucht.
Das Phanomen der (-Kettenabregulation in den DC-T-Zellanhdufungen kdnnte
auch durch ldsliche Faktoren bedingt sein. In einem Mausmodell wurden kdrzlich
makrophagenahnlich weiterdifferenzierte dendritische Zellen beschrieben [Zhang,
2004], die Stickstoffmonoxid produzieren, welches eine Abregulation der (-
Kette bewirken kann [Baniyash, 2004]. Diese "differenzierten" dendritischen
Zellen verhindern weiterhin auch eine Proliferation von T-Zellen [Zhang, 2004].
Moglicherweise enthalten die in dieser Arbeit beschriebenen Ansammlugen ahnlich
differenzierte dendritische Zellen. Eine prazisere phanotypische Charakterisierung
wird zeigen, ob diese Zellen im Nierenzellkarzinom an der Inhibierung der
Immunantwort beteiligt sind.

5.2.Fehlende Sekretion von IFN-y und unzureichende Bestidnde an
Perforin in zytotoxischen T-Zellen als mogliche Ursache fiir mangelnde
Kontrolle des Tumorwachstums

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Tumor infiltrierenden
Lymphozyten im Nierenzellkarzinom immunhistologisch wenig Perforin und kein
IFN-y detektiert werden kann. Damit fehlen zwei wichtige Komponenten, die von
zytotoxischen T-Zellen zur Tumorzellzerstdrung benutzt werden.

Die Bedeutung von IFN-y bei der Eliminierung von malignen Tumoren konnte bereits
mehrfach demonstriert werden. Kaplan et al. zeigten, dass sich in Mausen, die Defekte
im Rezeptor fur IFN-y aufwiesen, durch karzinogene Substanzen deutlich schneller
Tumore induzieren lassen, als in Kontrollmausen [Kaplan, 1998]. Weiterhin wurde
demonstriert, dass durch zytotoxische T-Zellen, welche aus Perforin und FasLigand
knock-out-Mausen gewonnen wurden, pulmonale Metastasen eines Melanoms
vollstandig zurlickgebildet werden kénnen [Winter, 1999]. Spater wurde gezeigt,
dass die antitumorale Aktivitat abhangig von IFN-y sein kann [Peng, 2000]. IFN-y
induziert eine Hochregulation von MHC-Klasse-I-Molektlen auf Tumorzellen und
erleichtert somit deren Erkennung durch zytotoxische T-Zellen. Weiterhin stimuliert
IFN-y Makrophagen, die daraufhin zur Antigenprasentation angeregt werden. IFN-y
kann aber auch ganz direkt das Tumorwachstum einddmmen; eine zentrale Rolle wird
hierbei der antiangiogenetischen Wirkung von IFN-y zugewiesen [Blankenstein, 2003].
Bei Melanompatienten wurde IFN-y im Rahmen der Therapiekontrolle als Nachweis
von Lymphozytenaktivitat in situ verwendet [Kammula, 1999] und bei Patienten mit
Osophaguskarzinom konnte die Menge an mRNA von IFN-y im Tumor positiv mit
besserer Prognose korreliert werden [Schumacher, 2001]. Durch Schumacher et al.
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wurden IFN-y* Zellen zum ersten Mal auch immunhistologisch nachgewiesen, wobei
allerdings keinerlei quantitative Aussagen uUber deren Vorkommen getroffen wurden
[Schumacher, 2001; van Herpen, 2005].

Fir das Nierenzellkarzinom existieren bisher lediglich durch PCR erbrachte
Ergebnisse uber ein Vorkommen von IFN-y in situ. Im Tumorgewebe konnte dabei
mehr mRNA detektiert werden als im angrenzenden Normalnierengewebe [Olive,
1998]. Eine Gruppe aus Freiburg isolierte und sortierte spater CD4* und CD8*
Zellen aus mehreren Nierenzellkarzinomen und fand in diesen Zellen mittels PCR
mehr mRNA flr IFN-y, als in Lymphozyten aus dem peripheren Blut der Patienten
[Elsasser-Beile, 2000].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden nun erstmals immunhistologische
Nachweise Uber die Produktion von IFN-y im Nierenzellkarzinom erbracht. Dabei
konnten keine IFN-y sezernierenden T-Zellen im Tumorgewebe gefunden werden.
Lediglich zwei stark IFN-y* Zellen wurden im Gewebe des Tumors RCC T12
nachgewiesen (Abbildung 4.17 B). Diese waren allerdings CD3" und es muss davon
ausgegangen werden, dass es sich um dendritische Zellen, NK-Zellen oder die erst
kurzlich beschriebenen IKDCs (Interferon producing killer dendritic cells) handelt,
die ebenfalls IFN-y sezernieren konnen [Chan, 2006; Frucht, 2001]. Zweifel an der
Methodologie konnten durch positive Kontrollfarbungen von in vitro stimulierten T-
Zellen (Abbildung 4.17 A) und durch den Nachweis von IFN-y* Zellen in der Tonsille
(Abbildung 4.17 B oben links) ausgerdumt werden. Des Weiteren konnten auch
Koga et al. mit dem gleichen Verfahren zahireiche IFN-y* Zellen in Hautbiopsien von
Patienten mit Psoriasis identifizieren [Koga, 2002].

T-Zellen im Nierenzellkarzinom sind mdglicherweise nicht ausreichend aktiviert
oder die Bildung und Sekretion von IFN-y wird inhibiert. Angesichts der Bedeutung
von IFN-y im Rahmen der Immunantwort gegen Tumore kdénnte die mangelnde
IFN-y Sekretion eine Ursache flr das Ausbleiben einer effektiven Zerstérung des
Nierenzellkarzinoms darstellen. Immuntherapien basierend auf einer Induktion der
IFN-y Produktion kénnten somit die Behandlungserfolge im Nierenzellkarzinom
verbessern. Tatsachlich gibt es Ansatze der Immuntherapie mit dem IFN-y
induzierenden Zytokin IL-12 [Fishman, 2001].

Die Bedeutung des Perforin fur die Einddmmung des Tumorwachstums wurde an
Mausen gezeigt, deren Gene fur Perforin und Granzym abgeschaltet wurden. Diese
entwickeln haufig spontane Lymphome und zeigen eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenlber karzinogenen Substanzen [Smyth, 2001; Trapani, 2002; van den
Broek, 1996]. Die quantitative Analyse der Anzahl an CD3* und Perforin* Zellen in
immunhistologisch gefarbten Gefrierschnitten verschiedener Nierenzellkarzinome
zeigt deutlich, dass nur ein sehr kleiner Teil der T-Zellen (durchschnittlich weniger
als 15 %) Perforin exprimiert (Abbildung 4.8 und Abbildung 4.9). Der genaue Anteil
an Perforin* T-Zellen durfte tatsachlich noch niedriger liegen als hier durch den
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Bezug auf CD3* Zellen berechnet, da die immunhistologische Einzelfarbung nicht
beriicksichtigt, ob es sich bei den Perforin* Zellen um T-Zellen oder NK-Zellen handelt,
welche ebenfalls Perforin exprimieren. Die immunhistologischen Beobachtungen
der vorliegenden Arbeit bestatigen allerdings durchflusszytometrische Analysen der
eigenen Arbeitsgruppe, nach denen aus Nierenzellkarzinomen isolierte Lymphozyten
ebenfalls nur geringe Zahlen an Perforin® T-Zellen aufwiesen.

Dennoch muss festgehalten werden, dass in allen Tumoren Perforin® Zellen
gefunden wurden, die potentiell tumorreaktiv agieren kénnten. Eine Tumorantwort
konnte auch durch wenige Perforin® Zellen vermittelt werden, denn eine zytotoxische
Perforin exprimierende T-Zelle besitzt prinzipiell die Fahigkeit, schnell hintereinander
zahlreiche Zielzellen zu téten [Isaaz, 1995]. Bei Antigenerkennung orientieren sich die
zytotoxischen Granula innerhalb der T-Zellen zur Zielzelle hin und werden daraufhin
ausgeschuttet [Bossi, 2002; Stinchcombe, 2001]. In der vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass nur ein sehr geringer Anteil der wenigen Perforin* T-Zellen im
Nierenzellkarzinom eine Ausrichtung des Perforin zeigt (Abbildung 4.11 und Abbildung
4.12). Die wenigen Perforin* T-Zellen im Nierenzellkarzinom sind daher entweder nicht
in die Tumorzellerkennung involviert oder haben einen Defekt im Mechanismus der
Perforinausrichtung. Wahrend es weitere Analysen der Perforinverteilung in Tumor
infiltrierenden Lymphozyten humaner Tumore bisher noch nicht gibt, wurde 2001
von Radoja et al. bei Lymphozyten aus Adenokarzinomen von Mausen beschrieben,
dass diese unmittelbar nach Isolierung aus dem Tumor nicht in der Lage waren,
ihre Granzym B enthaltenden Granula in Richtung einer entsprechenden Zielzelle
auszurichten. Derartige Ausrichtungsprozesse waren erst nach einer mehrstiindigen
Kultivierung mdglich [Radoja, 2001]. Diese Untersuchungen und die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit machen es wahrscheinlich, dass das Tumormilieu den
Vorgang der Ausrichtung von Granula hemmen kann. Erst kirzlich konnte in einem
Mausmodell gezeigt werden, dass regulatorische T-Zellen eine Inhibierung der
Exozytose zytolytischer Granula bewirken kénnen [Mempel, 2006]. Ob im humanen
Nierenzellkarzinom ebenfalls regulatorische T-Zellen flr eine derartige Hemmung
verantwortlich gemacht werden kénnen, muss nun gezeigt werden.

Weiterhin stellt sich die Frage, worin die Grinde flir die groRe Anzahl an Perforin
defizienten T-Zellen im Nierenzellkarzinom liegen. Die infiltrierenden T-Zellen kénnten
naiv sein und noch kein Differenzierungsprogramm durchlaufen haben, welches die
Expression von Perforin induziert. Gegen diese These sprechen Beobachtungen,
dass Tumor infiltrierende Lymphozyten andere Effektormolekile wie Granzym A
exprimieren (Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe) oder Aktivierungsmarker wie
CD69 aufweisen [Van den Hove, 1997]. In der vorliegenden Arbeit konnte durch
immunhistologische Farbung von GMP17/TIA-1 gezeigt werden (Abbildung 4.16),
dass zahlreiche Tumor infiltrierende Lymphozyten zytotoxische Granula besitzen,
was gegen einen naiven Phanotyp der Tumor infiltrierenden Lymphozyten spricht.
Durch Fluoreszenzdoppelfarbung mit CD3 konnte weiterhin gezeigt werden, dass
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Membranbestandteile (GMP17/TIA-1) von mit zytotoxischen Granula gefullten
Vesikeln in ortlich begrenzte Areale der Plasmamembran der T-Zelle integriert sind
(Abbildung 4.16 und Abbildung 5.1). Dies kann als Zeichen gewertet werden, dass erst
kirzlich Zielzellerkennung und somit auch eine Degranulation von Effektormolekulen
stattgefunden hat [Medley, 1996] (Abbildung 5.1).

Die Ausschuttung der Zytotoxine flhrt unter physiologischen Bedingungen zu einem
temporaren Verlust dieser Effektormolekile. Unter normalen Umstanden werden
die intrazellularen Vorrate an Perforin nach einer T-Zell-Rezeptor vermittelten
Degranulation allerdings schnell wieder aufgeflllt [Isaaz, 1995]. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte in vitro gezeigt werden, dass die Perforinbestande in T-
Zellen nach Stimulation mit antigenspezifischen Tumorzellen initial abnahmen, aber
bereits nach sechs Stunden oft Uber das vorherige Mal hinaus wiederhergestellt waren
(Abbildung 4.30). Daraus kdnnte geschlossen werden, dass die Perforindefizienz der
Tumor infiltrierenden Lymphozyten bei nachweislich stattgefundener Degranulation
auf einer Storung der Neusynthese des Perforin beruht. Bei Patienten mit
chronischer HIV-Infektion findet man ebenfalls zahlreiche virusspezifische aber
Perforin defiziente CD8* T-Zellen, deren Funktion allerdings durch Zytokine wie IL-2
wiederhergestellt werden konnte [Lieberman, 2002]. An der Bereitstellung von IL-2
sind wesentlich CD4* T-Helfer-Zellen beteiligt und die unzureichende Funktionalitat
der zytotoxischen T-Zellen im Tumor kdnnte somit durch mangelnde IL-2-Produktion
durch CD4* T-Helfer-Zellen verursacht sein. Derartige Spekulationen werden
durch die Tatsachen untermauert, dass durch systemische IL-2 Therapie beim
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom Erfolge erzielt werden [Rosenberg, 2001;
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Abbildung 5.1: Nachweis eines Degranulationsereignisses durch Analyse der Lokalisa-
tion Zytotoxin enthaltender Vesikel

Intrazellulare Vesikel sind als rote Kreise abgebildet und befinden sich in T-Zellen, deren
Zellmembran grun dargestellt ist. Die zytotoxischen Molekdile sind durch kleine blaue Punkte
stilisiert. Die Verschmelzung der Vesikel mit der Zellmembran (gelbe Mischfarbe) fihrt zur
Ausschittung der Zytotoxine. Die abgelaufene Degranulation kann auch spéater noch durch
die ortlich begrenzt in die Zellmembran integrierten Vesikel (gelbe Mischfarbe) nachgewiesen
werden.
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Vogelzang, 1998] und dass dabei auch mehr Perforin-mRNA in Lymphozyten des
peripheren Blutes gefunden wird [Leger-Ravet, 1994]. Therapiestrategien, die das
Ziel einer vermehrten Perforinsynthese in T-Zellen verfolgen, kdnnten in Zukunft
einen wichtigen Beitrag zu einer effektiven Immuntherapie des Nierenzellkarzinoms
leisten.

5.3. Die Expression der CD3{-Kette in Tumor infiltrierenden T-Zellen des
Nierenzellkarzinoms zeigt ein heterogenes Muster

Die Erkennung und Zerstérung einer Tumorzelle durch reife zytotoxische T-
Zellen setzt die Bindung des T-Zell-Rezeptors an den Komplex aus MHC-Klasse-
I-Molekil und Tumorantigen voraus. Nach Bindung des T-Zell-Rezeptors wird
hierzu in der T-Zelle eine intrazellulare Signalkaskade ausgel6st, wobei Uber die
Phosphorylierung zahlreicher Proteine ein Differenzierungs- oder Effektorprogramm
ausgeldst wird [Trapani, 2002; Visco, 2000]. Die mit dem T-Zell-Rezeptor-Komplex
assoziierte C-Kette wird hierbei ebenfalls phosphoryliert, wobei dieser Schritt fur die
Signalweiterleitung unumganglich ist [Frank, 1990]. Die (-Kette wird nach Aktivierung
der T-Zelle physiologischer Weise temporar abreguliert und die Signalweiterleitung
somit unterbrochen [Poli, 2003]. Dadurch wird eine Uberschiel3ende Aktivierung der
T-Zelle verhindert [Bronstein-Sitton, 2003; Poli, 2003].

1992 beschrieben Mizoguchi et al. zum ersten Mal Stérungen der Signalweiterleitung
in Lymphozyten aus Maustumoren und zeigten, dass die Expression der {-Kette in
diesen Lymphozyten drastisch vermindert war [Mizoguchi, 1992]. Eine andauernde
Abregulation der {-Kette in Tumor infiltierenden Lymphozyten koénnte somit
ursachlich fur eine mangelnde Tumorantwort sein. Seither gab es zahlreiche Studien,
die die Expression der C-Kette in Blutlymphozyten oder in Tumor infiltrierenden
Lymphozyten untersuchten. Dabei wurde mit unterschiedlichen Methoden eine
verminderte Expression der (-Kette bei Patienten mit kolorektalen Tumoren
[Kono, 1996; Matsuda, 1995; Nakagomi, 1993], malignem Melanom [Zea, 1995],
Ovarialtumoren [Lai, 1996] oder Tumoren des oberen Gastrointestinaltraktes [Guniji,
1994] beschrieben. Zur Expression der {-Kette in Tumor infiltrierenden Lymphozyten
im Nierenzellkarzinom gibt es widersprichliche Aussagen. 1993 beschrieben Finke
et al. starke Abregulationen in zehn von elf analysierten Tumoren [Finke, 1993],
wahrend Tartour et al. 1995 nur in vier von 13 Tumoren eine verminderte Expression
der C-Kette in Tumor infiltrierenden Lymphoyzten feststellen konnte [Tartour,
1995]. Durchflusszytometrische Analysen von Tumor infiltrierenden T-Zellen im
Nierenzellkarzinom, die 1997 von Cardi et al. durchgeflhrt wurden, zeigten in keinem
von acht analysierten Tumoren eine deutliche Abregulation der (-Kette [Cardi, 1997].
Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden 15 Nierenzellkarzinome auf die
Expression von CD3¢ und der {-Kette immunhistochemisch durch Auszahlung gefarbter
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Zellen im Tumorparenchym quantifiziert und miteinander verglichen (Abbildung 4.20).
Dabei konnte in zwei Tumoren, eine gegenlber der Gesamtmenge an T-Zellen,
erheblich reduzierte Anzahl an CD3( exprimierenden Zellen beschrieben werden.
Die an funf Tumoren durchgeflhrte Doppelimmunfluoreszenzfarbung von CD3¢ und
der (-Kette bestétigte in allen Fallen die Ergebnisse der immunhistochemischen
Einzelfarbung.

In Ubereinstimmung mit den bisherigen Analysen von Tartour [Tartour, 1995]
und Cardi [Cardi, 1997] zeigen diese Ergebnisse, dass eine Abregulation der
C-Kette in Tumor infiltrierenden Lymphozyten im Nierenzellkarzinom zwar in
einigen Fallen zu beobachten ist, aber dies eher die Ausnahme darstellt. Eine
unzureichende Immunantwort kann somit zumindest bei den meisten der Patienten
mit Nierenzellkarzinom kaum durch die verminderte Expression der (-Kette in
Tumor infiltrierenden Lymphozyten erklart werden. Es stellt sich die Frage, welche
Besonderheiten fir die drastisch verminderte Expression der (-Kette in Tumor
infiltrierenden T-Zellen einiger Patienten verantwortlich sind. Korrelationen der (-
Kettenexpression mit Tumorstadium, Differenzierungsgrad oder Infiltration mit
monozytaren Zellen wurden bisher nicht beobachtet und konnten auch in der
vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden.

Bemerkenswert ist, dass eine Abregulation der {-Kette bei einem Mausfibrosarkom
durch IL-2 verhindert werden konnte [Salvadori, 1994]. Weiterhin konnte durch
IL-2 Immuntherapie bei 21 Patienten mit Nierenzellkarzinom, die vorangehend eine
deutliche Abregulation der (-Kette in peripheren Blutlymphozyten zeigten, eine
Verstarkung der Expression an CD3( herbeigefiihrt werden [Gratama, 1999]. Tartour
et al. zeigten, dass in Tumor infiltrierenden Lymphozyten aus Nierenzellkarzinomen
eine vorher vorhandene Abregulation der {-Kette unter Kulturbedingungen mit IL-2
aufgehoben wurde [Tartour, 1995].

Womoglich sind die wenigen Patienten, deren Tumor infiltrierende T-Zellen eine
starke Abregulation der C-Kette zeigen, diejenigen, die von einer IL-2 Immuntherapie
profitieren. Zwischen 20 % und 30 % der Patienten mit Nierenzellkarzinom sprechen
auf eine IL-2 enthaltende Kombinations-Immuntherapie an. Dies entspricht
zahlenmaRig dem Anteil an Patienten, die eine verminderte Expression der (-Kette in
Tumor infiltrierenden T-Zellen aufweisen. Zur Verifizierung einer derartigen Korrelation
waren umfangreiche retrospektive Analysen von Tumormaterial aus Patienten, die
auf Immuntherapie angesprochen haben, notig.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten immunhistologischen Analysen zeigten,
dass die Starke der Expression von CD3( in T-Zellen im Tumorgewebe regional sehr
unterschiedlich sein kann. T-Zellen im interstitiellen Bindegewebe einiger Tumoren
wiesen einen vollstandigen Verlust der {-Kette auf, wahrend Zellen im unmittelbar
benachbarten Tumorparenchym eine deutliche Expression von CD3{ zeigten
(Abbildung 4.25). Eine temporare Abregulation aufgrund einer Zielzellerkennung
erscheint im interstitiellen Bindegewebe des Nierenzellkarzinoms unwahrscheinlich,
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da sich die Antigen tragenden Tumorzellen nach gangigen Vorstellungen im
Parenchym befinden. Im Bindegewebe miissen andere Ursachen, wie beispielsweise
I6sliche Faktoren, oder eine Antigenerkennung auf Makrophagen oder dendritischen
Zellen, welche sich zahlreich im Bindegewebe des Nierenzellkarzinoms befinden,
als Ursache der Abregulation angenommen werden. Erst letztlich wurde Uber
eine negative Korrelation zwischen der Menge an Makrophagen und der -
Kettenexpression in Tumor infiltrierenden T-Zellen im humanen Magenkarzinom
berichtet [Ishigami, 2003].

5.4. Zytotoxische T-Zellen deponieren CCL5 selektiv auf Zielzellen und
fordern dadurch deren Beseitigung durch Makrophagen

Reife zytotoxische T-Zellen enthalten neben den zytotoxischen Molekilen Perforin,
Granzym A und Granzym B auch das - als Chemokin bekannte - Protein CCL5. Dieses
ist in intrazellularen Granula gespeichert und wird durch T-Zell-Rezeptor vermittelte
Aktivierung sezerniert [Catalfamo, 2004; Swanson, 2002; Wagner, 1998]. Erkennt
eine zytotoxische T-Zelle ihre entsprechende Zielzelle durch Bindung des MHC-
Peptid-Komplexes an den T-Zell-Rezeptor, werden die zytotoxischen Effektormolekiile
zur Zielzelle hin ausgeschuttet und I6sen in dieser einen programmierten Zelltod aus.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass wahrend dieses Prozesses
auch das Protein CCL5 von der T-Zelle ausgeschittet und zielgerichtet auf die
Plasmamembran der Zielzelle Ubertragen wird. CCL5 ist auch auf der Oberflache
der resultierenden apoptotischen Koérper der Zielzelle noch zu finden. Hinweise auf
eine mogliche funktionelle Bedeutung der CCL5-Ablagerung auf den apoptotischen
Zellen wurden in Kollaboration mit den Arbeitsgruppen Nelson (Medizinische
Poliklinik Innenstadt, Minchen) und Gréne (Deutsches Krebsforschungszentrum,
Heidelberg) erbracht. Diese Gruppen zeigten, dass apoptotische Tumorzellen, auf
deren Plasmamembran sich CCL5 befindet, von Makrophagen deutlich effektiver
aufgenommen werden als solche, die kein CCL5 auf ihrer Oberflache tragen (siehe
Modell Abbildung 5.2).

Es stellt sich nun die Frage der biologischen Bedeutung dieses Vorgangs. Sicherlich
fallen im Rahmen einer zytotoxischen T-Zell-Antwort erhebliche Mengen an toten
Zellfragmenten an, welche womoglich ohne eine massiv verstarkte Aufnahme
durch Makrophagen zu lange im Gewebe verweilen wirden. Allgemein kommt der
Beseitigung von apoptotischen Zellen eine wichtige Bedeutung zu und mit Stérungen
in diesem Prozess werden insbesondere Autoimmunkrankheiten in Verbindung
gebracht, da hier vermehrt Autoantigene im Gewebe persistieren. Ursachlich als
gesichert gilt eine unzureichende Aufnahme apoptotischer Zellen beim Systemischen
Lupus erythematodes, wobei hier entsprechende Autoantigene auf den apoptotischen
Kdrpern nachgewiesen werden konnten [Gaipl, 2006; Potter, 2003]. In Anbetracht der
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oben beschriebenen Zusammenhange ware es interessant zu untersuchen, ob eine
mangelhafte Beladung von Zielzellen mit CCL5 ursachlich an diesem Krankheitsbild
beteiligt sein konnte.

Weiterhin ist es denkbar, dass der Mechanismus der CCL5-vermittelten Aufnahme
durch Makrophagen eine unterstitzende Komponente bei der zytotoxischen T-
Zell-Antwort darstellt. CCL5-markierte Zielzellen, in denen aufgrund suboptimaler
Zytotoxinbedingungen nicht im ausreichenden Ausmal’ Apoptose induziert wurde,
konnten durch Makrophagen effektiv phagozytiert werden. Barber et al. zeigten 2003
anhand eines Mausmodells, dass CD8* Gedachtniszellen, welche im Gegensatz zu
gewohnlichen Effektorzellen nur sehr wenig Perforin aufweisen, in vitro kaum in der
Lage waren Zielzellen abzutdten, wahrend dieser Vorgang in vivo erstaunlicher Weise

Tumorzelle
T-Zelle

Abbildung 5.2: Ablauf der Vernichtung einer
c apoptotische Tumorzelle Tumorzelle durch zytotoxische T-Zellen und

O Makrophagen
Nach spezifischer Erkennung einer Tumorzelle

durch eine zytotoxische T-Zelle orientieren sich

o) Granula, die zytotoxische Effektormolekiile wie

Perforin, Granzym A und Granzym B (alle griin)

Q oder das Protein CCL5 (rot) enthalten, zur Zielzel-
le hin (A). Danach werden die zytotoxischen Effek-

D Makrophage tormolekile ausgeschittet und gelangen in die Tu-

morzelle, in der sie daraufhin Apoptose ausldsen;

CCL5 hingegen wird nach Freisetzung auf der

Q O Oberflache der Tumorzelle deponiert (B). Im Laufe
der Apoptose bildet die Tumorzelle die charakte-

‘ ristischen blasenartigen Strukturen, die sich spater

von der Zelle ablésen und als apoptotische Kérper

bezeichnet werden. Auch in diesem Stadium befin-

det sich CCL5 noch auf der Plasmamembran der

Zelle und der Zellfragmente (C). Makrophagen er-
e CCL5 kennen spezifisch CCL5-markierte Zellbestandtei-
e zytotoxisches Effektormolekiil le und phagozytieren diese in effektiver Weise (D).



Diskusion 97

sehr schnell und effektiv ablief [Barber, 2003]. CD8* Gedachtniszellen weisen grofte
Mengen an intrazellularem CCL5 auf [Kaech, 2002] und die nur in vivo anwesenden
Makrophagen konnten im Modell von Barber fir die effektive Abtétung von CCL5-
markierten "nicht-apoptotischen" Zielzellen verantwortlich gewesen sein. CCL5
konnte somit in vivo indirekt an der Zielzellvernichtung beteiligt sein, selbst wenn
die Effektorzellen vor Ort nicht ausreichend mit "herkdmmlichen" Effektormolekilen
wie Perforin und Granzymen ausgestattet sind. Beweise hierfur missen in Zukunft
durch CCL5"/perforindefiziente und CCL5-defiziente/Perforin* Effektor-T-Zellen in
geeigneten Mausmodellen erbracht werden.
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6. Zusammenfassung

Fir die Entwicklung effektiver Immuntherapien gegen maligne Tumore sind detaillierte
Kenntnisse Uber die immunologischen Vorgange im Tumorgewebe ndétig. In der
vorliegenden Arbeit wurde das leukozytare Infiltrat im Nierenzellkarzinom analysiert.
Tumorinfiltrierende MakrophagenwurdeninzehnverschiedenenNierenzellkarzinomen
in jeweils grofer Anzahl und mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad
nachgewiesen. Auch dendritische Zellen wurden in allen analysierten Tumoren
gefunden. Dabei waren unreife dendritische Zellen diffus im Tumorgewebe verteilt,
wahrend reife dendritische Zellen in definierten Akkumulationen gemeinsam mit T-
Zellen lokalisiert waren. Durch konfokale Lasermikroskopie konnten in diesen Arealen
enge Kontakte reifer dendritischer Zellen mit T-Zellen nachgewiesen werden. Die
Expression der fur die intrazellulare Signalweiterleitung relevanten CD3(-Kette war
in T-Zellen in diesen Arealen teilweise drastisch reduziert; dies konnte durch den
Einfluss der dendritischen Zellen bedingt sein.

Quantitative  Analysen der CD3c-Kettenexpression  Tumor infiltrierender
T-Zellen zeigten, dass dieses Signalkaskaden-Protein in T-Zellen der meisten
Nierenzellkarzinome vorhanden ist und somit eine mangelhafte Tumorantwort
vermutlich nicht durch eine verminderte Expression der CD3(-Kette bedingt ist.
Lediglich bei zwei von 14 Tumoren konnte eine deutliche Minderexpression der
CD3c¢-Kette nachgewiesen werden. Eine lokale Abregulation der CD3(-Kette wurde
zudem im interstitiellen Bindegewebe vieler Tumore beobachtet.

Analysen von Tumor infilirierenden T-Zellen ergaben, dass nur wenige das
Effektorprotein Perforin enthielten. Durch konfokale Lasermikroskopie wurde gezeigt,
dass dieses Effektormolekiil in den wenigen Perforin* T-Zellen nicht gegen Zielzellen
ausgerichtet ist und somit entweder keine Tumorzellen erkannt werden oder Defekte
im Mechanismus der Ausrichtung von Perforin in diesen T-Zellen vorliegen. GMP17/
TIA-1 ist ein Membranprotein der Vesikel, die die zytotoxischen Effektormolekile
enthalten und der Nachweis dieses Proteins in zahlreichen Tumor infiltrierenden
T-Zellen weist darauf hin, dass diese trotz ihrer Perforindefizienz wahrscheinlich
nicht naiv sind. Durch konfokale Lasermikroskopie wurde GMP17/TIA-1 in 30 %
der infiltrierenden T-Zellen an umschriebenen Arealen in der Plasmamembran
nachgewiesen. Dies ist als Resultat einer Fusion der intrazelluldren Vesikel mit der
Zellmembran zu werten und deutet auf aktive Zielzellerkennung durch T-Zellen im
Tumor hin. Diese geht in der Regel mit einer Ausschiittung der Effektormolekile
einher und die Perforindefizienz im Nierenzellkarzinom kdnnte somit durch eine
mangelhafte Wiederauffillung der Bestdnde an zytotoxischen Molekilen bedingt
sein.

Zytotoxische T-Zellen enthalten neben den Effektormolekilen auch das als Chemokin
bekannte Protein CCL5. Es wurde gezeigt, dass CCL5 bei der Zielzellerkennung
zusammen mit Perforin ausgeschuittet und dabei selektiv und zielgerichtet auf die
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Plasmamembran der Tumorzelle Gbertragen wird. CCL5 befindet sich auch spater noch
auf der Oberflache der resultierenden apoptotischen Korper. Die CCL5-Markierung
der apoptotischen Tumorzellen férdert deren Aufnahme durch Makrophagen. Diese
Beobachtungen weisen auf eine bisher unbekannte Kooperation von Perforin mit
CCL5 und auf Interaktionen zwischen zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen bei
der Eliminierung von Zellen hin.
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IFN-y
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TNF-a
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Interferon-y

Interleukin-2

immune receptor tyrosine-based activation motifs
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Major histocompatibility complex
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Naturliche Killer Zelle
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para-Formaldehyd

phorbol myristate acetate

Regulated on activation and normally T cell expressed and secreted
renal cell carcinoma

side scatter

Tris buffered saline

Tumornekrosefaktor-a
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