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Einleitung

Kolorektales Karzinom

Epidemiologie und Atiologie

Das kolorektale Karzinom (CRC) war 2020 weltweit mit insgesamt 1,9 Millionen
Neuerkrankungen und 916.000 Todesféllen pro Jahr der dritthdufigste diagnostizierte maligne
Tumor bei Ménnern, bei Frauen sogar der zweithdufigste (1). In Deutschland belegt das
kolorektale Karzinom bei Mannern sowohl bei der Inzidenz als auch bei der Mortalitdt Rang
drei; Frauen erkranken am zweithdufigsten an einem kolorektalen Karzinom und versterben am
dritthdufigsten daran (2). Deutschland gehort mit Australien, Neuseeland sowie den
nordamerikanischen und europidischen Staaten zu den Léndern mit der hochsten Anzahl an
jahrlichen Erstdiagnosen eines CRC; in Afrika als auch in Siid- und Zentralasien ist die Inzidenz

um bis zu 90% geringer (3).

Unter den Einfliissen, die das Risiko erhohen, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln, kann
zwischen erblichen Komponenten und Umweltfaktoren unterschieden werden (4). Genetische
Priadispositionen fiihren zu einer vielfach gesteigerten Wahrscheinlichkeit, Krebs zu
entwickeln, sporadische CRC sind jedoch den familidren an Haufigkeit weit iiberlegen (5). Zu
den allgemeinen Risikofaktoren gehdren korperliche Inaktivitit, Erndhrungsgewohnheiten,
Rauchen und Ubergewicht (6-8), jedoch korrelieren auch der soziodkonomische Status (9),
das Geschlecht und die Rasse (10) mit der Entstehung dieses Malignoms. Auch an einem CRC

erkrankte Verwandte korrelieren positiv mit einer erhdhten Inzidenz (5,11).

Prognose

Aufgrund der hohen Inzidenz und der Entwicklung des Karzinoms aus einem Adenom (12) und
der daraus resultierenden Modglichkeit einer Fritherkennung wurde 2002 die
Vorsorgeuntersuchung mittels Koloskopie fiir Menschen ab 55 Jahren in Deutschland
eingefiihrt (13). Seither konnte die bis dahin steigende Anzahl der jdhrlichen Neuerkrankungen
kontinuierlich vermindert und der prozentuelle Anteil der Karzinome im lokalisierten Stadium
bei Erstdiagnose erhoht werden, was zur positiven Entwicklung der Sterblichkeitsrate beitrug

(14-16). Im Zeitraum von 2003 bis 2012 verringerte sich das kumulative Sterberisiko bei



Minnern um 18%, bei Frauen um 23% (17). 65% der Patienten leben nach fiinf Jahren nach

Erstdiagnose (18).

Metastasierungsmuster

CRC metastasieren sowohl lymphogen als auch hdmatogen. Leber, Lunge, Lymphknoten und
Peritoneum sind typische Lokalisationen der Absiedlungen, wobei der hiufigste und zumeist
erste Manifestationsort von Fernmetastasen die Leber ist (12,19). Bei bis zu 50% der Patienten
werden syn- oder metachrone Lebermetastasen entdeckt (20-22). Bis zu 20% der Erkrankten
leiden an pulmonalen Absiedlungen (23). Obwohl bei Fernmetastasierung des CRC die 5-
Jahresiiberlebensrate bei nur 13% liegt (23) und die hdufigste Todesursache des Darmkrebs von
den hepatischen Absiedlungen ausgeht (21), konnen Patienten, deren Erkrankung sich
ausschlieBlich auf Leber und/ oder Lunge ausgeweitet hat, weiterhin mit kurativer Intention

behandelt werden (23).

Lebermetastasen: Behandlung und Prognose

Bei einer Metastasierung, die auf die Leber beschridnkt ist, kann eine kurative Therapie
angestrebt werden (24,25). Diese Behandlungsverfahren beinhalten eine Resektion (12) oder
eine lokale Ablation der Leberldsionen mittels Radiofrequenzablation (26,27). Jedoch kénnen
nur 25% der Patienten mit Lebermetastasen der Gruppe zugeordnet werden, die sich fiir ein
operatives Vorgehen qualifiziert, 3-5% eignen sich fiir das ablative Verfahren (26). Die
Operation erfolgt primér oder nach neoadjuvanter Therapie (28-31). Bei Inoperabilitét stehen
verschiedene Optionen zur Verfligung. Die systemische Chemotherapie, lokale
Tumorablationsverfahren — ausgenommen der Radiofrequenz- oder Mikrowellenablation
(32,33) — wie die Installation von Alkohol und die transarterielle Chemoembolisation (33,34)
stellen jedoch ausschlieBlich palliative Alternativen dar (12). Das mediane Uberleben im
Stadium IV ohne Moglichkeit einer kurativen Resektion variiert stark in Abhéngigkeit der

Leberfunktionseinschrankung und liegt zwischen 6-9 und 24-30 Monaten (12).

Bei der Operation in kurativer Intention ist ein Einflussfaktor der Resektionsrand (35,36). Wird
beim Entfernen der hepatischen Absiedlung ein mikroskopisch tumorfreier Resektionsrand

erreicht, also eine RO-Resektion, so liegt die 5-Jahresiiberlebensrate zwischen 42% und 74%
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(35-40). Nach zehnjihrigem tumorfreien Uberleben (17-25%) kann von einer Heilung
ausgegangen werden (41-43).

Immunsystem

Angeborenes Immunsystem

Das Immunsystem besteht aus zwei Komponenten: dem Angeborenen und dem Erworbenen.
Die Zellen des angeborenen oder auch unspezifischen Immunsystems erkennen Strukturen,
sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), die von vielen Pathogenen
getragen werden. Das angeborene Immunsystem kann aufgrund dieser allgemeinen
Stimulationsausloser sehr schnell auf eingedrungene Krankheitserreger reagieren. Zu den
Vertretern dieses Systems gehoren als Immunzellen Monozyten, Makrophagen, natiirliche

Killerzellen (NK-Zellen), dendritische Zellen und Granulozyten (12).

Adaptives Immunsystem

Das adaptive bzw. erworbene oder auch spezifische Immunsystem ist durch die Immunabwehr
spezifischer Antigene nach erfolgtem Erstkontakt — dem Priming — gekennzeichnet. Es wird in
zwei Arme unterteilt, den zelluldren und den humoralen. Das adaptive System greift die
Pathogene aufgrund der Notwendigkeit des Primings erst vorzogert an. Die Effektorzellen
beider Arme konnen jedoch durch Ausreifung in langlebige Memory Zellen ein
immunologisches Gedéchtnis ausbilden, so dass bei Reinfektionen mit dem gleichen
Krankheitserreger die Immunreaktion prompter erfolgt. Die zelluldren Vertreter dieses Systems

sind die B- und T-Lymphozyten (12).

T-Zellen sind sowohl an der zelluldren als auch an der humoralen Immunantwort beteiligt.
Jedoch stellen sie die primédren Effektorzellen bei der zellvermittelten Abwehr dar, wohingegen
sie bei der humoralen nur aktivierend wirken. Bis zu 80% der im peripheren Blut vorhandenen

Lymphozyten sind T-Zellen (12).

CD8" T-Lymphozyten konnen die Lyse virusinfizierter oder fremder Zellen induzieren und

bilden somit die zytotoxische Immunabwehr (12). Diese verfiigt iiber zwei Wege, den Tod der



infizierten oder fremden Zelle herbeizufiilhren. Nach der Aktivierung durch Antigen
prisentierender Zellen (APCs) induzieren CD8" Lymphozyten mittels Exozytose von
Chemokingranula oder vermittelt durch die Interaktion zwischen CD95 und dem Fas Ligand
(FasL) die Apoptose der Zielzelle (44). Kurzlebige, aktivierte zytotoxische T-Zellen (CTL)
konnen sich zu langlebigen T-Gedachtniszellen entwickeln (45-47) . Gedichtniszellen werden
wiederum in Effector Memory T-Zellen (Tem-Zellen) und Central Memory T-Zellen (Tcwm-
Zellen) unterschieden, wobei Effector Memory T-Zellen, die im peripheren Gewebe verweilen,
fir die ziigige gezielte Abwehr von bekannten Erregern bei wiederholter Infektion
verantwortlich sind, wahrend Central Memory T-Zellen, die zuriick in lymphatische Gewebe

migrieren, die Bereitstellung ausreichender T-Lymphozyten bewirken (12).

CD4" Lymphozyten oder auch T-Helferzellen induzieren die Aktivierung verschiedener
Zellreihen des Immunsystems. CD4" Zellen werden in mehrere Subpopulationen
unterschieden: Tnl-Zellen interagieren mit naiven CD8" Lymphozyten und triggern diese zur
Differenzierung in Effektorzellen der CD8" Zellreihe, also in CTL (48-53); Tn2-Zellen erfiillen
diese Aufgabe bei B-Lymphozyten (50—53). Unter den weiteren Subpopulationen befinden sich
regulatorische T-Zellen (Treg), die fiir die Inhibition des adaptiven Immunsystems
verantwortlich sind und somit {iberschieBende Abwehrreaktionen und autoimmune Prozesse

verhindern (54,55).

B-Zellen machen 10-15% der Lymphozyten im peripheren Blut aus. Sie stellen die
Eftektorzellen der humoralen Immunantwort dar (12), sind aber auch Teil der APCs (56). Als
diese produzieren sie nach zweizeitiger Aktivierung spezifische Antikorper, die sie dann
sezernieren konnen. Die Aktivierung erfolgt zuerst durch das Antigen mittels
membranstindiger Immunglobuline und darauffolgend durch Ti2-Zellen (50,57). Antigene
werden anhand der ausgeschiitteten Immunglobuline erkannt und die Antigen-tragenden
Pathogene auf einem der folgenden Wege neutralisiert. Antikorper konnen durch blofle
Bindung Pathogene in ihrer Funktionsweise beeintrachtigen, dienen aber auch zur Opsonierung
und leiten damit die Phagozytose ein, aktivieren das Komplementsystem oder vermitteln die
antikOrperabhingige Zytotoxizitdt. Als Effektorzellen der B-Lymphozyten fungieren die
Plasmazellen. Es werden analog zu den T-Lymphozyten Gedachtniszellen ausgebildet (50,58).



Antitumorale Effekte

Neoplastische Zellen besitzen diverse Methoden, sich einer Immunantwort zu entziehen. Zu
diesen Strategien gehdren, dass sich der Tumor oberflichlich nur minimal von den
physiologischen Zellen unterscheidet, er sich mittels Herunterregulierung der MHC-Antigene
vor den T-Lymphozyten tarnen kann (59), er den Kontakt zum Immunsystem minimiert, indem
er sich mit einer Kapsel umgibt und/ oder ein Milieu generiert, das die Effektorzellen direkt

oder indirekt beeintrichtigt (12,60—62).

Die zellulire = Immunantwort gegen Malignome konnte anhand  allogener
Knochenmarkstransplantationen beobachtet werden. Hier erkennen die Spenderlymphozyten
die entarteten Zellen als fremd und entfalten eine antitumorale Wirkung (12), den sogenannten
graft-versus-host Effekt. Um autologe T-Lymphozyten dahingehend zu manipulieren, dass
diese auch gegen Tumorzellen wirksam sind, werden zwei Ansétze verfolgt. Einerseits soll
durch Tumorimpfungen die T-Zellimmunitét gesteigert werden, indem intrazelluldre, mutierte
Onkogene den Lymphozyten présentiert werden, zum anderen werden T-Zellen nach in vitro
Bearbeitung und Stimulation wieder reimplantiert, so dass die Tumor induzierte T-

Zellmanipulation umgangen wird (12,63,64).

Korpereigene — im Gegensatz zu medikamentdsen — Antikorper spielen bei der Bekdmpfung
von Malignomen keine signifikante Rolle. Da Neoplasien dazu neigen, das Immunsystem von
einer zelluldren zu einer humoralen Antwort zu lenken (65), liegt der Schluss nahe, dass sich
Tumore besser gegen Antikdrper schiitzen konnen. Auch wird die Progression der Erkrankung

nicht durch spezifische Antikorper beeinflusst (12).

Unter den Zytokinen befinden sich auch antitumoral wirksame Vertreter. Da erst wenige
Zytokine auf ihren Effekt auf die Progression von Krebserkrankungen getestet wurden, ist noch
nicht gekldrt, wie viele tatsdchlich zu dieser Gruppe gehéren. IFNa und IL2 werden

therapeutisch eingesetzt, aber auch TNF kann suppressiv auf entartete Gewebe wirken (12).

Perforin und Granzym B wirken zudem antikanzerogen (66), indem Granzym B mittels Perforin
in die Zielzelle gelangt und dort die Apoptose induziert (67,68). Perforin ist eine notwendige
Komponente fiir den zytotoxischen Effekt der Granzyme (69), wobei Granzym B von diesen
Effektormolekiilen der CD8" T-Zellen am effektivsten zytotoxisch agiert (70). Somit dienen

beide Molekiile als Maf} der antikanzerogenen Wirkung der CTLs.



Ein weiteres Zytokin, das mitunter antitumordse Effekte entfalten kann, ist INFy. Dieses wirkt
zum einen immunstimulierend als auch direkt antikanzerogen (71,72). Jedoch ist die Funktion
nicht ausschlieBlich antitumords. INFy induziert zudem auch die PD-L1-Expression von
Tumorzellen und fordert somit die Immunflucht von Karzinomen (73). Zusitzlich entwickeln
Karzinome zur Immunevasion eine Hyposensitivitit gegeniiber IFNy, sodass der

antikanzerogene Effekt vermindert wird (71).

Schlussendlich ist die Wirkung von IFNy dosisabhingig. Zu beachten gilt hier, dass der Effekt
glockenformig in Abhdngigkeit der Konzentration verlduft. Wird die Dosis des maximalen
Effekts liberstiegen, so ist eine Wirkungsabnahme zu beobachten. Dies wurde in Studien mit

extern zugefiihrtem IFNy gezeigt (74,75).

Cancer Immunoediting

Gemal der Cancer Immunoediting Hypothese ist die Interaktion zwischen Immunsystem und
Tumor durch drei Phasen geprégt: elimination, equilibrium und escape, zu Deutsch also

Unterdriickung, Gleichgewicht und Entkommen (76).

Wihrend der Unterdriickungsphase werden durch Entziindungsreaktionen Immunzellen
rekrutiert (76). y0T- und NK-Zellen produzieren IFNy (77) und fithren dadurch sowohl zum
Tumorzelltod als auch zur gegenseitigen Stimulation und der Ausschiittung weiterer
Chemokine. Diese wirken wiederum negativ auf die Angioneogenese und somit zusitzlich
antitumoral (78,79). Im weiteren Verlauf werden CD4" Ty1 und CD8" Zellen geprimed, so dass
sie zu einer spezifischen Immunantwort gegen das neoplastische Gewebe fiihren. Somit spielen

sie die Hauptrolle in der immunologischen Tumorbekdmpfung (60).

Im Stadium des Gleichgewichts iiben Lymphozyten einen hohen Selektionsdruck auf die
entarteten Zellen aus, indem das Immunsystem den Tumor zwar unter Kontrolle halten, aber
nicht vernichten kann. Es kommt zu Mutationen der genetisch instabilen neoplastischen Zellen
und einem Uberleben des malignen Gewebes, das sich so einer Inmunantwort entziehen kann

(76).

Schlussendlich folgt das Entkommen. Dies beschreibt den Vorgang der unkontrollierten
Proliferation entarteter Zellen, die aufgrund des Selektionsdrucks in der vorangegangenen

Phase die Merkmale zur Identifizierung durch das Immunsystem verloren haben und somit



nicht mehr dessen Kontrolle unterliegen. Das ungehemmte Tumorwachstum fiihrt zur

Krankheitsprogression und zur klinischen Manifestation der Neoplasie (76).

Die Rolle CD8" Lymphozyten in der Immunosurveillance

Tumor infiltrierende T-Lymphozyten, vor allem aber CD8" Tgwm-Zellen, fithren zu einer
geringeren Rate an Metastasierungsfrithzeichen wie vaskuldre Emboli oder Tumorinvasion in
Lymphbahnen oder Perineuralscheiden (80). Werden CTL und T-Memory-Zellen im
Tumorresektat nachgewiesen, nimmt die Wahrscheinlichkeit auf ein Rezidiv des kolorektalen
Karzinoms ab (81) und somit besitzen diese einen prognostisch positiven Effekt auf das
Patiententiberleben (82,83). Im Gegensatz zu den Ergebnissen beim Primértumor stellt die
Infiltration von CD4", CD8" oder CD45RO" Lymphozyten in den Tumor bei kolorektalen
Metastasen keinen prognostisch giinstigen Faktor dar. Akkumulieren jedoch diese Zellen um

die Metastase im Infiltrationsrand, so iiberleben die Patienten signifikant langer (84).

Dies wird auch dadurch gefordert, dass Tumor-spezifische T-Zellen langfristig ohne
Antigenprisentation iiberleben und sich bei erneutem Antigenkontakt aus CD8" T-Memory-
Zellen in CD8" T-Effektorzellen differenzieren (85). Die Bedeutung der zytotoxischen
Immunantwort wird auch dadurch gestiitzt, dass das Vorhandensein von CD4" Tn1-Zellen in
CRC das tumorfreie Uberleben nach primirer Resektion verlingert (86). Somit spielt das
adaptive Immunsystem trotz Immunoeditings auch nach der klinischen Manifestation eines

Malignoms eine Rolle bei der Tumorkontrolle (81).

Glukosetransporter

Glukosetransporter (GLUT) sind transmembrandse Transportproteine, die die Uberfiihrung von
Monosacchariden, Polyolen und kleinen Kohlenstoffverbindungen in und aus der Zelle
vermitteln (87). Der Transport verlduft mittels erleichterter Diffusion (88,89) entlang des

Konzentrationsgeflles.

Die Familie der Glukosetransporter umfasst 14 verschiedene Molekiile. Diese werden in drei
Subklassen unterteilt (90) und kommen in eukaryotischen Organismen vor (91). Thre

Gemeinsamkeit besteht im Aufbau der Transporter (92); die einzelnen Vertreter unterscheiden
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sich jedoch in den zu beférdernden Molekiilen, der Lokalisation und/ oder der Affinitét zu den
Substraten (91). Aufgrund der Bedeutung von Zucker und der Glykolyse fiir die
Energiegewinnung eukaryoter Zellen, wird mindestens ein Subtyp der GLUT-Familie auf jeder

menschlichen Zelle exprimiert (91).

GLUTI1

GLUTTI ist der Vertreter der GLUT-Familie, der als erstes identifiziert wurde (93) und am
besten untersucht ist (91). Er unterstiitzt nicht nur die Diffusion von Glukose sondern auch von
Galaktose und Dehydroascorbinsdure, dem Vorldufermolekiil von Vitamin C (89,94,95). Sein
Vorkommen ist ubiquitdr und sowohl auf Zelloberfldchen als auch — wenn auch selten —
intrazelluldir nachgewiesen (96). Vornehmlich ist der Transporter aber auf
Erythrozytenmembranen zu finden (97). Eine wichtige Rolle spielt GLUTI bei der
Energieversorgung des Gehirns (88,98), indem die Blut-Hirn-Schranke durch dieses
Transportmolekiil iiberbriickt wird (99). Thm wird zusammen mit GLUT3 die Aufgabe der

basalen Zuckerversorgung zugeschrieben (100).

Die Regulation erfolgt nicht insulinabhéngig (100), ist aber durch Insulin beeinflussbar. So
fiihrt Insulin zu einer bis zu 2,7-fachen Steigerung der GLUT1-Expression (101,102). Auch
Stress, Wachstumshormone (95), Hypoxie (103) und Hypoglykdmie (104) gehéren zu den

Stimuli, die die Aktivitdt des Transporters beeinflussen.

GLUTI1-Expression im Immunsystem

Um eine Immunantwort infolge einer Antigenstimulation zu generieren, bendtigen T-
Lymphozyten Energie. So ist Adenosintriphosphat (ATP) aus der Glycolyse zur Proliferation
und fir Effektorfunktionen erforderlich (105). Den limitierenden Schritt dieses
Stoffwechselvorgangs stellt dabei der Zuckertransport in das intrazelluldre Kompartiment dar.
Deshalb wird die Expression von GLUT1, dem Hauptvertreter der GLUT-Familie auf T-
Lymphozyten (106-108), deutlich gesteigert, nachdem die Immunzelle stimuliert wurde
(109,110). Eine Hochregulation der Glykolyse — und damit iibereinstimmend auch eine erhdhte
GLUTI1-Expression — resultieren in einer verbesserten Funktion der Effektorzelle und einer

erhohten IFNy-Sekretion (108). Die GLUT1-Expression nimmt langsam nach einem Peak an
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Tag zwei nach Antigenstimulation wieder ab (111). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen sind
auch stark GLUT1" T-Lymphozyten identifiziert, die terminal ausdifferenziert sind und eine
reduzierte Effektorfunktion zeigen. Diese Zellen neigen zu einer kurzen Uberlebensdauer und
bilden keine Memory-Zellen, wohingegen bei inhibierter Glykolyse vermehrt T Memory-
Zellen entstehen und sich ein antitumoraler Effekt zeigt (112). Diese unterschiedlichen Funde
konnen auf die verschiedenen Zeitpunkte der GLUTI1-Positivitdit nach der Stimulation

zuriickgefiihrt werden (108).

GLUT]1 bei neoplastischen Geschehen

Maligne Tumore besitzen aufgrund des rapiden Wachstums und der Proliferation einen
erhohten Néhrstoffbedarf und Energieumsatz. Um an die erforderlichen Substrate zu gelangen,
werden die Angioneogenese und die vermehrte Expression von spezifischen
Transportmolekiilen induziert. GLUT1 kann hierbei den transmembrandsen Transport von

Zucker fur die Glykolyse katalysieren (113).

Die GLUT1-Expression bei neoplastischen Geschehen wurde in mehreren Studien untersucht.
Hierbei wurde jedoch zumeist auf die Hochregulation des Glukosetransporters in den entarteten
Zellen geachtet. So haben maligne Tumore wie das Pankreaskarzinom, Kolonkarzinom und das
Osophaguskarzinom eine vermehrte Anzahl von GLUT1 auf ihrer Zellmembran exprimiert
(114). Bei nicht-kleinzelligen (NSCC) Bronchialkarzinomen und kolorektalen Karzinomen ist
das erhdhte Vorkommen von GLUT1 mit einer verminderten Uberlebensrate assoziiert (115—
118). Dies wird darauf zuriickgefiihrt, dass aggressive Tumore einen hoheren Bedarf an Energie
haben und somit an Zucker; so ist die GLUT1-Positivitét vor allem bei gering differenzierten
Tumoren zu beobachten (113). Bei CRC korreliert der Anteil der GLUT1"-Zellen an der
Tumormasse mit der Aggressivitit und der Wahrscheinlichkeit, Lymphknotenmetastasen zu

entwickeln (119).
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Zielsetzung der Studie

Aufgrund der Fihigkeit des Immunsystems eine antitumorale Wirkung zu erzielen und der

Moglichkeit, dass die Expression von GLUTI1 durch vermehrte Bereitstellung von

Energiesubstraten auf eine erhohte Aktivitit der Zellen schlieBen ldsst, wurde die These

formuliert, dass GLUT1" Lymphozyten das Uberleben von Patienten mit kolorektalen

Lebermetastasen beeinflussen und dass die GLUTI1-Positivitdt auf die Funktionalitiat der

exprimierenden Zelle einen Effekt ausiibt.

Formulierte Ziele der Studie:

L.

IL.

I1I.

Bestimmung des Einflusses der GLUT1 Expression von Tumorumgebung-
infiltrierenden Immunzellen auf das Uberleben von Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen

Identifizierung und Charakterisierung der GLUTI1® Tumorumgebung-
infiltrierenden Zellpopulationen

Ermittlung des Einflusses von GLUT1 auf die Funktionalitit der

Tumorumgebung-infiltrierenden Immunzellen
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Material und Methoden

Material

Gerite

BD FACS Canto II

Dampfgarer DGS 800

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1

Heraeus Multifuge 1S-R

MACS Multi Stand

MACSmix™ Tube Rotator

Microcentrifuge5415D
Milli-Q® Wasseraufbereitungssystem
Neolab Farbekammer

Pipetus

Research Pipetten; 10, 20, 100, 200, 1000ul
Vortex-Genie 2

Ziahlkammer Neubauer improved
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Becton, Dickinson and Company,

Franklin Lakes, U.S.A.

ROMMELSBACHER Elektrohausgerite
GmbH, Dinkelsbiihl

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena

Kendro Laboratory Products GmbH,
Osterode

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Eppendorf AG, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt
neoLab Migge GmbH, Heidelberg

Hirschmann Laborgerdte GmbH & Co.
KG, Eberstadt

Eppendorf AG, Hamburg
Scienific Industries Inc., Bohemia, U.S.A.

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen



Verbrauchsmaterial

Sml-Rohrchen Flow Cytometry

Cell Culture Cluster; 6 Well, 96 Well
Cellstar Tubes 15ml/50ml
Deckgléser 24x24mm, 24x48mm

Disposable Scalpel Standard 11

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5ml, 2ml

Falcon® Cell Strainer 40pm, 70um

LS Columns

Serologische Pipetten 2-50ml

Sprizen Discardit II 2ml, Sml, 10ml

Universal Fit Pipette Tips 20-1000pul

Chemikalien

2-Mercaptoethanol

ACK Lysing Buffer
A. dest.
Aquatex®

Biocoll Seperating Solution

14

Sarstedt AG & Co, Nurnbrecht

Corning Inc, Corning, U.S.A.

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

FEATHER Safety Razor Co., Ltd., Osaka,

Japan
Eppendorf AG, Hamburg
Corning Inc, Corning, U.S.A.

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Becton Dickinson & Company, Franklin
Lakes, U.S.A.

Corning Inc., Corning, U.S.A.

Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Milli-Q® Wasseraufbereitungssystem
Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom GmbH, Berlin



Biotinylated Goat anti Rabbit IgG

BSA: Rinderserumalbumin

Cell Stimulating Cocktail
DAB Chromogen
DAB Substrate Buffer

Dimethylsulfoxid

Ethanol
FACS Bufter

FACS-Zellmedium:

FCS: Fotales Kélberserum

Fixable Viability Dye eFluor™ 506
Fixation/Permeabilization Concentrate
Fixation/Permeabilization Diluent

Flow Cytometry Fixation Buffer

Flow Cytometry Permeabilization Wash Buffer
Fluoerescence Mounting Medium

HBSS: Hank’s balanced Salt Solution

HIER Citrat Buffer pH 6,0 (10X)

HIER T-EDTA pH 9,0 (10X)

Kiovig
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abcam® plc, Cambridge, Grofibritannien

Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

eBioscience, Inc., San Diego, U.S.A.
Zytomed Systems, Berlin
Zytomed Systems, Berlin

Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

Merck KGaA, Darmstadt
PBS + 3% FCS

500ml RPMI 1640 Medium + 500pul 2-
Mercaptoethanol + 50ml FCS + 5ml P/S

Biochrom GmbH, Berlin

eBioscience, Inc., San Diego, U.S.A.
eBioscience, Inc., San Diego, U.S.A.
eBioscience, Inc., San Diego, U.S.A.
R&D Systems, Inc., Minneapolis, U.S.A.
R&D Systems, Inc., Minneapolis, U.S.A.
Dako Deutschland GmbH, Hambur

Life Technologies GmbH, Darmstadt
Zytomed Systems GmbH, Berlin
Zytomed Systems GmbH, Berlin

Baxter Deutschland GmbH,

UnterschleiBheim



MACS-Buffer (10X):

NucBlue® Fixed Cell Stain Ready Probes reagent

P/S

PBS: Dulbecco’s Phophate Buffered Saline

Percoll: Percoll™

Permeabilization Buffer (10X)
Roti®-Histol

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™
Streptavidin peroxidase ready to use

TBS (10X):

Trypanblau

T-TBS

TRIS-EDTA

TWEEN® 20

VE-H,O
Wasserstoffperoxid 30%

Weigert’s iron hematoxylin solution

XVivo™ 20
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0,37g EDTA +2,5g BSA + 500ml PBS

Life Technologies Corporation, Eugene,

U.S.A.
Life Technologies GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

GE Healthcare Life Science,
Marlborough, U.S.A.

eBioscience, Inc., San Diego, U.S.A.
Carl Roh GmbH + Co. K.G., Karlsruhe
Life Technologies GmbH, Darmstadt
abcam® plc, Cambridge, Grof3britannien

80g NaCl + 24,4g Tris Base + 800ml A.
Dest.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

100ml TBS (10X) + 900ml A. Dest. + 1ml
TWEEN® 20

Zytomed Systems, Berlin

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

Universitétsklinikum Regensburg
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.

Lonza Group AG, Basel, Schweiz



Ziegenserum Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis,
U.S.A.
Antikorper

Antigen Konjugat Verwendung Hersteller Nummer
R&D Systems,

GLUTI1 APC FACS In<_:., . FAB1418A
Minneapolis,
U.S.A.
R&D Systems,

FACS, Catch Inc.,

GLUTI PE Assay, MACS Minneapolis, FABI418P
U.S.A.
Miltenyi Biotec

CD3 Eerscg FACS GmbH, Bergisch 223‘097‘

v Gladbach

Miltenyi Biotec

CD4 PacBlue FACS GmbH, Bergisch 122_094_
Gladbach
Miltenyi Biotec

CD4 PerCP FACS GmbH, Bergisch 522_094_
Gladbach
Miltenyi Biotec

CD8 éi};CWO FACS GmbH, Bergisch .’1'2(1)_096_
Gladbach
Miltenyi Biotec

CD11b éP(;m FACS Gmbl, Bergisch | 430

0 Gladbach

Miltenyi Biotec

CDllc PacBlue FACS GmbH, Bergisch ;§2-099_
Gladbach
eBioscience,

CD14 PacBlue FACS Inc., San Diego, |48-0149-41
U.S.A.

17



Antigen Konjugat Verwendung Hersteller Nummer
APC eBioscience,
CDl16 . FACS Inc., San Diego, [47-0168-41
Vio770
U.S.A.
Miltenyi Biotec
CD19 éif;cwo FACS GmbH, Bergisch (1);;)-098-
Gladbach
Miltenyi BloFec 130-098-
CD19 PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch 071
Gladbach
Becton,
Dickinson and
CD24 PacBlue FACS Company, 562789
Franklin Lakes,
U.S.A
APC eBioscience,
CD25 . FACS Inc., San Diego, [47-0259-41
Vio770
US.A.
Miltenyi Blo‘Fec 130-104-
CD27 FITC FACS GmbH, Bergisch 291
Gladbach
Miltenyi Biotec
CD28 APC FACS GmbH, Bergisch B(l)-()%_
Gladbach
Becton,
Dickinson and
CD38 APC FACS Company, 560980
Franklin Lakes,
U.S.A
‘ Miltenyi Blo‘Fec 130-096-
CD45 VioGreen FACS GmbH, Bergisch 906
Gladbach
Miltenyi Biotec 130-098-
CD45RA PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch 189
Gladbach
Miltenyi Biotec
CD4sRA | (T FACS GmbH, Bergisch | ;o0
Yo Gladbach
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Antigen Konjugat Verwendung Hersteller Nummer
Miltenyi Biotec 130-099
CD45RO APC FACS GmbH, Bergisch | 1 5' i
Gladbach
Beckman
CD56 APC FACS Coulter, Brea, IM2474
U.S.A.
Miltenyi Biotec 130-104-
CD57 PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch 273
Gladbach
Miltenyi Biotec 130-091 -
CD62L FITC FACS GmbH, Bergisch 757
Gladbach
Miltenyi Biotec
CD64 FITC FACS GmbH, Bergisch (1)28'097'
Gladbach
Miltenyi Biotec 130-095-
CD107A PacBlue FACS GmbH, Bergisch 570
Gladbach
Miltenyi Blo'Fec 130-098-
CD123 FITC FACS GmbH, Bergisch 336
Gladbach
Miltenyi Blo‘Fec 130-099-
CD127 PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch 761
Gladbach
Becton,
Dickinson and
IgM EerSC g FACS Company, 561285
¥y Franklin Lakes,
U.S.A
Becton,
Dickinson and
IgD PE Cy7 FACS Company, 561314
Franklin Lakes,
U.S.A
Miltenyi Biotec 130-098
HLADR FITC FACS GmbH, Bergisch | > 6' i
Gladbach
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Antigen Konjugat Verwendung Hersteller Nummer
PerCP eBioscience,
HLADR Cv5.5 FACS Inc., San Diego, |46-9952-41
v US.A.
Miltenyi Blo‘Fec 130-098-
TCR ab FITC FACS GmbH, Bergisch 690
Gladbach
Miltenyi Biotec
TCR yo APC FACS GmbH, Bergisch ;32_099-
Gladbach
Miltenyi Biotec 130-106-
BDCA2 PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch 390
Gladbach
Lineage: CD3, eBioscience,
CD14,CD19, |APC FACS Inc., San Diego, |22-7776-72
CD20, CD56 U.S.A.
Miltenyi Biotec
IFNy PE Cy7 FACS GmbH, Bergisch ;2(2)_096_
Gladbach
Miltenyi Biotec 130-101-
Ganzyme B APC FACS GmbH, Bergisch 349
Gladbach
Miltenyi Biotec
Perforin APC FACS GmbH, Bergisch 228_096_
Gladbach
R&D Systems,
IL-33 APC FACS e, IC3625A
Minneapolis,
U.S.A.
Miltenyi Biotec
FasL APC FACS GmbH, Bergisch ;23_099-
Gladbach
Miltenyi Biotec
Foxp3 APC FACS GmbH, Bergisch };?-098_
Gladbach
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Antigen Konjugat Verwendung Hersteller Nummer
abcam® plc,
GLUT1 Immunhistologie | Cambridge, ab115730
GrofBbritannien
abcam® plc,
CD8 Immunbhistologie | Cambridge, ab17147
GrofBbritannien
abcam® plc,
K167 Immunbhistologie | Cambridge, ab16667
GrofBbritannien
G ly3 |t Dopetng | Do Gt | 11116
Goat anti . Dianova GmbH, |115-225-
mouse Cy2 IH Doppelfarbung Hamburg 146
APC Catch Assay GmbH, Bergisch
Assay - Gladbach 267
Detection Kit
Becton,
Dickinson and
CD3 APC H7 Catch Assay Company, 560176
Franklin Lakes,
U.S.A
Becton,
PerCP Dickinson and
CD4 Cv5.5 Catch Assay Company, 560650
¥y Franklin Lakes,
U.S.A
Becton,
Dickinson and
CD8 v450 Catch Assay Company, 560347
Franklin Lakes,
U.S.A
CD8" T Cell Miltenyi Biotec 130-096.
Isolation Kit, MACS GmbH, Bergisch 495
human Gladbach
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Anti-PE
Microbeads

MACS

Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch
Gladbach

130-048-
801

Tabelle 1: verwendete Antikbrper

Software

Citavi v5 und v6

FlowJoV 10.0
GraphPad Prism 7
IBM SPSS Statistics v24, v29

Image J v1.50

Microsoft Office 2007
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Swiss Academic Software GmbH,

Widenswil, Schweiz

TreeStar Inc., Ashland, U.S.A.
GraphPad Software, La Jolla, U.S.A.
IBM Corp., Armonk, U.S.A.

National Institutes of Health, Bethesda,
U.S.A.

Microsoft Corp., Redmond, U.S.A.



Methoden

Humane Gewebeproben und Datensammlung

Um anhand der histologischen Untersuchungen eine relevante Aussage treffen zu konnen,
wurde auf einen Patientenpool des Universititsklinikums Regensburg (UKR) mit der Diagnose
kolorektale Lebermetastasen zuriickgegriffen. Die mit kurativer Intention durchgefiihrten
Metastasenresektionen fanden zwischen Januar 2004 und Februar 2011 am UKR statt, die
Diagnose wurde postoperativ durch die Pathologie des UKR gesichert. Es wurden auf GLUT1
immunhistochemisch (IHC) gefédrbte Praparate ausgewertet und auf Materialblocke derselben
Patienten fiir weitere IHC Farbungen zuriickgegriffen. So konnten 194 Patienten in die Studie
eingeschlossen werden. Uberlebensdaten standen durch die klinikinterne Patientendatenbank

ergdnzt durch Daten aus dem Tumorzentrum Ostbayern zur Verfiigung.

Fir die Experimente mit frischen Gewebeproben wurde Operationsmaterial von
Metastasenresektionen — sowohl atypischer als auch Leberteil- und Majorresektionen —
gewonnen. Die Patienten willigten hierzu schriftlich ein, nachdem sie mindestens 24 Stunden
vor Operationsbeginn durch einen Viszeralchirurgen des UKR aufgeklirt worden waren. Dies
wurde von der Ethikkommission der Universitit Regensburg genehmigt (12-101-0009).
Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Resektate in das pathologische Institut gebracht.
Hier wurden Proben aus Tumor (Tu), gesundem Lebergewebe (Sd) und direkt an den Tumor
angrenzendem Lebergewebe (Im) durch einen Pathologen geschnitten. Diese Gewebestiicke
wurden auf Eis in das chirurgische Labor transportiert und direkt im Anschluss separat
bearbeitet. So konnte Material von 25 Metastasenresektionen gewonnen werden. Auf die
Aufarbeitung und den genauen Experimentenablauf wird im Abschnitt der Methodik

eingegangen.

Lymphozytengewinnung

Die frische Gewebeprobe des OP-Resektats wurde mit Hilfe eines Spritzenstempels einer 5 ml-
Spritze durch einen Cell Strainer mit einer Porengrofle von 70 pm in einen 50 ml Falcon
gedriickt. Intermittierend wurde mit 10 ml HBSS gespiilt. Die Suspension wurde dann bei 4 °C
fiinfminiitig bei 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Die Erythrozyten

wurden mittels 1 ml ACK Lysing Buffer lysiert. Der Lysevorgang wurde nach 1,5 Minuten mit
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9 ml HBSS gestoppt und die Suspension wie zuvor zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet in 10 ml HBSS iiberfithrt und durch einen Falconfilter mit einer
Porengrofle von 40 um pipettiert. Nach erneutem Zentrifugieren fiir fiinf Minuten bei 4 °C und
1500 rpm und Abschiitten des Uberstandes wurde das Pellet in 10 ml 40%-igen Percoll
bestehend aus Percoll und Dulbecco’s Phophate Buffered Saline (PBS) resuspendiert und
langsam auf 5 ml 100%-igen Percoll in einen 15 ml Falcon pipettiert, so dass es zu keiner
Phasenvermischung kam. Nach zwanzigminiitigem Zentrifugieren bei Raumtemperatur und

2400 rpm ohne Bremse konnten die Lymphozyten aus der Interphase abpipettiert werden.

Féarbung fiir das Fluorescence-Activated Cell Scanning

Extrazelluldre Farbung fiir das Fluorescence-Activated Cell Scanning

Da die Lymphozytenzahl in vorangegangenen Experimenten die Werte von 107 nicht {ibertraf,
wurde auf das Ermitteln der Zellzahl vor der Firbung verzichtet. Die Angaben zur
Durchfiihrung der Farbung fiir das Fluorescence-Activated Cell Scanning (FACS-Féarbung)
gelten fiir eine Zellzahl bis 107,

Die gewonnenen Lymphozyten wurden gemiB3 der Anzahl der Férbepanels auf FACS-
Rohrchen aufgeteilt. Die Losungen wurden bei 4 °C und 1500 rpm fiir fiinf Minuten
zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Die Zellen wurden mit 1 ml MACS Puffer
gewaschen und erneut zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Hierauf folgte die
extrazelluldre Farbung der Zellen, indem ein Mastermix aus den zu verwendenden Antikdrpern
hergestellt wurde und dann dieser auf den Boden der FACS-Ro6hrchen pipettiert wurde. Die
Lymphozyten wurden mit den Antikdrpern 20 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte ein
erneuter Waschgang wie zuvor mit anschlieBendem Zentrifugieren und Wegkippen des
Uberstands. Die Fixation wurde durch Zugabe von 1 ml Flow Cytometry Fixation Buffer und
einer Inkubation von zehn Minuten bei Raumtemperatur erreicht. Hiernach wurde ein weiterer
Waschgang mit MACS Puffer jedoch mit 0,5 ml pro Tube mit darauffolgendem Zentrifugieren
und AbgieBen des Uberstands durchgefiihrt. Der Riickstand konnte dann innerhalb von sieben

Tagen am FACS Canto II analysiert werden.
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Intrazelluldre FACS-Féarbung

Bei Panels mit intrazelluldren Farbungen wurden eingefrorene Zellen verwendet. Diese wurden
bei 37 °C in einem Wasserbad aufgetaut und dann stimuliert. Hierzu wurden in ein Well einer
6-Well-Platte 6 ml Primérzellmedium und 12 pl Cell Stimulating Cocktail zusammen mit den
Zellen gegeben. Die Inkubationszeit belief sich auf drei bis vier Stunden bei 37 °C. Die Zellen
konnten mittels Spatel vorsichtig vom Boden geldst und in FACS-Tubes iiberfiihrt werden.
Diese wurden zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C) und anschlieBend der Uberstand verworfen.
Nach einem Waschgang mit MACS Puffer erfolgte die extrazelluldre Farbung wie oben
beschrieben. Die Zellen wurden wie bei der extrazelluldren Farbung fixiert — ausgenommen der
Panels mit Foxp3-Farbung, bei denen das Fixieren mit 1 ml eines Gemischs aus % Fixation/
Permeabilization Diluent und % Fixation/ Permeabilizatioin Concentrate durchgefiihrt wurde.
Nach dem Fixieren, dem anschlieBenden Zentrifugieren (1500 rpm, 5 min, 4 °C) und dem
Wegkippen des Uberstands wurden die Zellen mit 1,5 ml Flow Cytometry Permeabilization
Wash Buffer bzw. mit einer Losung aus 1/10 Permeabilization Buffer (10X) + 9/10 A. dest. bei
Féarbungen mit Foxp3-Antikorpern gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifugieren und
AbgieBen des Uberstands erfolgte die intrazellulire Fiarbung mit den jeweiligen Antikdrpern,
die auf den Boden des FACS-Rohrchens pipettiert wurden. Die Inkubationszeit bei 4 °C betrug
20 Minuten. Hiernach erfolgte wie bei der extrazelluliren FACS-Farbung ein letzter
Waschgang. Der Riickstand, der nach dem Pelletieren (1500 rpm, 5 min, 4 °C) und Verwerfen
des Uberstands iibrigblieb, konnte innerhalb von sieben Tagen am FACS Canto II analysiert

werden.
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Catch-Assay

Die Lymphozyten wurden hierfiir mittels Biocoll anstatt Percoll isoliert, weswegen auch kein
ACK Lysing Buffer eingesetzt wurde. Ansonsten wurde die Zellisolation nach dem Protokoll

wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Die isolierten Lymphozyten wurden auf zwei 15 ml-Falcons aufgeteilt, Falcon 1 fiir das Catch
Assay, Falcon 2 fiir die FMO TNFo/ Isotypenkontrolle. In die 15 ml-R6hrchen wurde jeweils
1 ml X-Vivo Medium zugegeben. AnschlieBend wurde die Suspension fiir fiinf Minuten bei
1500 rpm und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden mit jeweils
100 pl pro Falcon einer Losung aus 1200 ul MACS Puffer und 20 pl Kiovig blockiert. Nach
einer Inkubationszeit von zehn Minuten bei Raumtemperatur wurde 1 ml MACS Puffer
zugegeben, bevor ein weiterer Zentrifugenzyklus durchgefiihrt und der Uberstand wieder
weggekippt wurde. Die FMO TNFo/ Isotypenkontrolle wurde in 100 pl MACS Puffer
resuspendiert und auf 4 °C gekiihlt zur Seite gestellt. Die Zellen fiir das Catch Assay wurden
mit 90 ul/ 10° Zellen X-Vivo Medium, das auf 4 °C gekiihlt war, und 10 ul/ 10° Zellen TNFo,
Catch Reagent versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir fiinf Minuten auf Eis. Hiernach wurden 900
pl/ 108 Zellen X-Vivo Medium, das auf 37 °C erwirmt worden war, zugegeben und die
Suspenson flir 45 Minuten bei 37 °C mit Rotation inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung
mit 1 ml MACS Puffer versetzt und zentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C). Nach Abschiitten
des Uberstandes wurden zu den Lymphozyten 90 ul/ 10° Zellen MACS Puffer und 10 pl/ 10°
Zellen TNFa Detection Antikorper pipettiert und die Suspension fiir 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Es wurde erneut abzentrifugiert (1500 rpm, 5 min, 4 °C) und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in 100 ul MACS Puffer in ein Well einer 96-Well-Platte
iiberfiihrt. In ein zweites Well wurde die FMO TNFo/ Isotypenkontrolle pipettiert. Ein erneuter
Zentrifugenzyklus (400 g, 5 min) als auch das Verwerfen des Uberstandes wurden
durchgefiihrt. Es wurden 500 pl der 1:1000 in PBS verdiinnten Fixable Viability Dye
zugegeben. Nach fiinfzehnminiitiger Inkubation bei 4 °C erfolgten zwei Waschgénge mit 1 ml
MACS Puffer, wobei der Uberstand jeweils nach dem Zentrifugieren (400 g, 5 min) verworfen
wurde. Nun erfolgte die Zellfarbung mittels Mastermix bestehend aus 300 ul FACS Puffer und
jeweils 12 pl der Antikdrper Anti-CD4 PerCP Cy 5.5, Anti-CD8 V450 und Anti-CD3 APC H7,
von dem 100 pl pro Well zugegeben wurde. Zusétzlich wurde die Probe 1 fiir das Catch Assay
mit 10 pul Anti-GLUT1 PE-Antikorper und die Probe 2 fiir die FMO TNFo/ Isotypenkontrolle
mit 10 pl Isotypen-Kontrolle IgG versetzt. Nach fiinfzehnminiitiger Inkubation auf Eis wurden

in beide Wells 100 pl MACS Puffer zugegeben, die Suspensionen abzentrifugiert, der
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Uberstand weggekippt und die Pellets in MACS Puffer aufgenommen und in FACS Réhrchen
tiberfiihrt. Die Analyse mittels FACS Canto II erfolgte direkt im Anschluss.

Bestimmung der Zellzahl

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 10 pl der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt,
sodass der Verdiinnungsfaktor 2 entsprach. 10 pl dieser Losung wurden auf eine Neubauer-

Zahlkammer aufgetragen und die Zellen der vier Eckquadrate ausgezéhlt.
Die Zellzahl wurde anhand folgender Formel bestimmt:

gezahlte Zellen
4

X Verdinnungsfaktor x 10* = Zellzahl/ ml

Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbung

Die Entparaftinierung der Gewebeschnitte erfolgte durch das zweimalige zehnminiitige Bad in
Roti®-Histol. Daraufthin wurden Béder in einer absteigenden Alkoholreihe durchgefiihrt mit
jeweils zwei fiinfminiitigen Badern in 99%-igen Ethanol (EtOH) sowie in 96%-igen Ethanol
und jeweils einem Bad fiir die gleiche Dauer in 90%-igen und in 70%-igen EtOH. Die Schnitte
wurden mit vollentionisiertem Wasser (VE-H;0) fiir fiinf Minuten gewaschen. Die
Antigendemaskierung wurde mittels HIER Citrat 1X, welches zehn Minuten im Garer ohne
Objekttrager, danach 20 Minuten mit Objekttrager gekocht wurde, erreicht. Nach
dreiBBigminiitigem Abkiihlen wurden die Schnitte erst mit Aqua destillata (A. dest.) fiir fiinf
Minuten gewaschen. AnschlieBend wurde die endogene Peroxidase durch 0,3%-iges
Wasserstoffperoxid mit A. dest. als Verdiinnungslosung fiir zehn Minuten blockiert. Darauf
folgten Waschgédnge mit A. dest. und PBS fiir jeweils fiinf Minuten. Die folgenden Schritte
wurden in einer Feuchtkammer vollzogen. Zur Blockierung wurde fiinfprozentiges Goatserum
mit PBS als Verdiinnungslosung auf die Gewebeflidchen pipettiert und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Hiernach wurde die Blockierung abgeklopft und der
Primérantikdrper gegen KI67 in einer Verdinnung von 1:100 aufgetragen, wobei
einprozentiges Goatserum als Verdiinnungslosung diente. Die Gewebeschnitte wurden iiber

Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgte ein dreimaliges Waschen fiir je fiinf Minuten in PBS.
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Hiernach wurde der Sekunddrantikdrper Biotinylated Goat anti Rabbit IgG in einer
Feuchtkammer aufpipettiert und die Schnitte fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Erneute, dreimalige Waschginge fiir je fiinf Minuten mit PBS wurden durchgefiihrt und
anschliefend der Tertidrantikdrper Streptavidin peroxidase aufgetragen. Die Inkubation und das
darauffolgende Waschen erfolgten analog zum Sekundérantikrper. Zur eigentlichen Fiarbung
wurde eine Losung aus 50 ul DAB Chromogen und 1 ml DAB Substrate Buffer hergestellt, von
der jeweils 150 pl auf einen Objekttrager pipettiert wurden. Je nach Farbungsintensitdt wurde
die Reaktion mit Leitungswasser nach spitestens sieben Minuten gestoppt. Hierauf folgte das
Gegenfarben mit Hdmalaun fiir zehn Sekunden, das Abspiilen mit VE-H,O und das
zehnminiitige Bad in Leitungswasser. Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit Aquatex

und Deckglisern eingedeckelt.

Doppelimmunfluoreszenzfarbung CD8/ GLUT1

Die Entparaffinierung, die absteigende Alkoholreihe und das Waschen mit VE-H>O wurden wie
bei der immunhistochemischen Farbung durchgefiihrt. Die Antigendemaskierung erfolgte
mittels TRIS-EDTA, welches 30 Minuten im Garer ohne Objekttriger, danach 20 Minuten mit
Objekttrager gekocht wurde. Nach dreiBigminiitigem Auskiihlen wurden die Schnitte mit A.
dest. und danach mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan Hydrochlorid, das mit TWEEN®
versetzt wurde, (T-TBS) fiir fiinf Minuten gewaschen. Die Gewebeflichen wurden auf den
Objekttragern mit einem ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen umrandet. Die folgenden Schritte
wurden in einer Feuchtkammer vollzogen. Zur Blockierung wurde fiinfprozentiges Goatserum
auf die Gewebefldchen pipettiert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hiernach
wurde die Blockierung abgeklopft und der Primérantikérper gegen GLUTI1 in einer
Verdiinnung von 1:750 aufgetragen, wobei einprozentiges Goatserum als Verdiinnungslosung
diente. Die Gewebeschnitte wurden {iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es erfolgte ein dreimaliges
Waschen mit T-TBS fiir jeweils fiinf Minuten. Alle folgenden Schritte wurden soweit moglich
im Dunkeln durchgefiihrt. Der Sekundirantikérper Goat-anti-rabbit Cy3 wurde in einer
Verdiinnung von 1:200 auf das Gewebe in einer Feuchtkammer aufgetragen und die Schnitte
daraufhin fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden erneut drei
Waschginge mit T-TBS fiir jeweils fiinf Minuten durchgefiihrt. Hiernach folgte das Applizieren
des zweiten Primérantikdrpers gegen CDS8 in einer Verdiinnung von 1:50 wiederum in einer
Feuchtkammer. Die Inkubationsdauer war erneut {iber Nacht und bei 4 °C. Nach dreimaligem
Waschen in T-TBS fiir jeweils fiinf Minuten wurde der Sekundérantikérper Goat-anti-mouse
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Cy2 aufgetragen und die Gewebeschnitte bei Raumtemperatur eine Stunde lang inkubiert.
Wiederum folgten drei Waschgénge fiir jeweils fiinf Minuten in T-TBS. Mit DAPI (2Trpf/ 1ml
PBS) wurden die Zellkerne gefarbt. Dafiir wurde das verdiinnte DAPI auf die Schnitte pipettiert
und fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde ein Waschgang fiir fiinf
Minuten in VE-H>O vollzogen. Die Gewebeschnitte wurden mit Dako Fluorescent Mounting
Medium und Deckgldsern eingedeckelt und fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4 °C im Dunkeln. Bilder wurden am
Fluoreszenzmikroskop in einer 40-fachen VergroBBerung mit entsprechenden Fluoreszenzfiltern

angefertigt. Die Zellkerne fluoreszierten blau, CD8 griin und GLUT1 orange.
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Ergebnisse

Patientenkollektivdaten

In die Studie konnten im Zeitraum von Januar 2004 bis Februar 2011 194 Patienten — davon 81
(41,8%) Frauen und 113 (58,2%) Méinner — eingeschlossen werden. Das mittlere Alter zum
Operationszeitpunkt betrug 60 = 11 Jahre. Bei elf (5,7%) Studienteilnehmern wurden mehr als
eine Metastasenresektion durchgefiihrt. Der Primarius war in 117 (60,3%) Féllen ein
Kolonkarzinom, in 77 (39,7%) ein Rektumkarzinom. 86 (44,3%) Mal wurden synchrone
Lebermetastasen festgestellt, 108 (55,7%) Mal metachrone. Die Leberabsiedlungen waren bei
76 (39,2%) Patienten singuldr und bei 118 (60,8%) Patienten multipel. Ein Rezidiv zeigte sich
in 53 Fillen (27,3%). 81 (41,8%) Patienten erhielten eine Chemotherapie. Das mediane

Uberleben belief sich postoperativ auf 48 + 6 Monate.

GLUT]1 Postitivitat als Einflussfaktor auf das Patiententiberleben

Von allen 194 Patienten aus der Datenbank wurden Schnitte auf GLUT1 gefarbt. Es zeigten
sich unterschiedliche Expressionsintensititen fiir den Tumor (Tu), den Infiltrationsrand (Im)

und das Lebergewebe (Sd).

Abbildung 1: Darstellung der Resektatabschnitte Tumor (Tu), Infiltrationsrand (Im) und Lebergewebe (Sd)

Die Expressionsintensitit der drei verschiedenen Gebiete wurde semiquantitativ den
Kategorien ,,high* und ,,low* zugeordnet. Im Tumor wurde in 49,5% der Félle GLUT1 stark

und in 50,5% der Fille schwach exprimiert, im Infiltrationsrand lag der Anteil der hohen
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Expressionsintensitit bei 60,8% und die niedrige bei 39,1% und im Lebergewebe lag die

Verteilung hoch zu niedrig bei 51,1% zu 48,9%.

Glut1 Tu Glut1 Im Glut1 Sd

Abbildung 2: Immunhistochemische Farbung der GLUT1 positiven Zellen (20x VergréBerung); oben: GLUTT low,
unten: GLUT1 high

Wird das Patienteniiberleben in Abhidngigkeit der GLUTI1-Positivitdt der verschiedenen
Gewebelokalisationen betrachtet, so ergibt sich ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir die
Gruppen des GLUTI™ Tumorgewebes (GLUTI Tu low) gegeniiber der des GLUTI1"
Tumorgewebes (p = 0.0335) und des stark GLUT1" Infiltrationsrands (GLUT1 Im high)
gegeniiber der des GLUT 1" Infiltrationsrands (p = 0.0105).

In den Subgruppenpopulationen, die eine adjuvante Chemotherapie respektive keine
Chemotherapie durchliefen, wirkte sich die tumorale GLUT1-Expression nur bei Patienten
ohne adjuvante Behandlung signifikant auf das Uberleben aus. In der Patientengruppe, der
keine Chemotherapie zuteil wurde, wies die Population mit geringer GLUT1-Expression im
Tumorgewebe ein lingeres mittleres Uberleben auf als die Population mit hoher tumoraler

GLUTI1-Expression (p = 0.0234). In der Patientengruppe, die eine adjuvante Chemotherapie
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durchliefen, konnte kein Uberlebensunterschied in Abhingigkeit der GLUT1-Expression der

Lebermetastasen festgestellt werden.

Im Infiltrationsrand stellte eine starke GLUT1-Expression bei singuldren Metastasen einen
Uberlebensvorteil dar (p = 0.0007). Hierbei verlingerte sich das mittlere Uberleben der
GLUT1" Gruppe gegeniiber der GLUT1™ Gruppe um 34 & 1 Monate. Bei multiplen Metastasen

konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 3: Kaplan-Meier-Kurven und mittleres Uberleben in Monaten in Abhéngigkeit der Expressionsintensitét
von GLUT1 im Tumorgewebe (oben), Infiltrationsrand (Mitte) und Lebergewebe (unten). Die rote Kurve stellt das
mittlere Uberleben der Patienten mit niedriger GLUT1 Expressionsintensitét, die blaue Kurve jenes der Patienten
mit hoher GLUT1 Expressionsintensitét dar.
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Abbildung 4: Kaplan-Meier-Kurve und Mittleres Uberleben in der Subgruppe der Patienten ohne Chemotherapie in
Abhéngigkeit der GLUT1-Expression im Tumorgewebe
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Abbildung 5: Kaplan-Meier-Kurve und Mittleres Uberleben in der Subgruppe der Patienten mit adjuvanter
Chemotherapie in Abh&ngigkeit der GLUT1-Expression im Tumorgewebe
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurve und Mittleres Uberleben in der Subgruppe der Patienten mit singuléren

Metastasen in Abhéngigkeit der GLUT1-Expression im Infiltrationsrand
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve und Mittleres Uberleben in der Subgruppe der Patienten mit multiplen
Metastasen in Abhéngigkeit der GLUT1-Expression im Infiltrationsrand

K167 und GLUT1-Expression

Von 93 Patienten aus dem Patientenkollektiv wurden immunhistologische Farbungen auf K167
als Proliferationsmarker angefertigt. Hiervon waren 38 (40,9%) Patienten weiblich, 55 (59,1%)
ménnlich. Das mittlere Alter betrug 60 Jahre zum Operationszeitpunkt. Die Neoplasie stammte
urspriinglich 55 (59,1%) Mal aus dem Kolon, 38 (40,9%) Mal aus dem Rektum. Bei 44 (47,3%)

Patienten wurden synchrone, bei 49 (52,7%) metachrone Metastasen gefunden. Die Leberfiliae
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waren in 34 (36,6%) Fillen singuldr und in 59 (63,4%) Fillen multipel. Ein Rezidiv wurde 24
(25,8%) Mal festgestellt. 39 (41,9%) Patienten wurde eine adjuvante Therapie mittels
Chemotherapie zuteil. Somit waren die aufgrund der aufgefiihrten Merkmale definierten

Subpopulationen in der KI67-Gruppe vergleichbar vertreten wie in dem GLUT1-Kollektiv.

Die KI67" Zellen wurden bei zwanzigfacher VergroBerung ausgezihlt. Dies wurde gesondert
fiir den Tumor und das Stroma durchgefiihrt. Die Proben wurden dann semiquantitativ in KI67
high bzw. in KI67 low klassifiziert. Diese Kennzeichen wurden mit der GLUT1 Positivitét
abgeglichen und es ergab sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der K167- und
der GLUTI1-Positivitdt im Tumor (p = 0.003). Im Infiltrationsrand (Im; p = 0,886) und im
peripheren Lebergewebe (Sd; p = 0,131) konnte kein statistischer Zusammenhang

nachgewiesen werden

Gl Tu low Gt I low 130 m Glutl Sd low
101 P=0.003 am Glutt Tu high 307 P=0.886 . Glut! Im high P=0.131 mm Glutl Sd high
*
304
20 20 4
= 20+ = =
10 10
104
0 0 0-
Ki6T Tu low Ki6T Tu high Ki6T Tu low Kié T Tu high Ki6T Tu low Kié T Tu high

Abbildung 8: Anzahl der Patienten mit KI67 low (KI67* Zellen pro Gesichtsfeld bei 20x Vergré3erung unterhalb des
Medians) respektive KI67 high (KI67* Zellen pro Gesichtsfeld bei 20x VergréRerung oberhalb des Medians), die
eine hohe GLUT1 Expressivitadt (blau: GLUT1 high) bzw eine niedrige GLUT1 Expressivitét (rot: GLUT1 low)
aufweisen. Links: Tumorgewebe, Mitte: Ubergangsgewebe, Rechts: Lebergewebe
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GLUT1" Zellen im Ubergangsgewebe entsprechen eingewanderten
Lymphozyten

Fluoreszierende Doppelfarbung

Es wurde beispielhaft ein Schnitt auf CD8 und GLUT]1 gefédrbt, um zu zeigen, dass die GLUT1"

Zellen im Ubergangs- und Lebergewebe Lymphozyten sind.

Abbildung 9: Immunfluoreszierende immunhistochemische Doppelfarbung; CD8 (griin, links), GLUT1 (rot, Mitte),
CD8/ GLUTT1 (rechts)

38



FACS Analyse FACSI

Es wurden 19 frische Gewebeproben von Metastasenresektionen gesammelt. Mittels FACS-
Firbung und -Analyse konnte gezeigt werden, dass Lymphozyten im Ubergangsgewebe
GLUTI exprimieren. 27,8% + 9,6% der eingewanderten Leukozyten entsprachen CD4" T-
Zellen, die zu 16,6% + 11,4% GLUT1" waren. Unter den CD45" Zellen konnten 47,6% + 8,9%
CD8'-Lymphozyten identifiziert werden, deren GLUT1" Subpopulation 27,0% + 18,0%

ausmachte.

cD4

GLUT1

cD4
cD8

cD8 GLUT1

Abbildung 10: Differenzierung der eingewanderten Leukozyten in CD4* und CD8* Lymphozyten bzw GLUT1* und
GLUT1- CD4* bzw CD8* Lymphozyten (FACS 2)
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Immunzelldifferenzierung

Um die GLUT1" Immunzellen zu differenzieren, wurden fiinf Proben mit Leukozyten des
Uberganggewebes der resezierten kolorektalen Lebermetastasen fiir FACS Analysen gefirbt
(Facs2, Tabelle 2). Die Auswertung erfolgte geméll den unten aufgefiihrten Schemata (Abb.
10-15). Fiir die Errechnung der Leukozyten und der T-Zellen sowie fiir die Betrachtung der
GLUT1-Expression dieser Zellpopulationen wurden die Panels 1, 2, 4, 5 und 6 der einzelnen
Proben gepoolt, fiir die CD4" und CD8" Zellen und deren GLUT1-Positivitit die Panels 2, 4
und 5. 92,3% (c = 8,6%) der einzelnen Zellen wurden als Leukozyten (CD45") identifiziert,
wovon 37,4% (c = 9,2%) der Zellen GLUT1" waren. Die Leukozyten lieBen sich in
Granulozyten (Mittelwert: 31,0%, 6 = 6,7%), Monozyten (Mittelwert: 0,9%, ¢ = 0,8%) und
Lymphozyten (Mittelwert: 67,2%, ¢ = 7,8%) unterscheiden. Granulozyten waren hierbei zu
68,0% = 17,0% und Monozyten zu 81,5% =+ 14,8% GLUTI1". Die Lymphozyten wurden indes
in T-Zellen (Mittelwert: 80,6%, ¢ = 10,1%) und Natiirliche Killer-Zellen (Mittelwert: 17,4%,
o = 10,2%) differenziert. T-Zellen exprimierten in 43,3% + 7,9% (ungepoolt) der Fille, NK-
Zellen in 6,5% =+ 6,1% der Fille GLUT1. B-Lymphozyten kamen zu 7,3% % 3,5% vor (Abb.
16 und Abb. 17).

Die T-Lymphozyten wurden weiterhin unterschieden in CD4" (Mittelwert: 32,4%, 6 = 12,9%)
und CD8" (Mittelwert: 59,9%, 6 = 9,7%) Zellen, auf denen zu 8,9% =+ 3,7% respektive 19,6%

+ 5,3% GLUT]1 nachgewiesen werden konnte.

Die T-Helferzellen wurden in CD45RO" und CD45RA" Zellen unterteilt (Mittelwert: 88,6%, ¢
= 3,3%; GLUTI1-Expression: Mittelwert: 4,5%, o = 3,6% bzw. Mittelwert: 4,8%, ¢ = 2,6%;
GLUTI1-Expression: Mittelwert: 23,2%, ¢ = 9,3%). Diese Zellpopulationen wurden in Naive
und TEMRA T-Zellen (Mittelwert: 4,4%, ¢ =2,4%; GLUT1-Expression: Mittelwert: 19,9%, ¢
=10,6%) und Gedéchtniszellen (Mittelwert: 7,0%, o = 4,2%; GLUT1-Expression: Mittelwert:
14,2%, 6 = 6,4%) sowie CD4" Zellen in Central Memory-Zellen (Mittelwert: 2,8%, ¢ = 2,4%),
Effector Memory-Zellen (Mittelwert: 89,1%, ¢ = 2,3%; GLUT1-Expression: Mittelwert: 5,3%,
6 = 3,4%), Naive CD4" Zellen (Mittelwert: 0,4%, ¢ = 0,2%), TEMRA-Zellen (Mittelwert:
7,7%, o =3,5%; GLUT1-Expression: Mittelwert: 31,9%, ¢ = 6,9%) und regulatorische T-Zellen
(Mittelwert: 7,6%, ¢ = 3,4%; GLUT1-Expression: Mittelwert: 27,9%, ¢ = 9,8%) differenziert
(Abb. 20-23).
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Auch die Zytotoxischen T-Zellen wurden in CD45RO" (Mittelwert: 53,3%, ¢ = 15,3%;
GLUTI1-Expression: Mittelwert: 7,3%, ¢ = 4,7%) und CD45RA" (Mittelwert: 33,3%, ¢ =
12,0%; GLUTI1-Expression: Mittelwert: 40,0%, ¢ = 8,6%) unterteilt. Diese Zellpopulationen
wurden in Naive und TEMRA T-Zellen (Mittelwert: 31,4%, ¢ = 11,7%; GLUT1-Expression:
Mittelwert: 38,7%, ¢ = 9,6%), und Gedéchtniszellen (Mittelwert: 5,6%, ¢ = 3,2%; GLUTI-
Expression: Mittelwert: 23,6%, ¢ = 12,8%), sowie die CD8" T-Zellen in Central Memory-
Zellen (Mittelwert: 0,5%, ¢ = 0,5%), Effector Memory-Zellen (Mittelwert: 61,6%, ¢ = 8,9%;
GLUTI1-Expression: Mittelwert: 11,5%, 6 = 7,5%), Naive CD8" Zellen (Mittelwert: 1,1%, ¢ =
0,6%) und TEMRA-Zellen (Mittelwert: 36,8%, ¢ = 9,1%; GLUT1-Expression: Mittelwert:
40,4%, o = 5,0%) unterschieden (Abb. 18, 19).

Es wurden sowohl die TCRof" Zellen (Mittelwert: 93,9%, ¢ = 3,2%; GLUTI1-Expression:
Mittelwert: 15,7%, 6 = 9,0%) — unterteilt in CD4" (Mittelwert: 33,3%, ¢ = 10,6%; GLUTI-
Expression: Mittelwert: 9,8%, ¢ = 5,2%) und CD8" (Mittelwert: 59,6%, ¢ = 11,2%; GLUT1-
Expression: Mittelwert: 17,0%, ¢ = 9,7%) —, als auch die TCRy8" Zellen (Mittelwert: 6,0%, ¢
= 3,2%; GLUTI1-Expression: Mittelwert: 12,1%, ¢ = 7,7%) aus der Gruppe der CD3" Zellen
identifiziert (Abb. 22, 23).
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Abbildung 11: FACS2 Panel 1: CD45*, Granulozyten (CD45"), l

Monozyten (CD45* CD14* CD64"), T-Zellen (CD45* CD14 CD3"*)
und NK-Zellen (CD45* CD14- CD3 CD56%) wurden auf ihre GLUT1
Positivitét getestet. Die x- und y-Achsen sind mit den betrachteten

Markern beschriftet; bei nicht vorhandener Beschriftung wurden die
Zellen anhand SSC-A aufgetragen.

GLUT1 pos NK-Zellen

GLUT1
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Abbildung 12: FACS2 Panel 2: Differenzierung der T-Zellen. Aus der CD45* Population (gegatet wie in Panel 1)
wurden T-Zellen (CD45* CD3*), TCRyd* T-Zellen (CD3*TCRyd"), TCRaB* zytotoxische T-Zellen (CD3* TCRaB*
CD8*) und TCRapB* T-Helferzellen (CD3* TCRaB* CD4") identifiziert und auf ihre GLUT1 Positivitét getestet. Die

x- und y-Achsen sind mit den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener Beschriftung wurden die
Zellen anhand SSC-A aufgetragen.

43




GLUT1 pos CD45RA pos GLUT1 pos Naive und
CD8-Zellen s TEMRA CD8-Zellen
g —_—
(@]
GLUT1 HLADR GLUT1

GLUT1 pos CD45RO pos
CD8-Zellen

CD45RA

CD45RO - GLUT1

GLUT1 pos Memory
CD8-Zellen

CD45RA

HLADR GLUT1

GLUT1 pos CD45RA neg
HLADR neg CD8-Zellen

GLUT1

Abbildung 13: FACS2 Panel 4: Differenzierung der CD4* T-Zellen in CD45RA* CD45R0O und CD45R0O* CD45RA"
Zellen sowie in Memory (CD45* CD3* CD4* CD45R0O* CD45RA- HLADR®*) und Naive und TEMRA T-Zellen
(CD45* CD3* CD4* CD45RA* CD45R0O" HLADR?*); alle Populationen wurden auf ihre GLUT1 Positivitat gepriift.
Die x- und y-Achsen sind mit den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener Beschriftung wurden
die Zellen anhand SSC-A aufgetragen
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Abbildung 14: FACS2 Panel 5: Differenzierung der T-Helfer (CD45* CD3* CD4*) und Zytotoxischen (CD45* CD3*
CD8*) Zellen in Central (CD45RA- CD62L*) und Effector (CD45RA- CD62L°) Memory T-Zellen, Naive T-Zellen
(CD45RA* CD62L*) und TEMRA (CD45RA* CD62L") Zellen. Diese Subpopulationen wurden auf ihre GLUT1
Positivitdt getestet. Die x- und y-Achsen sind mit den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener
Beschriftung wurden die Zellen anhand SSC-A aufgetragen.




GLUT1 pos CD4 pos
Treg-Zellen

Foxp3 GLUT1

Abbildung 15: FACS2 Panel 6: CD45* Zellen wurden in Treg Zellen (CD45* CD4+ Foxp3*) differenziert. Die
Population der regulatorischen T-Zellen wurde auf ihre GLUT1 Positivitéat getestet. Die x- und y-Achsen sind mit

den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener Beschriftung wurden die Zellen anhand SSC-A
aufgetragen.

B-Lymphozyten

CcDh19

Abbildung 16: FACS2 Panel 7: Identifizierung der B-Zellen (CD45" CD19%). Die Eruierung der CD45" Zellen

erfolgte wie in Panel 1. Die x- und y-Achsen sind mit den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener
Beschriftung wurden die Zellen anhand SSC-A aufgetragen.
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libergeordnete

Anteil an der

Zellen Phenotyp Zellbobulation libergeordneter GLUT1-Expression
pop Zellpoplulation

Leukozyten CD45+ Single Cell 92,3% +/- 8,6% 37,4% +/-9,2%
Granulozyten CD45+ SS high Leukozyten 31,0% +/- 6,7% 68,0% +/- 17,0%
Monozyten CD14+ Leukozyten 0,9% +/- 0,8% 81,5% +/- 14,8%
Lymphozyten CD45 +SS low Leukozyten 67,2% +/-7,8%
NK-Zellen CD3- CD56+ Lymphozyten 17,4% +/- 10,2% 6,5% +/-6,1%
T-Zellen CD3+ Leukozyten 52,1% +/- 8,9% 24,9% +/- 6,6%
T-Zellen CD3+ Lymphozyten 80,6% +/- 10,1%
CD4-Zellen CD3+ CD4+ T-Zellen 32,4% +/-12,9% 8,9% +/-3,7%

D4-Zell D D4
D asRA. Pl CD4-Zellen 88,6%+/-33%  4,5%+/-3,6%
CDA- CD3+ CD4+
Gedichtniszellen CD45R0O+ CD45RA- CD4-Zellen 7,0% +/-4,2% 14,2% +/- 6,4%

HLADR+

CD4-Zellen CD3+ CD4+ 0 0 0
CDA5RA+ CD45SRO-  CDA5RA+ CDA5RO- CD4-zellen 4,8% +/- 2,6 23,2% +/- 9,3%
Naive sowie CD3+ CD4+ o o o o
TEMRA CD4-Zellen  CD45RA+ HLADR- CD4-Zellen 4,4% +/-2,4% 19,9% +/-10,6%
Central Memory CD3+ CD4+ o o
CD4-Zellen CD45RA- CD62L+ CD4-Zellen 2,8% +/- 2,4%
E D D

ffector Memory CD3+ D4+ CD4-Zellen 89,1% +/- 2,3% 5,3% +/- 3,4%

CD4-Zellen

CD45RA- CD62L-
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CD3+ CD4+

i - _ o, _ o,
Naive CD4-Zellen CDA5RA+ CD62L+ CD4-Zellen 0,4% +/-0,2%
TEMRA CD4-Zellen CDZE;;+CCD§;2L_ CD4-Zellen 7,7% +/- 3,5% 31,9% +/- 6,9%
s:ﬁ::‘am"“he T D3+ CDa+ Foxp3+ CD4-Zellen 7,6% +/- 3,4% 27,9% +/- 9,8%
CD8-Zellen CD3+ CD8+ T-Zellen 59,9% +/- 9,7% 19,6% +/- 5,3%
D8-Zell D3+ CD
D asrn. comemon CD8-Zellen 533%+/-153%  7,3%+/-4,7%
o8 CD3+ CD8+
Codichtnissellen  CDASRO+ CDASRA- CD8-Zellen 5,6% +/- 3,2 23,6% +/- 12,8%
HLADR+
CD8-Zellen CD3+ CD8+ o o o 0
CD45RA+ CDA5RO-  CDA5RA+ CD4SRO- CD8-zellen 33,3%+/-12,0%  40,0% +/- 8,6%
Naive sowie CD3+ CD8+ 0 0 0 0
TEMRA CD8-Zellen  CD45RA+ HLADR+ CD8-Zellen 31,4% +/- 11,7% 38 7% +/- 9,6%
Central Memory CD3+ CD8+ o o
CD8-Zellen CD45RA- CD62L+ CD8-Zellen 0,5% +/-0,5%
Effector M D3+ CD
e ey o L cD8-Zellen 61,6%+/-89%  11,5%+/-7,5%
. CD3+ CD8+ . .
Naive CD8-Zellen CDASRA+ CDE2L+ CD8-Zellen 1,1% +/- 0,6%
TEMRA CD8Zellen 0> <O cD8-Zellen 36,8%+/-9,1%  40,4% +/-5,0%
TCR-ap T-Zellen CD3+ TCR-ap+ T-Zellen 93,9% +/- 3,2% 15,7% +/- 9,0%

TCR-ap CD4-Zellen

CD3+ CD4+ TCR-aB+

TCR-af T-Zellen

33,3% +/- 10,6%

9,8% +/- 5,2%

TCR-ap CD8-Zellen

CD3+ CD8+ TCR-aB+

TCR-ap T-Zellen

59,6% +/- 11,2%

17,0% +/- 9,7%
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TCR-y6 T-Zellen CD3+ TCR-y6+ T-Zellen 6,0% +/- 3,2% 12,1% +/-7,7%

B-Zellen CD19+ Lymphozyten 7,3% +/- 3,5%

Tabelle 3: Differenzierung der Leukozyten in ihre Subpopulationen mit anteilsméaRiger GLUT1-Expression
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Abbildung 17: Differenzierung der Leukozyten in ihre Subpopulationen anhand FACS-Analysen (FACS2, Panel 1,
7) und Auftragung der Haufigkeit in Bezug auf die CD45*-Zellen. Die CD45" Zellen sind anteilig an den Single
Cells angegeben. Jeder Punkt reprdsentiert eine Probe; der Balken stellt den Mittelwert dar

GLUT1 Expression der CD45" Zellen
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Abbildung 18: Darstellung der GLUT1-Positivitét der Leukozyten und ihrer Subpopulationen anhand FACS-
Analyse (FACS2, Panel 1) und Auftragung der Haufigkeit. Jeder Punkt représentiert eine Probe; der Balken stellt
den Mittelwert dar
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CD8 Subpopulationen
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Abbildung 19: Differenzierung der Zytotoxischen T-Zellen in ihre Subpopulationen anhand FACS-Analyse
(FACS2, Panel 5) und Auftragung der Haufigkeit in Bezug auf CD8"* Zellen. Jeder Punkt reprdsentiert eine Probe;
der Balken stellt den Mittelwert dar.

GLUT1 Expression der CD8" Zellen
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Abbildung 20: Darstellung der GLUT1-Positivitét der zytotoxischen T-Zellen und ihrer Subpopulationen anhand
FACS-Analyse (FACS2, Panel 5) und Auftragung der Haufigkeit. Jeder Punkt reprdsentiert eine Probe; der
Balken stellt den Mittelwert dar.
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CD4 Subpopulationen
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Abbildung 21: Differenzierung der T-Helferzellen in ihre Subpopulationen anhand FACS-Analyse (FACS2, Panel
5) und Auftragung der Haufigkeit in Bezug auf CD4* Zellen. Jeder Punkt représentiert eine Probe; der Balken
stellt den Mittelwert dar.
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Abbildung 22: Darstellung der GLUT1-Positivitét der T-Helferzellen und ihrer Subpopulationen anhand FACS-
Analyse (FACS2. Panel 5) und Auftragung der Haufigkeit. Jeder Punkt représentiert eine Probe; der Balken stellt
den Mittelwert dar.
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Subpopulationen der
zytotoxischen und T-Helferzellen
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Abbildung 23: Differenzierung der zytotoxischen und T-Helferzellen in ihre Subpopulationen anhand FACS-
Analyse (FACS2, Panel 2, 6) und Auftragung der Haufigkeit in Bezug auf CD4* respektive CD8* Zellen. Jeder
Punkt reprasentiert eine Probe; der Balken stellt den Mittelwert dar.
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Abbildung 24: Priifung der zytotoxischen und der T-Helferzellen sowie ihrer Subpopulationen auf die GLUT1
Expression anhand FACS-Analyse (FACS2, Panel 2, 6) und Auftragung der Haufigkeit. Jeder Punkt représentiert
eine Probe; der Balken stellt den Mittelwert dar.
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Zytotoxizitit der TEMRA-Zellen

Um nach der Differenzierung der GLUT1" Zellpopulationen den Effekt von GLUT1 auf die
Funktionalitit der CD8" TEMRA-Zellen zu kliren, wurde die Zytotoxizitidt dieser
Zellpopulationen mittels FACS (Facs3, Tabelle 2) an fiinf Proben der resezierten kolorektalen
Lebermetastasen ermittelt. Als Indikator fiir die zytotoxische Aktivitdt wurden Granzym B,
Perforin (67,120) und Fas-Ligand gewahlt (121), die die Apoptose der Zielzelle induzieren.
Zusétzlich wurden als Degranulationsmarker CD107a (122) und als Marker fiir die
Immunstimulation Interleukin-33 (123) und Interferon y (124) betrachtet.

Die Analyse erfolgte anhand des unten dargestellten Schemas (Abb. 25). Ausgewertet wurden
hier die Zellen des Uberganggewebes. Bei einer geringen Anzahl von Zellen wurden die
Ergebnisse der Panels 1-4 der einzelnen Proben gepoolt. Dies galt fiir die Analyse von TEMRA-
Zellen und deren Subpopulationen GLUT1", GLUT1", CD107a* und IFNy". Subpopulationen
wurden nicht weiter betrachtet bei Zellzahlen < 10 der iibergeordneten Zellgruppe. Zur
Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen wurden zur Vergleichbarkeit
dieselben Proben fiir die einzelnen Subpopulationen herangezogen. So wurden die Proben 2
und 4 fiir TEMRA Zellen (Panel 1-4 gepoolt), CD107a" TEMRA-Zellen (Panel 1-4 gepoolt),
IFNy" (Panels 1-4 gepoolt), Granzym B" und Perforin” Populationen die Proben 2 und 4
betrachtet (Tabelle 4).

Die Analyse der IL-33- und FasL-Expression der TEMRA-Zellen in den Panels 3 und 4 war

aufgrund fehlender nachvollziehbarer Auftrennung der Populationen nicht mdglich.

Beim Vergleich der GLUT1" und GLUT1" CD8" TEMRA Zellen zeigte sich eine deutliche
Tendenz zu einer erhdhten Granzym B Expression der GLUT1" Subpopulation, die jedoch
keine statistische Signifikanz erreichte (p=0,0620). In der Expression von CD107a, INFy und
Perforin ergab sich kein Unterschied (Abb. 24).
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Abbildung 25: Darstellung des IFNy-, Perforin- bzw Granzym B-positiven Anteils der CD8* TEMRA Zellen in
Abhéngigkeit der GLUT1-Positivitat.

55



Granzym B+ Granzym B+ Granzym B+ GLUT1- Granzym B+
GLUT1- TEMRA CD8 INFy+ GLUTL €D107a+ TEMRA INFy+ GLUT1-
Zellen 5 .TEMRA CD8 cpgzellen CD107a+ TEMRA
-7 : “Zellen .| cpgzellen
=] fe:)
E E
= =
N I
c c
] @
&} [&]
INFy+ GLUTI- INFy+ GLUTI-
TEMRA CD8 JR— CD107a+ TEMRA
Zzellen ’ €8 zellen
INFy CD107a INFy
Granzym B+ Granzym B+ Granzym B+ GLUT1+ | Granzym B+
GLUT1+ TEMRA INFy+ GLUTL4| CD107a+ TEMRA INFy+ GLUT1+
CD8 Zellen TEMRA CD8 CD8 Zellen CD107a+ TEMRA
"L zellen cD8 Zellen
@ @
e e
g g
i ©
] (o]
» INFy+ GLUT1+ > INFy+GLUT1+
TEMRA CD8 CD107a+ TEMRA
Zellen CD8 Zellen
GLUT1 INFy CD107a INFy
Granzym B+ Granzym B+
CD107a+ TEMRA INFy+ CD107a+|
CD8 Zellen TEMRA CD8
Zellen
fe:)
E
=
N
c
@
[&]
INFy+ CD107a+|
e —_— TEMRA CD8
. Zellen
&
¢ CD107a INFy
4
&
©
Q
&)
Granzym B+ Granzym B+
TEMRA CD8 Zellen INFy+
RN 7, TEMRA CD8
Ilen
CD45RA @
E
s
N
=
o
T ]
INFy+ TEMRA
CD2 Zellen
INFy
X
?
-+ -+

Abbildung 26: FACS3 Panel 1: Differenzierung der TEMRA-Zellen (CD45* CD8* CD45RA* CD62L") in GLUT1* und
GLUT1 sowie CD107a* Zellpopulationen und Testung auf IFNy- sowie Granzyme B-Expression. Die x- und y-
Achsen sind mit den betrachteten Markern beschriftet; bei nicht vorhandener Beschriftung wurden die Zellen
anhand SSC-A aufgetragen. Die Analyse der Panels 2-4 erfolgte anhand desselben Schemas bei schlussendlicher

CD45

FSC-A

Auftragung von Perforin, IL-33 bzw. FasL anstatt Granzym B gegentiber IFNy.
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Tabelle 4: Ubersicht der ermittelten Zellpopulationen des Versuchs zur Zytotoxizitét der TEMRA Zellen (FACSS3).
Fiir die Berechnung der Populationen (TEMRA, INFy, Granzym B, Perforin, CD107a) wurden die Proben 2 und 4

zur Vergleichbarkeit herangezogen.

57



Diskussion

Aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung (125) und der damit verbundenen steigenden
Pravalenz von Tumorerkrankungen (126) gewinnt die Karzinomforschung — auch auf
molekularbiologischer Ebene — an Relevanz. Eine besondere Rolle nimmt hier das
Kolonkarzinom ein, da es in Inzidenz und Mortalitdt zu den haufigsten Neoplasien zéhlt (1,2).
Um fiir Krebsleiden eine nebenwirkungsarme Therapie zu finden, werden die bei
Tumorerkrankungen ablaufenden Mechanismen des Immunsystems, dessen Aufgabe es ist
pathologisch verdnderte Zellen zu eliminieren und die gesunden korpereigenen Zellen nicht zu

beschéddigen (12), mehr und mehr ergriindet.

GLUT]1 exprimierende entartete Zellen lassen auf einen gering differenzierten Tumor mit hoher
Stoffwechselaktivitit schlieBen, der im Vergleich zu stirker differenzierteren Karzinomen eine
unglinstigere Prognose hat (113,127,128). Fiir die ausgeprédgte Zellteilung undifferenzierter
Tumorzellen benétigt das neoplastische Gewebe Energietridger — also Glukose —, die {iber

Glukosetransporter wie GLUT1 bereitgestellt werden (113).

Die von uns durchgefiihrte Studie mit 194 Teilnehmern untersuchte den Einfluss der GLUT1-
Expression im Tumorgewebe kolorektaler Lebermetastasen, in deren Infiltrationsrand und im
umliegenden gesunden Lebergewebe auf das Patienteniiberleben. Hierfir wurde die
immunhistologische GLUT 1-Intensitit mit dem Uberleben korreliert. In einer Substudie mit 93
Patienten wurde zudem der Zusammenhang zwischen KI67- und GLUTI1-Expression

betrachtet.

Im Gegensatz zu fritheren Studien wurde in dieser Arbeit nicht ausschlielich die GLUTI1
Expression im Tumorgewebe untersucht, sondern das Hauptaugenmerk auf die Auswirkung des
Vorhandenseins des Glukosetransporters im Ubergangsgewebe gelegt, der hier von

eingewanderten Immunzellen exprimiert wird.

Im Einklang mit friiheren Arbeiten, die gezeigt hatten, dass die GLUTI-Expression der
entarteten Zellen bei primiren CRCs zu einem reduzierten mittleren Patienteniiberleben fiihrt
(115,116), wiesen wir nach, dass eine hohe GLUT1-Positivitdt der neoplastischen Zellen der
kolorektalen Lebermetastasen mit einem verminderten mittleren Uberleben einhergeht. Dies
lasst sich auf eine erhohte Zytokinese und daraus resultierendem aggressiveren

Tumorwachstum zuriickfithren, was durch die positive Korrelation zwischen KI67, einem
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Proliferationsmarker (129), dessen Expression in CRCs zudem mit einem verminderten

Gesamtiiberleben assoziiert ist (130), und GLUT1 im Tumorgewebe untermauert wird.

In einer Subgruppenanalyse der Patienten, denen eine adjuvante Chemotherapie zuteilwurde,
konnte dieser Effekt auf das Uberleben abhingig von der GLUTI1-Expression nicht
nachgewiesen werden. Es liegt nahe, dass aufgrund des verbesserten Therapieansprechen bei
hohen Proliferationsraten des Karzinoms der prognostisch negative Effekt von GLUTI1
nivelliert wird. Die GLUT1-Expression kann somit als indirekter Indikator fiir die Zellteilung
und somit fiir das Ansprechen auf eine Chemotherapie gewertet werden, was sich auch mit der
Tatsache deckt, dass ein relevanter Teil der kolorektalen Lebermetastasen nach Chemotherapie
eine reduzierte oder ganz fehlende Positivitit in FDG-PET-Computertomogrammen zeigen
(131,132). Zudem wird dies von der Studie von Mulyawan et al. gestiitzt, in der die KI67-
Expression in CRCs nur in der Population mit adjuvanter Chemotherapie mit einem positiven

Effekt einhergeht (133).

In dieser Studie konzentrierten wir uns vor allem darauf, dass im Gegensatz zu einer erhdhten
Expression des Glukose-1-Transporters im Tumorgewebe eine vermehrte GLUT 1-Intensitit im

Ubergangsgewebe positiv mit einem prognostisch giinstigen Verlauf korrelierte.

Da die Expression des Glukosetransporters aufgrund des fehlenden Zusammenhangs zwischen
dem Vorhandensein von KI67 im Tumorgewebe und der GLUTI-Positivitit im
Infiltrationsrand als unabhéngig von der Aggressivitdt der Neoplasie anzusehen ist, deutet das
verldngerte Patienteniiberleben bei GLUT1" Infiltrationsmargin auf eine erhohte Aktivitit der
Tumor-infiltrierenden Immunzellen und somit einer verbesserten korpereigenen antitumoralen

Antwort hin.

Daher untersuchten wir in einem zweiten Versuchsaufbau die Leukozyten aus frischen
Leberresektaten mittels FACS Analyse. Hierbei zeigten sich unter den vermehrt repriasentierten
Zellen vor allem Granulozyten und CD8" TEMRA-Zellen gehduft GLUT1". Beide Zelltypen
gehoren zu den Effektorzellen des jeweiligen Immunsystems — Granulozyten zu denen des

angeborenen Immunsystems, TEMRA-Zellen zu denen des adaptiven (12).

Aufgrund der Rolle der Lymphozyten bei der Immunosurveillance von Tumoren (134) stellten
wir die Hypothese auf, dass das verlingerte mittlere Uberleben der Patienten mit einer erhdhten
GLUT1-Expression im Ubergangsgewebe auf eine verstirkte Immunaktivitit der GLUT1*
Lymphozyten zuriickzufiihren sei. Daher isolierten wir CD8" TEMRA Zellen und testeten diese
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abhingig ihres GLUT1-Status auf ihre exozytotische Aktivitdt anhand CD107a (122) sowie
ihre Zytotoxizitdt exemplarisch anhand der IFNy-, Perforin- und Granzym B-Expression

(67,120,124).

Die annihernd gleiche Expression von CD107a sowohl in der GLUT1" sowie in der GLUT1"
Population deutet auf eine von GLUTI1 unbeeinflusste exozytotische Aktivitdt hin. Ein
Unterschied in der Zytotoxizitét ist somit nicht auf eine rein quantitativ erhdhte Ausschiittung

von Zytokinen zuriickzufiihren

Die Zytotoxizitétstestung zeigte jedoch eine deutliche Tendenz zu einer vermehrten
intrazelluldren Granzym B-Expression in den GLUT1" CD8" TEMRA-Zellen im Vergleich zur
GLUT1" Population.

Die Studie stiitzt daher aufgrund des erhohten Vorkommens von Granzym B in GLUT1" CD8"
TEMRA-Zellen, die antikanzerogen wirken (66), die These der erhéhten Zytotoxizitit dieser
Zellpopulation verglichen mit der GLUT1".

In Zusammenschau der Ergebnisse wiesen die GLUTI™ CD8" TEMRA-Zellen in unseren
Versuchen weder eine erhohte [IFNy-Produktion noch eine reduzierte immunologische Aktivitét
auf und verhielten sich somit anders als die Gesamtpopulation der CD8" Lymphozyten in den
Arbeiten von Cretenet et al. beziehungsweise Sukumar et al. (108,112). Cretenet et al. wiesen
in ihrer Arbeit eine erhohte IFNy Produktion und somit eine gesteigerte Zytotoxizitit GLUTI"
Lymphozyten nach (108), wohingegen in der Publikation von Sukumar et al. terminal
differenzierte, funktionsreduzierte GLUT1" Lymphozyten beschrieben wurden (112). In
unseren Versuchen ergaben sich trotz mangelnder erhdhter IFNy-Produktion Hinweise auf ein
erhohtes zytotoxisches Potenzial, was einen moglichen Erkldrungsansatz fiir die Ergebnisse

unserer Statistiken zu den Uberlebensdaten darstellt.

Kontrar zum Gesamtkollektiv und der Subgruppe der Patienten mit einer singuldren
Lebermetastase, in der die Diskrepanz des mittleren Uberlebens zugunsten der Gruppe mit
GLUTI1" Infiltrationsrand noch zunahm, hatte die GLUT1 Expression im Infiltrationsrand in
der Patientensubpopulation mit multiplen Absiedlungen keine Auswirkung auf das Uberleben.
Eine Vielzahl von Leberldsionen ist — verglichen mit einem kolorektalen Karzinom mit
singuldrer hepatischer Filiae — als fortgeschritteneres Krankheitsgeschehen einzustufen.

Hierbei ist ein moglicher Erklarungsansatz, dass sich das Immunoediting, das sich bei

neoplastischen Geschehen vollzieht, in einer spéteren Phase der Immunflucht befindet, so dass
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sich die entarteten Zellen der Immunantwort bereits entziehen (76). Dies konnte dazu fiihren,
dass selbst aktivere Lymphozyten keinen Einfluss mehr auf den Krankheitsverlauf ausiiben und
somit kein Uberlebensvorteil entsteht.

Ein zweiter Ansatz beriicksichtig die unterschiedlichen Beobachtungen der Studien von
Cretenet et al. und Sukumar et. al. (108,112). Diese Arbeit stiitzt mit ihren Ergebnissen beide
Thesen, wenn man die Vermutung zugrunde legt, dass sich das Immunsystem in friihen
Krankheitsstadien aktiv an der Bekdmpfung des Karzinoms beteiligt, bei Progression die
Lymphozyten jedoch ,ausgebrannt sind und somit keine Auswirkung auf das weitere

Krankheitsgeschehen mehr besitzen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit — insbesondere in Zusammenschau mit den
Uberlebensdaten — die Bedeutung des eigenen Immunsystems insbesondere der Lymphozyten
in Abhingigkeit des Aktivititsstatus und zytotoxischen Potentials auf das Uberleben bei
kolorektalen Lebermetastasen gezeigt werden, sodass weitere Untersuchungen der GLUT1-
abhingigen bzw. durch GLUTI-verstirkten Mechanismen der Immunantwort innerhalb
groBerer Versuchsreihen vielversprechend erscheinen, um weitere wirkungsvolle, kdrpereigene

antikanzerogene Effekte nachzuvollziehen und gegebenenfalls therapeutisch nutzen zu kdnnen.
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Zusammenfassung

Glucose-1-Transporter (GLUTT1) spielen eine wichtige Rolle bei der Energieversorgung von
Zellen. Zahlreiche Studien konnten nachweisen, dass Malignome — unter anderem das
Kolorektale Karzinom — mit einer schlechteren Prognose einhergehen, wenn die Tumorzellen
eine erhohte GLUT 1-Expression aufweisen. Da jedoch die Auswirkung einer erhhten GLUT1-
Expression von Immunzellen auf ihre antitumorale Wirkung bisher nicht betrachtet wurde,
konzentrierte sich diese Arbeit auf den Einfluss GLUTI1-positiver Immunzellen im
Infiltrationsrand kolorektaler Lebermetastasen auf das Patienteniiberleben. In einer
anschlieBenden Analyse wurden die Unterschiede zwischen GLUT1-positiven und GLUT1-
negativen CD8" TEMRA-Zellen betrachtet, die unserer Hypothese nach ausschlaggebend fiir

die verbesserte Prognose sind.

Hierfir wurden zundchst immunhistochemische Férbungen von Gewebeproben von
kolorektalen Lebermetastasen auf GLUT1 angefertigt und die GLUT1-Expression mit Hilfe der
Patientendatenbank mit dem Patienteniiberleben korreliert. Zudem wurden Leukozyten, die aus
dem Infiltrationsrand resezierter kolorektaler Lebermetastasen isoliert wurden, mittels
Durchflusszytometrie differenziert und die Toxizitit CD8" TEMRA-Zellen abhingig von ihrer
GLUT1-Expression untersucht.

Eine hohe GLUT1-Expression im Infiltrationsrand war unabhéngig von der Proliferationsrate
des Tumors mit einem verlidngerten Patienteniiberlegen (p=0,011) assoziiert. Eine Verstirkung
dieses Effekts konnte in einer Subgruppenanalyse bei Patienten mit singuldren Lebermetastasen
gezeigt werden. In der Durchflusszytometrie fand sich eine hohe Rate an CD8" TEMRA-Zellen,
die eine Tendenz zu einer erhohten Granzyme B-Konzentration im Vergleich zu den GLUT1-
negativen CD8" TEMRA-Zellen aufwiesen. Dies erreichte jedoch keine statistische Signifikanz
(p=0,06).

Somit konnte gezeigt werden, dass die GLUTI1-Expression der Immunzellen an der
immunologischen Barriere zwischen Tumor und Korper positive Effekte auf die korpereigene
immunvermittelte Karzinombekdmpfung hat, was moglicherweise auf eine stirkere

Zytotoxizitit der CD8 ' TEMRA-Zellen zuriickzufiihren ist.

62



Abkiirzungsverzeichnis

* statistisch signifikant mit p < 0,05
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Tem-Zellen T Effector Memory Zellen

Tcem-Zellen T Central Memory Zellen
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