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Zusammenfassung

Das papillare Schilddriisenkarzinom (PTC von ,papillary thyroid carcinoma®) zahlt zu den
differenzierten Schilddrisenkarzinomen und zeigt weltweit eine steigende Inzidenz.
Lymphozytare Infiltrationen im Tumorparenchym sowie Begleitthyreoiditiden beeinflussen den
klinischen Verlauf des PTCs scheinbar positiv, daher rickt aktuell v.a. die Erforschung
immunologischer Vorgange dieses Malignoms in den Fokus. Um das therapeutische Potenzial
dieser korpereigenen Antitumorimmunitat zu evaluieren ist es unabdingbar, zugrunde liegende
Mechanismen und Abhangigkeiten von patientenspezifischen Faktoren zu erfassen.

Zytotoxische T-Zellen (CTLs, von ,Cytotoxic T Lymphocytes®) gelten durch ihre Fahigkeit,
Tumorzellen zu lysieren, als wichtige Vermittler von Antitumorimmunitat. In dieser Arbeit wurde
Blut von PTC-Patienten daher auf das Vorliegen von Schilddrisen-spezifischen CTLs
untersucht. Dazu wurden mittels Nutzung der Datenbank SYFPEITHI je drei Epitope der
Schilddrisen-spezifischen Proteine Thyreoglobulin (TG1-3) und Thyreoperoxidase (TPO1-3)
ausgewahlt, die hinsichtlich ihres Bindungsverhaltens an MHC-Molekdile als hoch immunogen
betrachtet werden kénnen. Das Vorkommen dieser, fir die 0.g. Epitope spezifischen, CTLs
bei PTC-Patienten wurde anschlieBend mittels Tetrameranalysen quantitativ erfasst.
AnschlielRend wurde das Proliferationsverhalten dieser spezifischen CTLs nach Inkubation mit
den o.g. Epitopen erfasst. Der Einfluss individueller Patientenmerkmale auf Anti-
tumorimmunitat wurde mittels HLA-DR und -DQ Typisierung des PTC-Kollektivs gepruft und
mit den klinischen Verlaufen der PTCs korreliert. Ferner erfolgten allgemeine Blutanalysen der
T-Zellsubpopulationen von PTC-Patienten, Hashimoto Thyreoiditis Patienten und Kontrollen
(HP von ,healthy patient*) zur Erstellung eines detaillierten immunologischen Profils.

Die Ergebnisse aus den oben beschriebenen Analysen lassen sich in funf Kernaussagen
zusammenfassen. Erstens konnten erstmalig Schilddrisen-spezifische CTLs bei PTCs
nachgewiesen werden. Zweitens zeigen die Schilddrisen-spezifischen CTLs ein HLA-
abhangiges Proliferationsverhalten. Drittens zeigt auch der klinische Verlauf der PTCs eine
Abhangigkeit von zugrundeliegenden HLA-Allelen. Diese Ergebnisse zusammenfassend ist
eine negative Korrelation von Proliferationsfahigkeit der CTLs und Pravalenz von
Organmetastasen erkennbar. HLA-DQB1*03 positive PTC-Patienten zeigen starker
proliferierende CTLs und weisen signifikant weniger Fernmetastasen auf als PTC-Patienten
ohne dieses Merkmal (p < 0,05). Dementgegen weisen DRB1*03 positive PTC-Patienten
sowohl deutlich schwacher proliferierende CTLs als auch haufiger Fernmetastasen (p < 0,05)
auf, verglichen mit DRB1*03 negativen PTC-Patienten. So lasst sich viertens eine von den
Schilddrisen-spezifischen CTLs ausgehende zentrale protektive Rolle hinsichtlich der
Ausbildung von Organmetastasen postulieren. Flnftens zeigt die aulierdem durchgeflihrte T-
Zellsubpopulationsanalyse zahlreiche Unterschiede zwischen PTC-Patienten und Kontrollen,
insbesondere zeigen PTC-Patienten signifikant erhéhte Anteile regulierender T-Zellen (Treg-
Zellen) im Blut (p < 0,001).

Die hier erlangten Ergebnisse sind insofern von klinischer Relevanz, als dass der HLA-
Genotyp DQB1*03, durch seine signifikante Assoziation mit epitopspezifischer Antitumor-
immunitat und verbessertem klinischen Verlauf, zukinftig als relevantes Prognosekriterium
fungieren kénnte. Die hier nachgewiesene positive Korrelation von epitopspezifischen CTLs
und verbessertem Outcome bietet aullerdem die Grundlage, gewebsspezifische CTLs bei
PTCs hinsichtlich ihres therapeutischen Nutzens weiter zu evaluieren, z.B. im Sinne eines
adoptiven Zelltransfers bzw. einer dendritischen Zelltherapie. Angesichts der auRerdem mittels
T-Zellsubpopulationsanalyse nachgewiesenen signifikant erhdhten Treg Zell-Level kann
insbesondere Checkpoint-Inhibitoren durch ihre hemmenden Wirkungen gegenulber
regulierenden T-Zellen und der Stimulation epitopspezifischer T-Zellen eine therapeutische
Effizienz bei bislang therapieresistenten PTCs attribuiert werden.
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Summary

Papillary Thyroid cancer (PTC) is the most common thyroid malignancy. In recent years, the
incidence has increased alarmingly worldwide. As PTC’s immunological characteristics like
lymphoid infiltrations and accompanying thyroiditis seem to influence its clinical outcome
positively, this response of the immunological system is assumed to represent antitumor
immunity. To elucidate whether a therapeutically induced enhancement of this antitumor
immunity might be beneficial, it is necessary to obtain precise insights of its underlying
mechanisms and their dependencies of patient-specific factors.

A potential mechanism of antitumor immunity is the recognition and destruction of tumor cells
by cytotoxic T lymphocytes (CTLs). To examine the blood of PTC patients in respect to thyroid
specific CTLs, the data base SYFPEITHI was used to determine highly immunogenic epitopes
of the thyroid-specific proteins thyroperoxidase (TPO) and thyroglobulin (Tg) regarding their
binding tendency towards major histocompatibility complexes. The occurrence of CTLs
specific for these six thyroid specific epitopes (TPO1-3 and Tg1-3) were determined by
tetramer analysis. Subsequently, the proliferation of these CTLs was tested after incubation
with thyroid specific epitopes. HLA-DR and -DQ typing was used to determine the impact of
individual factors on antitumor immunity. Additionally, to evaluate general immunological
influences of PTC, T Cell subpopulations were analyzed from the blood of PTC patients,
Hashimoto thyroiditis patients and controls.

Five main results were obtained out of these conducted experiments. Firstly, for the first time,
CTLs recognizing specifically TPO or thyroglobulin Tg epitopes were detected in PTC patients.
Secondly, the proliferation of thyroid-specific CTLs after stimulation with TPO or Tg epitopes
was shown to be dependent on HLA genotype. Thirdly, HLA alleles, in detail DRB1*03 and
DQB1*03, were also found to influence the clinical course of PTCs. Taken together these three
results, a negative correlation of proliferation ability of thyroid-specific CTLs and the
occurrence of distant metastases was observed. HLA-DQB1*03 positive PTC patients show
higher proliferation levels and less distant metastases compared to PTC patients missing this
allelic variant. In contrast, CTLs of DRB1*03 positive PTC patients proliferate distinctly less
than patients without this allele. However, distant metastases are occurring significantly more
often in PTCs of DRB1*03 positive patients (p < 0,05). Fourthly, considering this negative
correlation of CTLs’ proliferation capacity and the occurrence of distant metastases, it can be
supposed that responsiveness of CTLs to thyroid epitopes is a crucial antitumor immunity
mechanism to prevent distant metastases. Fifthly, regarding the T cell subpopulations profile
of PTC patients, results are demonstrating multiple differences compared to controls.
Especially regulatory T cells (Treg) are found to be highly upregulated in PTC patients (p <
0,001).

These results are clinically relevant. HLA typing might become a useful prognostic tool as HLA-
DQB1*03 is found to be associated with stronger epitope specific antitumor immunity and
improved clinical outcome. Based on the verification of epitope-specific T cells and their
correlation with improved clinical outcome, the therapeutic use of these tissue-specific T cells
can be even considered in relation to new therapeutic strategies, as adoptive cell transfers or
dendritic cell therapy. Finally, the results of T cell subpopulation analysis are indicating a
promising perspective for checkpoint inhibitors in the therapy of PTC. In particular, the
promising potential of CTLA-4 inhibitors as a therapeutic agent in therapy-resistant PTCs
should be investigated in future studies as they are known to inhibit Treg cells and have
stimulating effects on epitope-specific T cells.
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1 Einleitung

1.1 Papillares Schilddrisenkarzinom

1.1.1 Allgemeines

Das papillare Schilddriisenkarzinom (PTC von papillary thyroid cancer) gehért zusammen mit
dem follikuldren Karzinom (FTC von folliculary thyroid cancer) der Gruppe der differenzierten
Schilddrisenkarzinome an. Die tumorbildenden Zellen des PTCs entwickeln sich aus
thyreoidalen Follikelepithelzellen. PTCs zeichnen sich durch langanhaltende Kklinische
Inapperenz aus, viele Befunde sind zum Diagnosezeitpunkt Zufallsbefunde. Insgesamt weisen
PTCs mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 95,8% und einer 20-Jahres-Uberlebensrate von
87,6% eine sehr gute Prognose auf [1]. Insbesondere hinsichtlich dieser im Vergleich guten
Prognose unterscheiden sie sich deutlich von den selteneren und undifferenzierten
anaplastischen Karzinomen der Schilddriise. Epidemiologische Daten zeigen weltweit einen
rasanten Anstieg der Schilddrisenkarzinome, mit einer Inzidenz von z.B. 4,56 auf 14,4 pro
100.000 Einwohner von 1974-2013 in den USA, der hauptsachlich auf das verstarkte
Vorkommen von PTCs zurickzufihren ist [2]. Teilweise lasst sich dieser Anstieg auf
verbesserte Diagnoseverfahren zurlckfihren. Zuvor nicht diagnostizierbare inapparente
Mikrokarzinome kénnen heutzutage mit  zunehmender  Verflugbarkeit  von
Ultraschalluntersuchungen und Feinnadelaspirationen und deren flachendeckenderem
Einsatz besser detektiert werden. Die verfigbaren Daten zeigen aber einen Anstieg der
Inzidenz unabhangig von der TumorgroRe [2]. Dieser deutet zusammen mit dem
verzeichneten leichten Anstieg der Morbiditat von 0,4 auf 0,46 pro 100.000 Personenjahre

somit auf einen tatsachlichen Anstieg der Inzidenz des PTCs hin [2].

1.1.2 Risikofaktoren

Auf das PTC einwirkende Risikofaktoren kénnen in exogene und endogene Risikofaktoren
unterteilt werden. Exogene Risikofaktoren schlie3en die gesamten Umweltfaktoren ein, die auf
das thyreoidale Gewebe einwirken. Endogene beziehen sich hingegen auf korpereigene

Pradispositionen und Stoffwechselvorgange (s. Tab1.1).

lonisierende Strahlung gilt als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung des PTCs. Sowohl nach
direktem Kontakt mit ionisierender Strahlung via medizinischer Diagnostik und Therapien als
auch nach verstarkter Aussetzung gegentber ionisierender Strahlung in der Lebensumgebung
wurde Uber erhodhte Inzidenzen von Schilddriisenmalignomen, insbesondere PTCs berichtet

[3]. Besonders das thyreoidale Gewebe im Kindesalter ist anfallig flur die Ausbildung von
1



Malignomen durch Exposition gegenulber ionisierender Strahlung [4, 5]. Auch der Einfluss
weiterer exogener Umweltfaktoren auf die PTC-Entstehung wird diskutiert. Insbesondere die
erhohte Aufnahme von Nitriten gilt als kritisch, da das PTC-Risiko bei Frauen darunter als bis

zu doppelt so hoch beschrieben wird [6].

Exogene Risikofaktoren Endogene Risikofaktoren

lonisierende Strahlung Erhohte Thyreotropin-Level

Erhéhte lodaufnahme Ggf. Autoimmun-/Hashimoto Thyreoiditis
Endokrine Disruptoren (Bisphenol A) BRAF-Mutation

Nitrite HLA-assoziierte Pradisposition
Geographische Besonderheiten Metabolisches Syndrom, Insulinresistenz
lonisierende Strahlung Erhohte Thyreotropin-Level

Tabelle 1.1 Risikofaktoren des papilldren Schilddriisenkarzinoms Die Risikofaktoren des
papilldren Schilddriisenkarzinoms gliedern sich in exogene und endogene Einfliisse

Darlber hinaus stehen endokrine Disruptoren, z.B. Bisphenol A, in Verdacht einen Einfluss
auf die Entstehung von PTCs zu nehmen [7]. Die Komplexitat der Risikofaktoren wird Uberdies
durch die Beobachtung verdeutlicht, dass u.a. vulkanische Weltregionen zu den Regionen mit
der hdchsten PTC Inzidenz gehdren [8]. Ursachlich daflr werden erhéhte Schwermetallwerte
im Trinkwasser diskutiert, die zugrunde liegenden Mechanismen sind derzeit Gegenstand der
Forschung [8, 9]. Neben Schwermetallen wird eine erhéhte lodaufnahme als externer
Risikofaktor fur die Entstehung eines PTCs diskutiert, da Regionen mit flachendeckender,
prophylaktischer lodaufnahme ein zu Gunsten der PTCs verschobenes Verhaltnis von
papillaren gegenuber follikularen Karzinomen aufweisen [10, 11]. In Regionen mit hoher
lodaufnahme ist zugleich eine hohe Rate an B-type RAF kinase Mutationen (BRAF)
nachgewiesen, die per se als endogener Risikofaktor gilt [12]. Diese fur PTC-Patienten
typische BRAF Mutation ist zugleich mit schlechterem klinischen Oufcome vergesellschaftet
[12, 13]. In Teilen kontrovers zu einer erhdhten lodaufnahme als Risikofaktor gilt als weiterer
endogener Risikofaktor des PTCs ein erhdhter Thyreotropin-Wert (TSH-Wert) [14, 15]. Vor
diesem Hintergrund durchgeflhrte in vitro Studien konnten einen proliferierenden Effekt von
TSH auf PTC-Zelllinien zeigen [16]. Die stimulierende Wirkung des TSH scheint auf PTC-
Zellen via erhdhte p21-activated kinases 4 Level zu wirken und so das invasive Potenzial der
Krebszellen zu erhdéhen [17]. Ob erhdhte TSH-Level einen direkt mutagenen Einfluss auf

Thyreozyten ausuben, ist derzeit noch nicht bekannt.



Auler der genetischen Assoziation mit BRAF Mutationen wurden auch Allelvarianten im
humanen Leukozytenantigen-System (HLA-System) hinsichtlich  pradisponierender
Genotypen evaluiert. Die Ergebnisse der diesbezlglich durchgefiihrten Studien imponieren
inhomogen. Eine kurzlich durchgefuhrte Metaanalyse beschreibt eine signifikante Assoziation
von PTCs und dem HLA-Allel DR1. Die gro3e Studienheterogenitat der zusammengefassten
Studien schrankt die Aussagekraft dieser Beobachtung allerdings ein [18]. Neben erhdhten
TSH-Leveln werden weitere Stoffwechseleigenschaften, z.B. Insulinresistenz bzw. das
Vorliegen eines metabolischen Syndroms als weitere interne Risikofaktoren fir die Entstehung
eines PTCs diskutiert, insbesondere bei Frauen [19, 20]. Ein positiver Zusammenhang
zwischen erhdhtem Body Mass Index und der Aggressivitat des vorliegenden PTCs wurde
ebenso beschrieben, definiert Uber fortgeschrittene TNM-Stadien und extrathyreoidale

Invasion [21].

Die Rolle der Autoimmunthyreoiditis bei der Pathogenese des PTC ist seit langem Gegenstand
der Diskussion und bislang noch nicht abschlieRend definiert. Autoimmunthyreoiditis und
papillares Schilddrisenkarzinom ftreten bei Patienten oft parallel auf. Ob eine
Autoimmunthyreoiditis das Entstehen eines PTC durch fortwahrende Ilokale
Entzindungsprozesse beglinstigt, oder ob sie im Sinne einer Antitumorimmunitat eine
protektive Rolle gegen entartete Zellen einnimmt, wird in der Literatur weiterhin diskutiert (s.
Tab. 1.3).

1.1.3 Pathologie

Das PTC wird in verschiedene Subtypen unterteilt, u.a. in eine grofl3zellige Variante, eine diffus-
sklerosierende, eine solide und eine follikulare Variante. Sie weisen jeweils Unterschiede in
Wachstumsverhalten, Pravalenz und Outcome auf. Die Lokalisation der PTCs im thyreoidalen
Stroma ist variabel. Die durchschnittliche Tumorgrof3e liegt zwischen zwei bis drei Zentimetern
[22]. Tumore sind von fester Konsistenz und kénnen zystische Anteile sowie Kalzifikationen
aufweisen [22]. Durch Invasion der Lymphgefalie treten multifokale PTCs sowie regionale
Lymphknotenmetastasen auf [22]. Die Infiltration von vendsen Gefalden ist nicht typisch fur
diese Tumorentitat. Studien weisen auf progredientere Vorgange und somit aggressivere
Varianten bei Vorliegen von intra- oder extrathyreoidalen GefalRinvasionen hin [23]. Bei 5-7%
der PTC-Patienten ist das Auftreten von Fernmetastasen beschrieben [22]. Charakteristisch
fur das papillare Schilddrisenkarzinom ist die Infiltration lymphatischer Zellen in tumoros
verandertes Parenchym. Bei ca. 58% der PTCs werden lymphatische Infiltrate im

Tumorgewebe beobachtet, wahrend nur 20% der FTCs diese Infiltrate aufweisen [24].



1.1.4 Diagnose

Der Grolteil der papillaren Schilddrisenkarzinome wird durch Routineuntersuchungen via
Schilddrisensonographie diagnostiziert und mittels Szintigraphie und Feinnadelpunktion
weiter risikostratifiziert. Selten liegen zum Diagnosezeitpunkt bereits klinisch manifeste
Symptome wie Heiserkeit, Schluckstérungen, Umfangszunahme des Halses oder
symptomatische zervikale Lymphknotenmetastasen vor. Die Diagnosesicherung erfolgt nach
chirurgischer Ablation des Tumors durch histopathologische Examination des Tumorgewebes.
Neben der TNM Klassifikation (Tumorstadium T1-T4b; Lymphknotenstatus NO-N1b;
Metastasenstatus MO/M1) ist vor allem das Alter der Patienten prognostisch relevant (s.
Tab.1.2) [25, 26].

Alter bei Tumorstatus Lymphknoten- Metastasen- Tumorstadium

Diagnosezeitpunkt status status

< 55 Jahren Jegliches T Jegliches N MO I
Jegliches T Jegliches N M1 Il

> 55 Jahren T1 NO / NX MO I
T1 N1 MO Il
T2 NO / NX MO I
T2 N1 MO Il
T3a/T3b Jegliches N MO Il
T4a Jegliches N MO [l
T4b Jegliches N MO IVA
Jegliches T Jegliches N M1 VB

Tabelle 1.2 Staging Kriterien Staging Kriterien des differenzierten Schilddriisenkarzinoms nach TNM
Klassifikation. Die hier aufgefiihrten Staging Kriterien wurden definiert durch das American Joint
Committee on Cancer [26]

1.1.5 Therapie

Die chirurgische Resektion des PTCs ist vordringliches Therapieziel. Das Ausmald der
Resektion ist dabei primar abhangig von der Grofe des Tumors, von dessen Lage (intra- vs.
extrathyreoidale Lage), sowie von weiteren Tumormerkmalen, u.a. Gefalinvasivitat und
Metastasenstatus. Bei solitdren Mikrokarzinomen (PTC < 10mm) ist die Tumorablation mittels
Hemithyreoidektomie maoglich, bei allen grélReren PTCs wird eine totale Thyreoidektomie
empfohlen [27]. Eine zentrale Lymphknotendissektion sollte bei prognostisch ungunstigem

Befund erfolgen. Ebenso  sollten pra-  bzw. intraoperativ  diagnostizierte
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Lymphknotenmetastasen mittels Lymphknotendissektion des betroffenen Kompartiments zur
Risikoreduktion eines Lokalrezidivs entfernt werden [27]. Eine adjuvante Radioiodtherapie
wird insbesondere in Deutschland standardmallig empfohlen (Mikrokarzinome
ausgenommen), mit dem Ziel, lokal verbliebenes bzw. metastatisch vorhandenes

Schilddriisengewebe zu eliminieren [28].

Niedrig differenzierte Karzinome mit eingeschranktem lodmetabolismus zeigen sich nach
Radioiodtherapie haufig therapierefraktar. Die Therapieoptionen dieser Entitat galten lange
Zeit als sehr eingeschrankt. Mittlerweile kann eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI)
erwogen werden, fur die bei PTCs allerdings noch kein signifikanter Uberlebensvorteil
nachgewiesen werden konnte [27]. Allerdings konnen Nebenwirkungen der TKI-Therapie wie
beispielsweise  Hypertension, Fatigue, Hepatotoxizitdt, = Geschmacksverlust und
Gewichtsabnahme die Lebensqualitat der Patienten deutlich einschranken [27]. Bei diesem
ernstzunehmenden Nebenwirkungsprofil besteht aktuell die Empfehlung, TKI nur bei

spezifischen Symptomen nach individueller Abwagung anzuwenden [27].

Diese bisher noch eingeschrankten Therapieoptionen der radioiodrefraktaren PTCs machen
insbesondere die Entwicklung neuer, alternativer Behandlunsstrategien notwendig. Aufgrund
der im folgenden Abschnitt ndher erlduterten Assoziation von PTCs mit
Autoimmunthyreoiditiden, die prognostisch einen begunstigenden Effekt zu haben scheinen,
werden daher aktuell Immunotherapeutika im Sinne von Checkpointinhibitoren als neue

Therapieoption diskutiert und ihre Anwendbarkeit aktuell in Phase | Studien geprift [29].

1.2 Autoimmunitat bei PTC als Zeichen fur Antitumorimmunitat

1.2.1 Erstbeschreibung und Epidemiologie

Die Hypothese einer vorliegenden Antitumorimmunitat bei PTCs grundet sich auf die vermehrt
nachweisbaren lymphozytaren Infiltrationen im Tumorparenchym, sowie das simultane
Auftreten von Hashimoto Thyreoiditis und Schilddrisenmalignomen. Das Phanomen dieser
Komorbiditaten beschrieben Dailey et al. erstmals 1955. Sie beobachteten Autoinflammation
im Sinne einer Hashimoto Thyreoiditis bei 17,7 % der PTC-Patienten [30]. In der Folge
beschrieben viele Studien Zusammenhange zwischen diesen beiden
Schilddrisenpathologien, mit zum Teil erheblich divergierenden Ergebnissen die Haufigkeit
des simultanen Auftretens betreffend [31]. In einer kirzlich durchgefiihrten Metaanalyse wird

ein simultanes Auftreten von PTC und HT bei ca. 23% beschrieben [32].



1.2.2 Hashimoto Thyreoiditis

Die Hashimoto Thyreoiditis (chronisch lymphozytare Thyreoiditis, HT) stellt die haufigste
Autoimmunerkrankung der Schilddrise dar [33]. Hakaru Hashimoto beschrieb 1912 erstmalig
das ,Struma Iymphomatosa“® mit charakteristischer Lymphozyteninfiltration und
parenchymatoser sowie interstitieller Veranderung, einhergehend mit einer derben Konsistenz
der Schilddrise [34].

Bezuglich der Pravalenz existieren Unterschiede je nach Ethnie, Geschlechterverteilung und
geographischer Lage der betrachteten Bevodlkerung. In deutschen Regionen liegt die
Pravalenz bei ca. 1,2 % [35]. Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem vierzigsten und
sechzigsten Lebensjahr, Ubereinstimmend liegt der Hohepunkt der Serumpositivitat
thyreoidaler Antikdrper in diesem Altersintervall [36]. Einheitlich zeigen die Studien eine
vielfach héhere Inzidenz bei Frauen [37]. Pathogenetisch ist bekannt, dass infiltrative und
humorale Immunreaktionen eine lokale Inflammationsreaktion provozieren. Diese
Inflammationsreaktion bedingt eine Destruktion der Thyreozyten und resultiert regelhaft in
einer funktionellen Stérung im Sinne einer Hypothyreose mit systemischen Symptomen wie

u.a. Abgeschlagenheit, Leistungsknick, Gewichtszunahme und verstarkter Kalteintoleranz.

Die Diagnose der HT erfolgt bei entsprechender klinischer Symptomatik mittels Nachweises
von Autoantikérpern und sonographischer Beurteilung des Schilddriisenparenchyms [38]. Die,
bei der HT typischerweise nachweisbaren Autoantikdrper richten sich gegen die Proteine
Thyreoperoxidase (TPO) und Thyreoglobulin (Tg). TPO ist ein transmembranares Enzym. Es
katalysiert den entscheidenden Schritt der Thyroxin- und Triiodthyroninproduktion, die
lodierung des Thyreoglobulins. Tg ist hingegen ein intraluminales Schilddrisenprotein, das
hauptsachlich der Speicherung der Schilddriisenhormone dient. Als weiteres Diagnosemittel
wird die Schilddrisensonographie eingesetzt. Dabei deutet ein echoarmes

Schilddrisenparenchym auf eine vorliegende HT hin [39].

Der atiologische Hintergrund der HT ist bisher nicht vollstandig evident. Familidre Haufungen
der HT deuten auf genetische Disposition bzw. auf flr die Erkrankung pradisponierende
Genotypen hin [33]. Diese kdénnen in Verbindung mit weiteren Risikofaktoren zu einem ,loss of
tolerance* des Immunsystems gegentber der Schilddrise fihren und somit die

Autoimmunerkrankung bedingen [40].

Die HT, wie ein Grolteil der Autoimmunkrankheiten, ist mit spezifischen humanen
Leukozytenantigen-Genotypen (HLA-Genotypen) assoziiert [41]. Die bislang mit kaukasischen
HT-Patientenkollektiven assoziierten HLA-Genotypen zeigen einen Zusammenhang zwischen
atrophischer HT und HLA-DRw3 [42], strumatéser HT und HLA-DR5 [43], sowie eine
Assoziation der HT mit u.a. HLA-DR4 [44], -DRB1*04, -DQw7 und -DQB1*0301 [44, 45], -
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DQA1*0301/2 [45] und -DQ7 [46] mit einem bis zu 4,7fach erhdhten relativen Risiko. Weitere,
immunologisch relevante Gene, mit deren Polymorphismen eine Assoziation zur HT gezeigt
wurde, sind u.a das cytotoxic T lymphocyte antigen-4 Gen (CTLA-4 Gen) [47], sowie das
protein tyrosine phosphatase nonreceptor-Type 22 Gen (PTPN22 Gen) [48]. Neben den
genetischen Faktoren stehen Umweltfaktoren in der Diskussion, die Pathogenese der HT zu
beeinflussen. Eine erhéhte lodzufuhr [49], Hepatitis C-Infektionen, sowie das u.a. zur
medikamentdsen Therapie der Hepatitis C eingesetzte Interferon a [50, 51] und das bei der
Therapie des malignen Melanoms eingesetzte Interleukin-2 [52] sind bisher mit vermehrtem

Auftreten einer HT assoziiert.

Ein kurativer Ansatz der Hashimoto Thyreoiditis konnte bisher nicht entwickelt werden.
Patienten, die sukzessive eine Hypothyreose entwickeln, werden bislang durch dauerhafte

Substitution von Schilddrisenhormonen in einen euthyreoten Stoffwechselzustand gefuhrt.

1.2.3 Kausale Zusammenhange der Koinzidenz

PTC und Hashimoto Thyreoiditis weisen als Gemeinsamkeit starke lymphozytare Infiltrationen
im Parenchym auf. Die Beobachtung, dass papillare Schilddriisenkarzinome und Hashimoto
Thyreoiditiden signifikant hdufiger gemeinsam auftreten als andere thyreoidale Pathologien,

lasst folgende Hypothesen zu:

l. Lokalinflammatorische Vorgange einer HT wirken prokarzinogen hinsichtlich PTCs.

Il Eine HT bei praexistentem PTC ist Ausdruck von Antitumorimmunitat.

Beide Hypothesen werden von aktuellen Studien weiterhin unterstitzt (Tab1.3). Einerseits wird
der Hashimoto Thyreoiditis eine prokarzinogene Wirkung auf das thyreoidale Struma
zugesprochen [53, 54]. Diese Annahme beruht u.a. auf der Beobachtung einer signifikant
erhohten Inzidenz von Inzidentalkarzinomen in chronisch lymphatisch inflammatorisch
verandertem Schilddrisenparenchym. Chronische Inflammationen sind bei diversen
Malignomen bereits anerkannte Risikofaktoren [55]. Im Fall des PTCs ist anzumerken, dass
die bloRe Beschreibung eines vermehrten Vorliegens des PTCs in HT veranderten
Schilddrisen den Aspekt der zeitlichen Entwicklung dieser beiden Pathologien nicht
bertcksichtigt. Da PTCs zu einem sehr langsamen Wachstum tendieren, ist es nicht
auszuschlie®en, dass die Entwicklung einer HT als Reaktion auf ein bereits vorliegendes,

latentes Mikrokarzinom folgt.

Im Gegensatz zur pradisponierenden Hypothese steht die Beobachtung, dass PTC-Patienten
mit begleitender HT kleinere Tumore, geringere Invasivitat, weniger Lymphknotenmetastasen
und eine geringere Rate an Rezidiven aufweisen. Ein von einer HT begleitetes PTC weist

klinisch eine verbesserte Prognose auf [56-58]. Dadurch lassen sich der HT ebenso protektive
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Eigenschaften im Sinne einer durch sie verkdrperte Antitumorimmunitdt zuordnen.

Einschrankend muss an diesem Punkt berlcksichtigt werden, dass PTCs aus
unterschiedlichen Kausalitaten entstehen (s.o. Tab. 1.1.). Differierende Kausalitaten kénnen
Karzinome hervorrufen, die sich hinsichtlich ihrer Charakteristika unterscheiden. Ein sich ggf.
auf dem Boden einer HT entwickelndes PTC konnte per se eine geringere Invasivitat

aufweisen als ein hereditares oder durch exogene Einflliisse bedingtes PTC.

Autor n HT vermittelte Prokarzinogener Kein prognostischer
Antitumorimmunitat Einfluss der HT Einfluss der HT
Song et al. 1369 Verbesserte Prognose,
2018 [57] weniger Persistenz/
Rekurrenz des
Karzinoms
Liang et al. 1392 Verbesserte Prognose,
2017 [56] geringere
TumorgréRe, weniger
LNM
Selek et al. 577 Geringeres
2017 [58] Tumorstadium

Carvalho etal. 633 Kein Einfluss auf
2017 [59] Tumorrekurrenz
Zhu F et al. 277 Geringere Anzahl von
2016 [60] zentralen LNM
Zhu Y et al. 1276  Geringere Inzidenz
2016 [61] lateraler und zentraler
LNM
Baser et al. 919 Bei PTMC seltener PTCs unabhangig der
2015 [62] Kapselinvasion, Grole zeigen keine
extrathyroidale histopatholog.
Ausbreitung und LNM Unterschiede
lliadou et al. 108 Tendenz zu
2015 [63] aggressiverem
Wachstumsverhalten
im Kindesalter
Park et al. 653 Kein Einfluss auf
2015 [64] Tumorstadium, LNM

Tabelle 1.3 Literaturiibersicht Die hier aufgefiihrten Publikationen evaluieren den Einfluss einer
Hashimoto Thyreoiditis (HT) auf ein vorliegendes papilldres Schilddriisenkarzinom (PTC) bzw.
papilldres Mikrokarzinom (PTMC), u.a. hinsichtlich Tumorgré8e und Lymphknotenmetastasen (LNM).
Aktuell unterstlitzt der Grof3teil der Publikationen die These der Antitumorimmunitét und demnach einen
positiven Einfluss der HT



Die beiden zunachst divergent wirkenden Annahmen des pradisponierenden, bzw. des
protektiven Einflusses der HT lassen sich durch eine weitere Hypothese zusammenfliihren. Es
ist zu profen, ob die Einflisse dieser beiden Erkrankungen aufeinander von
patientenspezifischen Attributen, wie u.a. HLA-Profilen abhangig sind. Somit lieRe sich die
Rolle der HT im Rahmen des PTCs weder als generell protektiv noch karzinogen ansehen,
vielmehr ware sie abhangig von den individuellen Voraussetzungen prokarzinogen oder

protektiv.

Im Hinblick darauf, dass Uberwiegend von einer Verbesserung der Prognose von PTC-
Patienten durch (HT-) Lymphozyteninfiltrationen berichtet wird, ist es letztendlich sowohl von
klinischer als auch von therapeutischer Relevanz Zu erforschen, ob
Antitumorimmunitatsmechanismen nachweisbar sind und durch welche Mechanismen diese
Protektivitdt vermittelt wird. Des Weiteren sollte die Frage nach individuellen
Patientenspezifika beantwortet werden, die potenziell Einfluss auf die intrathyroidalen

immunologischen Vorgange nehmen kénnen, z.B. HLA-Genotypen.

Der Nachweis antitumorimmunologischer Vorgange als endogene
Malignitatsabwehrmechanismen bei Patienten lieRe in der Folge die Ubertragung von bei
anderen Malignomen bereits etablierten immunoonkologischen Therapieansatzen zu. Diese
Therapien zielen via Beeinflussung von Immunoregulationsmechanismen auf eine
Verstarkung der Antitumorimmunitat. Vielversprechend sind in dieser Hinsicht v.a. sogenannte
Immuncheckpoint-Inhibitoren, z.B. cyfotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4-Inhibitoren
(CTLA-4-Inhibitoren) und programmed cell death 1-Signalweg-Inhibitoren (PD1-Inhibitoren)
[65].

1.3 Antitumorimmunitat

1.3.1 Die These der Antitumorimmunitat

Die These der Antitumorimmunitat grindet sich auf das Konzept der immune surveillance [66].
Diese Theorie basiert auf der Annahme, dass das menschliche Immunsystem, darunter auch
T-Zellen, neben der Abwehr von kdrperfremden Pathogenen auch Tumorzellen als solche
identifizieren kann und sie mittels Immunabwehrmechanismen eliminiert. Paul Ehrlich
postulierte bereits 1909, dass der menschliche Kdrper Uber einen durch Zellen vermittelten
Abwehrmechanismus verfligt, der neoplastische Zellen daran hindert, sich in Karzinome zu
entwickeln [67]. Er gilt somit als einer der ersten Beschreiber der immune surveillance [68].
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass einige Malignome mit Lymphozyteninfiltrationen im

Tumorgewebe eine signifikant bessere Prognose aufweisen als Malignome gleichen Stadiums
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ohne Infiltrationen [69]. Dies spricht fir einen immunologisch vermittelten hemmenden Einfluss
auf das Tumorgewebe. Die Tumorinfiltration durch T-Zellen zeigt, dass neoplastische Zellen
immunogene Eigenschaften besitzen und in der Lage sind, eine Immunantwort zu generieren.
Indes gelten chronisch inflammatorische Vorgange als Risikofaktoren gegenuber Karzinomen
[70]. Inwiefern die beim PTC beobachteten Infiltrationen somit pro- oder antikanzerogen sind,
scheint u.a. durch das Vorhandensein verschiedenster T-Zellsubpopulationen bzw. ihr
Verhaltnis  zueinander beeinflusst zu werden. Die Frage nach einzelnen
Tumorimmunitatsmechanismen ist insofern komplex, als dass das Mikromilieu des Tumors
malignomspezifisch modulierend auf die einzelnen Leukozyten zu wirken scheint. So wurden
einigen Subpopulationen der T-Zellen sowohl die Tumorprogression unterstiutzende
Eigenschaften, als auch antikarzinogenes Potenzial zugesprochen, wobei deren Ausrichtung
von den das Mikromilieu beeinflussenden Zytokinen bzw. Chemokinen abhangig zu sein
scheint [71]. Insgesamt wird zytotoxischen T-Zellen (CTLs von cytotoxic T lymphocytes) mit
Kostimulation durch T-Helferzellen (Th-Zelle), sowie naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und
naturlichen  Killer-T-Zellen ~ (NKT-Zellen) ein  hohes Potenzial zugesprochen,

Antitumorimmunitat zu vermitteln [72].

1.3.2 T-Zell-vermittelte Antitumorimmunitat

Im Folgenden werden die in diesem Zusammenhang relevanten T-Zellsubpopulationen und
ihre Funktionen, insbesondere hinsichtlich Tumorimmunitatspotenzial in Bezug auf das PTC,
vorgestellt. Allen T-Zellen gemein ist die Auspragung eines T-Zell-Rezeptors (TCR) und eines
cluster of differentiation 3 (CD3) -Rezeptormolekiils. Dieser TCR besteht im Allgemeinen aus
zwei Glykoproteinketten (a/B). Die weitere Unterscheidung der T-Zellen lasst sich anhand des
Nachweises unterschiedlicher Oberflachenmolekile treffen. Je nach Auspragung weiterer
Oberflachenmolekiile erfolgt die weitere Einteilung in Th-Zellen, CTLs, NKT-Zellen und yd T-

Zellen, sowie dysfunktionale T-Zellen, e.g. erschdpfte und anergische T-Zellen.

Th-Zellen exprimieren CD4 und lassen sich weiter in CD183 exprimierende T1-Helferzellen
(Th1-Zellen), CD194 exprimierende T2-Helferzellen (Th2-Zellen), Interleukin-17 (1I-17)
sekretierende T17-Helferzellen (Th17-Zellen) und 1I-10 (1I-10) sekretierende regulatorische T-
Zellen (Treg-Zellen) differenzieren. Th-Zellen tragen durch Sezernierung von Zytokinen zur
Stimulation der humoralen Immunantwort bei. Die Subgruppe der Th1-Zellen rekrutiert durch
Interferon-y (IFNy) vermittelte NK-Zellen und unterstitzt die zytotoxische Immunantwort der
CTLs [73], sowie der Makrophagen, die ebenso via IFNy Stimulation den lokal zytotoxischen
M1 Phanotyp ausbilden. Th2-Zellen dagegen sind in der Lage, die humorale Immunantwort
via Interleukin-4 (l1-4) Sekretion zu verstarken, sie werden aber die Tumorimmunitat betreffend

mittlerweile als zweischneidig diskutiert [73]. Sie férdern zum einen mittels Aktivierung von
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Makrophagen deren Auspragung zum M2 Phanotyp. Makrophagen dieses Phanotyps
supprimieren Immunantworten gegen den Tumor und unterstitzen den Tumorprogress via
verstarkter Angiogenese [74]. Andrerseits wird vermutet, dass ihre stimulierende Wirkung auf
die den Tumor infiltrierenden Granulozyten tumorhemmend wirkt [75]. Bei PTC-Patienten mit
vorliegender HT, denen, wie oben beschrieben, haufig eine verbesserte Prognose
zugesprochen wird, wurde ebenso bereits ein hdherer Level an Th2-assoziierten Interleukinen
nachgewiesen [76]. Daneben scheint insbesondere das Verhaltnis von Th1/Th2-Zellen von
besonderer Wichtigkeit, da bei manifesten Autoimmunvorgéangen regelmafRig eine

beeintrachtigte Balance dieses Verhaltnisses beobachtet wird [77].

Th17-Zellen bilden eine weitere Subgruppe von Th-Zellen. Wichtigstes Effektormolekul ist II-
17, welches in Zusammenhang mit der Verhinderung von Infektionen durch Rekrutierung von
Neutrophilen, aber auch, ebenfalls wie Th1-Zellen, in Verbindung mit der Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen steht [78, 79]. Eine Studie untersuchte bereits Th17-Zellen und II-17
in Hinblick auf thyreoidale Karzinome. Th17-Zellen scheinen in diesem Zusammenhang eine
eher protektive Rolle einzunehmen, da Anzahl der Th17-Zellen aus peripherem Blut invers mit

der vorliegenden TumorgroRe korrelierten [80].

Treg-Zellen, ebenso den Th-Zellen zugehoérig, nehmen mit der Suppression von
immunologischen Reaktionen eine besondere Rolle in der Tumorimmunitat ein. Unter
physiologischen Bedingungen ist inre Hauptaufgabe die Aufrechterhaltung der Selbsttoleranz
[81]. Differenzierungsmerkmal ist die Auspragung des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-
Protein P3 (FOXP3) und die Sekretion von 1I-10. Koharent mit der immunsuppressiven
Wirkung der Treg-Zellen zeigen zahlreiche Studien ein erhéhtes Vorkommen von Treg-Zellen
in Primartumoren [82] und in peripherem Blut von an Malignomen erkrankten Patienten [83].
Eine kulrzlich durchgefihrte Metaanalyse zeigt, dass Treg-Zellen bei Malignomen von
prognostischer Relevanz sind: eine héhere Anzahl Treg-Zellen bergen das Risiko eines
verschlechterten Outcomes [84]. Angezogen und stimuliert durch tumoreigene Faktoren wie
CC-chemokine ligand 21 oder tumoreigener Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
schwachen Treg-Zellen die Tumorimmunitat, behindern eine effektive Immunitat gegen das
Tumorgewebe und fordern somit das Tumorwachstum [85]. In Korrelation dazu wurden auch
im tumordsen PTC-Gewebe Treg-Zellen gefunden. Auch bei PTC-Patienten korreliert die Zahl
der Treg-Zellen mit aggressiveren Varianten des PTCs [82, 86]. Nicht nur der erhéhte Anteil
an Treg-Zellen scheint in diesem Zusammenhang von Bedeutung, vor allem die Verhaltnisse
von Th17-Zellen/Treg-Zellen und von Treg-Zellen/CTLs zeigen prognostische Relevanz. So
korreliert ein hohes Verhaltnis von Treg/CTLs im Tumorbett mit gréfieren Primartumoren und
tendenziell mehr Lymphknotenmetastasen, zusammengefasst mit einer eher negativen

Beeinflussung des Outcomes [87].
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CTLs exprimieren das Oberflachenmerkmal CD8 und I6sen durch Sekretion von Perforinen
und Granzymen den apoptotischen Zelltod in Zielzellen aus. lhre Rolle im Rahmen der
Tumorimmunitat ist nachdrucklich hervorzuheben. Durch ihre Fahigkeit, Tumorzellen via ihrer
Prasentation von gewebe- oder tumorspezifischen Antigenen auf major histocompatibility
complex (MHC) | Molekilen gezielt zu erkennen und zu lysieren werden sie als wichtigste
Zellgruppe der Tumorimmunitat diskutiert. Die beim PTC beobachteten Infiltrationen
beinhalten CTLs. lhr Impact wird bislang kontrovers diskutiert. Bisher wurde sowohl ein
Zusammenhang zwischen CTLs und verlangerter rezidivfreier Zeit gezeigt, als auch
dementgegen eine verkirzte tumorfreie Zeit bei verstarkter CTL Infiltration, da 68% der CTLs
kein Granzym B enthielten und somit ineffektiv waren [88, 89]. Bei HT-Patienten konnten
bereits epitopspezifische zytotoxische T-Zellen nachgewiesen werden, die sowohl TPO und
Tg als Antigene erkennen als auch direkt zytotoxisch auf Thyreozyten wirken und somit an den
das Schilddrusenparenchym destruierenden Prozessen der Hashimoto Thyreoiditis beteiligt
sind [90]. In Hinblick auf die bei HT und PTC vorliegenden Lymphozyteninfiltrationen stellt sich
die Frage, inwiefern auch bei PTC-Patienten epitopspezifische T-Zellen vorliegen und
zytotoxische T-Zellen ihre Bedeutsamkeit in der Tumorimmunitat in diesem Fall nicht durch die
Erkennung von tumorspezifischen Antigenen erlangen, sondern durch die Erkennung
gewebespezifischer Peptide, die sowohl in Thyreozyten als auch in Zellen des PTCs zu finden

sind.

Tumore entwickeln gewisse Mechanismen, mit Hilfe derer sie der immune surveillance des
Kdrpers entgehen. Ein solcher Escape-Mechanismus des Tumors ist das Herbeifihren
dysfunktionaler T-Lymphozyten. Dazu zahlen anergische und erschopfte T-Zellen (exhausted
T-cells). Anergische Zellen entstehen durch solitare Stimulation des TCR ohne
costimulatorische Signale, wahrend erschopfte Lymphozyten dysfunktionale CD4+ oder CD8+
Lymphozyten darstellen, die sowohl eingeschrankte Effektorfunktionen aufweisen als auch
inhibitorische Oberflachenmolekiile, e.g. PD-1, CTLA-4, T cell immunoglobulin mucin 3 (Tim-
3), exprimieren [91, 92]. lhre Entstehung wird durch anhaltende antigenvermittelte TCR-
Stimulation hervorgerufen. In regionalen Metastasen der differenzierten
Schilddrisenkarzinome konnten bereits erschopfte T-Zellen nachgewiesen werden, die
hauptsachlich die Fahigkeit, Effektorinterleukine zu sezernieren, verloren haben [91]. lhre

Proliferationsfahigkeit schien dagegen weitgehend erhalten [91].

CD4- und CD8- T-Zellen werden bei Auspragung von CD56 zu den NKT-Zellen gezahlt. Diese
erkennen Lipidantigene und haben einen hohen Stellenwert in der immune surveillance. Sie
kénnen Tumorzellen direkt oder via Aktivierung von NK-Zellen lysieren [71]. In

Zusammenhang mit PTCs wurden sie noch nicht eingehend beschrieben.
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Pragen T-Zellen weder CD4 noch CD8 noch CD56 Oberflachenmoleklle aus, gelten diese
Zellen als doppelnegative T-Zellen (DN T-Zellen). Kurzlich wurden DN T-Zellen erstmals als
dominanter Zelltyp in den Lymphozyteninfiltraten des PTCs nachgewiesen [93]. Wahrend sie
bei diversen Malignomen bereits als Mediator der Tumorimmunitat beschrieben wurden [94],
werden sie hinsichtlich des papillaren Schilddriisenkarzinoms als hemmender Einfluss auf die

Tumorimmunitat gewertet [93].

6 T-Zellen weisen statt des regularen af T-Zellrezeptors einen yd Rezeptor auf. Sie nehmen
unter den Populationen insofern eine besondere Rolle ein, als dass ihnen die Verbindung
zwischen angeborenem und adaptivem Immunsystem zugeschrieben wird [95]. Sie sind
insbesondere nicht auf eine Aktivierung via Antigenprasentation auf MHC | Molekile
angewiesen und sind in der Lage, auf Marker zellularen Stresses ebenso wie auf maligne
Prozesse zu reagieren [96, 97]. Bei malignen Prozessen kdnnen yd Zellen via Sekretion von
inflammatorischen Mediatoren wie IFNy und Tumornekrosefaktor a (TNFa) indirekt
Antitumorimmunitat verstarken, aber auch durch Freisetzung von Granzymen und Perforinen
direkt die Apoptose in Tumorzellen auslésen [98]. Immer mehr klinische Studien werden mit
dem Ziel durchgefiihrt, die yd Zellen zu aktivieren oder ihre Aktivitat zu erhéhen, wie z.B. durch
autologe Zelltherapien mittels Reinfusion der Zellen nach erfolgter Vervielfaltigung in vitro [99].
Anderseits wurde bei verschiedenen Malignomen die verstarkte Infiltration des Tumorgewebes
durch yo T-Zellen bisher als prognostisch unginstiges Zeichen beschrieben [100]. Hier ist
neben der Hypothese des Tumorenhancements durch yd Zellen vor allem die verstarkte
Infiltration der Zellen als Reaktion auf einen schwerwiegenden Tumorprozess denkbar. [0 T-
Zellen scheinen im Zusammenhang mit differenzierten Schilddrisenkarzinomen bisher nicht

naher analysiert worden zu sein.

1.3.3 Antitumorimmunitat und epitopspezifische T-Zellen

Das am besten erforschte Malignom mit einhergehender Antitumorimmunitat ist das maligne
Melanom. Die Hypothese der Antitumorimmunitat wurde bei malignen Melanomen ahnlich wie
beim PTC auf der Beobachtung beruhend formuliert, dass maligne Melanome begleitet von
einer autoimmun bedingten Vitiligo als Komorbiditat verbesserte Prognosen aufweisen [101].
Als Erklarungsansatz fur dieses Phanomen konnten bei dem mit Vitiligo assoziierten malignen
Melanom mittlerweile epitopspezifische zytotoxische T-Zellen (epitopspezifische CTLs)
identifiziert werden [102].

Epitopspezifische CTLs kdnnen zum einen gegen gewebespezifische Epitope, zum anderen
gegen tumorspezifische Epitope gerichtet sein [103]. Gewebespezifische CTLs erkennen im
Beispiel Vitiligo u.a. Epitope, die durch Gene wie Melan-A/MART-1 codiert werden [103]. Diese

Epitope werden in Melanozyten und auch in Melanomzellen exprimiert. In der Folge geht von
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ihnen eine tumorhemmende Zytotoxizitat gegenlber Melanomzellen aus, zeitgleich bedingt
ihre Zytotoxizitat gegenuber nicht entarteten Melanozyten eine Vitiligo. Tumorspezifische
CTLs hingegen sind gegen Antigene gerichtet, die spezifisch auf Tumorzellen prasentiert
werden. Die Prasentation dieser Antigene kann auf einer durch den Tumor verstarkten
Expression von Genen beruhen, die unter physiologischen Bedingungen nicht exprimiert
werden [103]. CTLs kénnen aber auch gegen Antigene gerichtet sein, die durch stattgehabte
Mutationen in Tumorzellen tumorspezifisch verandert sind [103], bisher u.a. im Rahmen von
grofRzelligen Lungenkarzinomen und hamatoonkologischen Malignomen beschrieben [104-
106].

Auf der Entdeckung und Charakterisierung dieser spezifischen tumorreaktiven T-Zellen sollen
neue Methoden basieren, die diese kdrpereigene Antitumorimmunitat therapeutisch gezielt
nutzen. In dieser Hinsicht vielversprechend ist die Etablierung einer adoptiven Zelltherapie und
weiterhin einer dendritischen Zelltherapie. Die adoptive Zelltherapie soll die Effektivitat
tumorspezifischer CTLs durch Applikation von in vitro stimulierten spezifischen CTLs erhdhen
[107]. Die dendritische Zelltherapie soll durch die Applikation von in vitro mit Tumorantigenen
gepulsten dendritischen Zellen dazu flihren, dass dendritische Zellen Tumorantigene
gegenuber dem adaptiven Immunsystem als kérperfremd prasentieren und somit ein Priming
der zytotoxischen Lymphozyten sowie T-Helferzellen mit resultierender effektiver Erkennung

und Eliminierung von Tumorzellen erfolgt [108, 109].

Mit dem Hintergrund, dass sowohl HT-Patienten als auch der Grofteil der PTC-Patienten
Lymphozyteninfiltrationen in der Schilddruse aufweisen und bei HT-Patienten zirkulierende,
gewebespezifische CTLs mit zytotoxischem Potenzial gegeniliber Thyreozyten nachgewiesen
wurden [90], soll in dieser Arbeit das Vorliegen gewebe- bzw. thyreoidspezifischer CTLs bei
PTC-Patienten analysiert werden und mit patientenspezifischen Merkmalen sowie dem

klinischem Verlauf der Patienten korreliert werden.

1.3.4 HLA-abhangige Tumorimmunitat

Inwiefern oben beschriebene Mechanismen der Antitumorimmunitat abhangig von der
spezifischen, interindividuellen Auspragung von HLA-Merkmalen sind, ist weitgehend
unerforscht. MHC | und MHC Il Komplexe nehmen eine entscheidende Rolle in der
Prasentation von Tumorantigenen gegeniber CD8+ und CD4+ T-Zellen ein, somit ist ein
Einfluss  unterschiedlicher HLA-Allele mit moglicherweise dadurch  bedingten

Konformationsanderungen der Peptidbindungstasche denkbar.
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1.4 Ziele der Arbeit

Konkret weisen viele Studien nach, dass ein PTC, das mit einer HT auftritt, ein verbessertes
klinisches Outcome verglichen mit Karzinomen ohne Begleitthyreoiditis hat [56, 57]. Aus dieser
Beobachtung resultiert die Hypothese, dass das Fortschreiten des PTCs durch diese

Autoinflammation im Sinne einer Antitumorimmunitat gehemmt wird.

Ziel der Arbeit ist es, mittels Analyse der T-Zellsubpopulationen und Prifung der zytotoxischen
T-Zellen auf Epitopspezifitdt Hinweise fir Antitumorimmunitatsmechanismen zu eruieren. Um
zunachst die T-Zellsubpopulationen zu charakterisieren, sollen diese bei PTC-Patienten, HT-
Patienten und Kontrollen durchflusszytometrisch gemessen und miteinander verglichen
werden. Bei HT-Patienten wurden bereits epitopspezifische CTLs flr Epitope der
Thyreoperoxidase (TPO1, TPO2, TPO3) und des Thyreoglobulins (Tg1, Tg2 und Tg3) mit
zytotoxischem Potenzial gegenlber Thyreozyten nachgewiesen [90]. Analog dazu wird in
dieser Dissertation das Vorliegen von epitopspezifischen CTLs bei PTC-Patienten untersucht,

sowie deren Verhalten nach Stimulation mit den o.g. TPO und Tg Epitopen.

In der Literatur sind bereits zahlreiche fir PTCs pradisponierende HLA-DR und -DQ
Allelvarianten beschrieben. Diese Gene codieren HLA-Klasse-II-Molekile und nehmen u.a.
hinsichtlich Beeinflussung der Kostimulation von CTLs eine zentrale Rolle in der
Tumorimmunitat ein. Um den genetischen Einfluss der HLA-DR und -DQ Allelvarianten auf
den Verlauf von PTCs und auf ggf. bestehende Antitumorimmunitatsmechanismen zu
interpretieren, sollen die PTC-Patienten typisiert und HLA-Einflliisse auf den klinischen Verlauf
der Patienten, sowie auf epitopspezifische CTLs erfasst werden. Mittels dieser Analyse soll
die Frage beantwortet werden, ob die Hypothese einer Tumorimmunitat bei PTCs um den
Unterpunkt des Einflusses individueller patienteneigener Faktoren auf vorliegende
Tumorimmunitat bzw. deren Effektivitat erweitert werden kann. Die Arbeitshypothese der
Dissertation ist somit, dass das vorliegende HLA-Muster des betroffenen Patienten auf

ablaufende Tumorimmunitatsprozesse Einfluss nimmt.

Mit dem Nachweis outcome-relevanter Antitumorimmunitatsmechanismen koénnte zuklnftig
der Einsatz neuer Immunotherapeutika bei therapierefraktaren PTCs ermdglicht werden. T-
Zell Checkpointinhibitoren wie CTLA-4-Inhibitoren oder PD-1-Inhibitoren sind in der Lage, die
Regulation der T-Zellen im Sinne einer Verstarkung der Immunantwort zu modulieren. Bei
vorliegender Antitumorimmunitat kdnnte diese demnach therapeutisch verstarkt werden. In der
Therapie von malignen Melanomen, dem am besten erforschten Malignom mit
einhergehender, bereits nachgewiesener, prognoserelevanter Antitumorimmunitat, sind diese

Therapeutika etabliert und fir nicht resezierbare maligne Melanome zugelassen [65].
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektive

Fir die Analyse humaner T-Zellen hinsichtlich Quantifizierung der Subpopulationen und
Bestimmung der Epitopspezifitdt wurden Blutproben von PTC-Patienten, HT-Patienten und
gesunden Kontrollpersonen (HP) akquiriert. In die Analyse der T-Zellsubpopulationen wurden
PTC-Patienten, HT-Patienten und schilddriisengesunde Kontrollen eingeschlossen (s. Tab.
2.1). Nach schriftlich erhaltenem Einverstandnis wurde ihnen jeweils ein Cell Preparation
Tube™ (CPT™) peripheren Blutes abgenommen. In die PTC-Gruppe wurden Patienten mit
histologisch gesicherter Diagnose eines PTCs eingeschlossen, unabhangig von bereits
erfolgter Therapie. Die meisten hier analysierten Patienten weisen sowohl Zustand nach (Z.n.)

Thyreoidektomie, als auch Z.n. Radioiodtherapie auf.

Geschlecht ¢ Alter

Analyse Kohorte Weitere Differenzierung Anzahl (n) (m/f) (Jahren)
T-Zellsub- PTC 94 27167 52
populationen
davon aktiv, Tg > 0,2 ng/ml| 15 6/9 52
davon Lymph- und/ oder 30 9/21 49
Fernmetastasen
HT 51 11/40 46
HP 17 6/11 32
Tetramer- PTC 97 25/72 53
analyse
davon aktiv, Tg > 0,2 ng/ml 11 4/7 56
davon Lymph- und/ oder 39 14/25 53
Fernmetastasen
HT 14 3/11 51
HP 14 5/9 33

Tabelle 2.1 Metrische Daten der Kohorten Anzahl (n), Geschlechterverhéltnis ménnlich/weiblich (m/f)
und Durschnittsalter in Jahren der analysierten Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC
von ,papillary thyroid cancer*), Hashimoto Thyreoiditis (HT) und Kontrollen (HP von ,healthy person*)

Das PTC-Kollektiv wurde mittels Nachweises des Tumormarkers Tg differenziert in Patienten
mit V.a. ein aktives Tumorleiden (Tg > 0,2 ng/ml) und Patienten in Remission (Tg unterhalb

der Nachweisgrenze). Des Weiteren wurden innerhalb des PTC Kollektivs metastasierte PTCs
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(laut TNM Kilassifikation N1, N2 und/oder M1) mit nichtmetastasierten PTCs verglichen. Die
Einschlusskriterien der HT-Kohorte erflllten Patienten, die sowohl sonographisch diffus
inhomogenes Schilddrisenparenchym, als auch mindestens dreifach Gber die Norm erhéhte
TPO-Ak (= 105 mlU/ml) und/oder Tg-Ak (= 120 mlU/ml) bei unauffalligen TSH-Ak (<0,3
miU/ml)

Schilddrisenanamnese herangezogen. Der Durchfihrung dieser Studie wurde am 13.05.2013

aufwiesen. Als Kontrollen wurden Probanden mit bisher blander

durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat zugestimmt, Studiennummer 4244.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Materialien Handelsname Firma Firmensitz

24 Well-Platte Nunclon™ Delta Thermo Scientific Roskilde,
Surface Danemark

FACS-Rohrchen FACS tubes Sarstedt NUmbrecht,

Falcons

Filter

Kulturplatten

Pipetten

Pipetten

Pipettenspitzen

Zahlkammer nach

Neubauer

Zellpraparations-
réhrchen

Cellstar® tubes
PreSeperation Filter
Nunclon™Delta
Surface

Eppendorf Reference
Costarstripette
Tip-One
Zahlkammer nach

Neubauer

CPT™-Réhrchen

Greiner bio-one

Miltenyi Biotec

Thermo Scientific

Eppendorf

Corning Incorporated

Starlab

Marienfeld-Superior

BD Pharmingen

Deutschland

Frickenhausen,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Roskilde,
Danemark

Hamburg,
Deutschland

New York,
USA

Hamburg,
Deutschland

Marienfeld,
Deutschland

Franklin Lakes,
USA

Tabelle 2.2 Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Tetramere

Tetramer Aminosaurensequenz Hersteller

TPO1 LLIGGFAGL Glycotope Biotechnology
TPO2 ALAVLSVTL Glycotope Biotechnology
TPO3 ALSEDLLS Glycotope Biotechnology
Tg1 GLLDQVAAL Glycotope Biotechnology
TG2 GLREDLLSL Glycotope Biotechnology
TG3 SLQDVPLAAL Glycotope Biotechnology
Ovalbumin - Biorbyt

Tabelle 2.3 Tetramere Die Firmensitze der genannten Hersteller befinden sich in Cambridge, GB
(Biorbyt) und Heidelberg, D (Glycotpe Biotechnology)

2.1.4 Antikorper

Antikoper Spezies Isotyp Fluorochrom Hersteller

Maus IgG1 PerCP BD

Maus IgG1 PE BD

Maus IgG1 K APC BD

Maus IgG2a FITC BD

Maus IgG2b PE BD

Maus IgM K FITC BD

Maus IgG2a PE BD

Ratte IgG2a PE BD

Maus IgG2b APC BD

Maus IgG2a PerCP BD
CCR4 Maus-antiHuman APC R&D Systems
CD107a Maus-antiHuman PE BD Pharmingen
CD14 Maus-antiHuman PE BD
CD183 Maus-antiHuman PE BD Pharmingen
CD197 Maus-antiHuman PerCP BD Pharmingen
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Antikoper

Spezies

Isotyp

Fluorochrom

Hersteller

CD1a
CD272
CD279
CD4
CD4
CD45
CD45
CD45
CD45
CD45
CD56
CD62L
CD8
FoxP3
HLA-A2
HLA-DR
-17
Ki-67
PD1
TCR aff

TIM3

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

Maus-antiHuman

PE

PE

FITC

PE

APC

FITC

PerCP

PE

APC

FITC

APC

FITC

APC

APC

PE

FITC

PE

FITC

FITC

FITC

PE

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
Miltenyi Biotec
BD Pharmingen
BD

BD

BD

BD

BD

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD

Miltenyi Biotec
BD

BD

BD Pharmingen
BD

BD Pharmingen
BD Pharmingen

R&D Systems

Tabelle 2.4 Fiir Durchflusszytometrie genutzte Antikérper Verwendete Antikbrper (Ak) mit den
Fluorochromen Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin Chlorophyll Protein
(PerCP) und Allophycocyanin (APC). Die Firmensitze der genannten Hersteller befinden sich in San
Jose, USA (BD), Franklin Lakes, USA (BD Pharmingen), Minneapolis, USA (R&D Systems) und
Bergisch Gladbach, Deutschland (Miltenyi Biotec)
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2.1.5 Puffer und Medien

Puffer/Medium Konzentration Hersteller
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 1x Gibco
Erythrocyte-Lysis-Puffer 1x Qiagen
Cytofix/Cytoperm Puffer 1Xx BD Biosciences
Fixation/Permeabilization Solution Kit 1x BD Biosciences
MACS-Puffer 1x Miltenyi Biotec
Perm/Wash Puffer 1x BD Biosciences
RPMI Medium 1640+Glutamax ™ 1x Gibco

TF Diluent Puffer 1x BD Bioscences

Tabelle 2.5 Puffer und Medien Die Firmensitze der genannten Hersteller befinden sich in Saranac,
USA (Gibco), Hilden, D (Qiagen), Franklin Lakes, USA (BD Biosciences), Bergisch Gladbach, D
(Miltenyi Biotec)

2.1.6 Weitere Substanzen

Substanz Bezeichnung Hersteller

1l-2 Recombinant Human II-2 Protein R&D Systems

-7 Recombinant Human II-7 Protein R&D Systems

115 Recombinant Human [I-15 Protein R&D Systems

DMSO 50% HyBRI-MAX D2650 Sigma Aldrich

TPO1 LLIGGFAGL Glycotope Biotechnology
TPO2 ALAVLSVTL Glycotope Biotechnology
TPO3 ALSEDLLS Glycotope Biotechnology
Tg1 GLLDQVAAL Glycotope Biotechnology
TG2 GLREDLLSL Glycotope Biotechnology
TG3 SLQDVPLAAL Glycotope Biotechnology

Tabelle 2.6 Weitere Substanzen Interleukine (ll) 2, 7 und 15, Dimethylsulfoxid (DMSQ) und verwendete
Epitope der Thyreoidperoxidase (TPO 1-3) und des Thyreoglobulins (Tg1-3). Die Firmensitze der
genannten Hersteller befinden sich in Minneapolis, USA (R&D Systems), St. Louis, USA (Sigma
Aldrich), Heidelberg, D (Glycotope Biotechnology)
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2.1.7 Gerate

Gerat Geratebezeichnung Hersteller Firmensitz
Brutschrank HeraCell® Heraeus Hanau, D
Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgerate Eberstadt, D
Durchflusszytometer FACSCalibur® BD San Jose, USA
Mikroskop Lichtmikroskop Hund Wetzlar, D
Sterilbank HeraSafe® Heraeus Hanau, D
Zentrifuge ROTIXA/RP® Hettich Tuttlingen, D
Zentrifuge Universal30RF® Hettich Tuttlingen, D
Tabelle 2.7 Verwendete Geriéte
2.1.8 Software
Anwendung Software Hersteller Firmensitz
Facs Calibur CellQuest Pro™ BD San Jose, USA
Statistische Auswertung Microsoft Excel 2013 Microsoft Redmond, USA
GraphPad Prism 6 Graphpad La Jolla, USA
SPSS Statistics 24 IBM Armonk, USA

Tabelle 2.8 Verwendete Software
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung/lsolation peripherer mononuklearer Zellen

Die in diese Studie eingeschlossenen Patienten stammen aus dem Patientenkollektiv des
Funktionsbereichs Spezielle Endokrinologie der Universitatsklinik Disseldorf bzw. dem
Patientenkollektiv der Julicher Nuklearmedizin (Klinik fur Nuklearmedizin, Standort Julich).
Den Patienten wurde nach schriftlich erhaltenem Einverstéandnis je ein CPT™ Blut
abgenommen. Sowohl die Analyse der T-Zellsubpopulationen, als auch die Tetrameranalyse
epitopspezifischer T-Zellen setzen isolierte periphere mononukleare Blutzellen (PBMCs von
peripheral blood mononuclear cells) voraus. Die CPT™ beinhalten ein kombiniertes
Dichtetrennschichtsystem, welches PBMCs durch Zentrifugation dauerhaft von Ubrigen
Blutzellen abtrennt und somit isoliert. Am Tag der Abnahme der jeweiligen Patientenprobe
erfolgte zeitnah die Zentrifugation mit 3200 U/min bei 20° C Gber 20 min. Im Anschluss daran
wurde das Blutplasma in ein Falcon abpipettiert und die PBMCs Uber einen Zellfilter (100um
oder 80um) in ein weiteres Falcon Uberfiihrt. Nach zweimaligem Waschen und der Zugabe
von Erythrozyten-Lyse-Puffer (Erylyse-Puffer) zur Entfernung noch verbliebener
Erythrozytenreste lagen isolierte PBMCs vor, die, je nach anstehender Analyse (s.u.), gefarbt
wurden [110].

2.2.2 HLA-A2 Typisierung

Da im Verlauf HLA-A0201 spezifische Tetramere genutzt wurden, wurden alle
Studienteilnehmer HLA-A0201 typisiert [110]. Daflir wurden 50 ul fetal calf serum (FCS) mit
30 ul Patientenblut gemischt und funf Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden der
Negativkontrolle 5 pl CD45 Fluorescein-Isothiocyanat-Ak (FITC-Ak) und 5 ul 1gG2b
Phycoerythrin-Ak (Pe-Ak) hinzugefligt, der Positivkontrolle CD45 PE-Ak hinzugegeben. Der
fur die HLA-A0201 Typisierung genutzten Patientenprobe wurden 5 pul CD45 FITC-Ak und 5 pl
HLA-A2 PE-Ak hinzugeflgt und alle Proben wurden 15 min lichtgeschitzt inkubiert. Nach
Zugabe von 2 ml Erylyse-Puffer und erneuter 15-minutiger Inkubation erfolgte die Zugabe von
1 ml magnetic-activated cell sorting (MACS) Puffer und die Zentrifugation der Proben (1400
rpm, 5 min, 4°C). Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in 300 pl Erylyse-Puffer

resuspendiert und anschlieliend durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.3 Analyse der T-Zellsubpopulationen

T-Zellsubpopulationen sind anhand der Expression unterschiedlicher Oberflachenmolekiile zu

differenzieren (s. Kapitel 1.3.2). Mittels Nachweises dieser sogenannten Oberflachenmarker
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kénnen die vorliegenden Anteile der jeweiligen Subgruppen patientenspezifisch quantifiziert
werden. Die Anteile der T-Helferzellen, CTLs, DN T-Zellen, Th1- und Th2-Zellen, NK-T-Zellen,
5 T-Zellen, aktivierten zytotoxischen T-Zellen, erschdpften T-Zellen und anergischen T-Zellen
wurden mittels des in Tabelle 2.9 aufgefihrten Farbeschemas bestimmt. Daflr wurden die
zuvor isolierten PBMCs mit phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) gewaschen und gezahit
(vgl. Tab. 2.2). AnschlieRend wurden sie fur die zu farbenden Probenansatze (vgl. Tab. 2.9)
zu gleichen Teilen aufgeteilt. Nach Zugabe von 50ul FKS erfolgte die Zugabe des jeweiligen
Antikorpers (vgl. Tab. 2.4). Die verwendeten Ak waren alle mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Genutzt wurden die Fluorochrome Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin
(PE), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC). Nach Zugabe der Ak
wurden die Proben 20 min auf Eis inkubiert. Ungebundene Ak wurden durch die Zugabe von
PBS, erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Uberstandes entfernt. AnschlieRend folgte

die durchflusszytometrische Messung der gefarbten Zellen.

Probenansitze FITC-Ak PE-Ak PerCP-Ak APC-Ak
Kontrolle 1 CD45 Ms IgG1 k - Ms 1gG2b
Kontrolle 2 Ms IgMk CD45 - Ms IgG1 k
Kontrolle 3 Ms IgG1 & Rat IgG2a CD45 -
Kontrolle 4 - Ms IgG2a Ms IgG2a CD45
T1- und T2-Helferzellen af TCR CXCR3 CD4 CCR4
Natiirliche Killer- af TCR CD1a CD56
T-Zellen

5 T-Zellen s TCR CD4 CD8
Aktiv. zytotox. T-Zellen af TCR CD107a --- CD8
Erschopfte T-Zellen PD1 TIM3 CD4 CD8
Anergische T-Zellen af TCR CD272 CD4 CD8

Tabelle 2.9 Pipettierschema T-Zellsubpopulationen Aufgefiihrt ist das AntikGérper-Pipettierschema
der Oberflachenfarbung zur Bestimmung der Anteile der unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen. Es
wurden Antikérper (Ak) mit den Fluorochromen Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC) verwendet

2.2.4 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine quantitative Messmethode, die, mittels Erfassung von z.B.
GrofRe und Granularitat des Zytoplasmas, unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren vermag

[111]. Des Weiteren ist mit Hilfe der fluoreszenzaktivierten Durchflusszytometrie (FACS) die
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Bestimmung von Oberflachenmolekilen oder auch intrazelluldren Proteinen moglich. Die
Messung basiert darauf, dass die zu analysierenden Zellen nacheinander durch eine diinne
Messkammer flieRen und hier einzeln von einem Laserstrahl beschossen werden. Die durch
das Auftreffen auf die Zellen erzeugte Streuung (scatter) des Laserlichtes wird im
Vorwartsstreuwinkel (fsc) und Seitenstreuwinkel (ssc) erfasst und ist abhangig von
Zelleigenschaften wie Grolke oder Granularitat [111]. So ergibt sich fir jeden Zelltyp je nach
typischer Grofle und Granularitdt ein charakteristisches fsc/ssc Profil, welches aber
interindividuell Variationen aufweisen kann (s. Abb. 2.1). Wurden die Zellen vorher mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert (s. Kapitel 2.2.3), emittieren die durch die Laserenergie
angeregten Fluoreszenzfarbstoffe Energie in Form von Photonen. Die Konzentration der
emittierten Photonen ist dabei proportional der Menge an die Zellen gebundener Antikdrper
(Ak) [111]. Die emittierten Photonen werden durch vorhandene fluoreszenzspezifische
Photodioden erfasst. Voraussetzung fur die Differenzierung der Fluoreszenzsignale ist ein
jeweils flr ein Fluorochrom spezifisches Emissionsspektrum. Die Emissionsspektren der
genutzten Fluorochrome sind in Tabelle 2.10 dargestellt. Die zu analysierenden Proben

wurden mittels des Durchflusszytometers FacsCalibur (s. Tab. 2.7) gemessen.

Anregungswellenldnge Extinktionsmaximum Emissionsmaximum
Fluorochrom
(nm) (nm) (nm)
FITC 488 494 520
PE 488; 532; 561 496 578
PerCP 488; 532 482 678
APC 633; 635; 640 650 660

Tabelle 2.10 Emissionsspektren der genutzten Fluorochrome FITC (Fluorescein-Isothiocyanat), PE
(Phycoerythrin), PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) und APC (Allophycocyanin) Herstellerangaben
BD Biosciences beziiglich Durchflusszytometer FacsCalibur

2.2.5 Auswertung der T-Zellsubpopulationsanalyse

Die Auswertung der durchflusszytometrisch erhobenen Daten erfolgte mit dem Programm
CellQuest Pro™ (s. Tab. 2.8). Als erster Schritt der Auswertung wurde der Fsc/Ssc der
jeweiligen Patientenprobe als dot plot dargestellt. Unterschiedliche Zelltypen unterscheiden
sich durch Charakteristiken wie Groéfle und Granularitdt. Es ergibt sich ein typisches
Populationsmuster, welches interindividuell variiert (s. Abb.2.1). Mittels Eingrenzung des
Gates auf die zu analysierenden Populationen kénnen fur die Messung nicht relevante Zellen
und Zelldebris fur die Analyse ausgeschlossen werden. Im Anschluss daran wurde jede
untersuchte T-Zellsubpopulation separat mittels dot plot Analyse ausgewertet. Dabei wurden

die Gates nach den im dot plot sichtbaren Zellpopulationen gesetzt. Uberlappten diese oder
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war eine Abgrenzung nicht eindeutig moglich, wurden Histogramme der einzelnen Parameter
erstellt. In diesen spiegeln zwei Peaks die positive und negative Zellpopulation wider und der
Grenzwert wird ersichtlich. Die Plausibilitdt des gesetzten Gates wurde jeweils anhand der

Positiv- und Negativkontrollen geprift.
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Abb. 2.1: Forward/side scatter der PBMCs Vergleich der peripheren mononukledren Zellen (PBMCs)
im forward/side scatter zweier Probanden (Proband A und Proband B)

2.2.6 ldentifikation regulatorischer T-Zellen mittels intrazellularer Farbung

Ein wesentliches Nachweiskriterium regulatorischer T-Zellen ist neben dem Nachweis der
Oberflachenmolekile CD25 und TCR aufRerdem der Nachweis des Transkriptionsfaktors
FoxP3. Da FoxP3 intrazellular vorliegt, muss die Oberflachenfarbung methodisch um eine
intrazellulare Farbung erweitert werden. Nach erfolgter Oberflachenfarbung der PBMCs

(Pipettierschema s. Tab. 2.11) erfolgte somit die Zugabe von 100 pl Cytofix/Cytoperm Lésung.

Probenansitze FITC-Ak PE-Ak PerCP-Ak APC-Ak
Kontrolle Ms IgM k Ms 1gG1 k Ms 1gG2a Ms 1gG1 k
Treg af TCR CD25 CDh4 FoxP3

Tabelle 2.11 Pipettierschema T-Zellsubpopulationen, intrazelluldre Fédrbung Aufgefiihrt ist das
Antikérper-Pipettierschema der Oberfldchenférbung, erweitert mit der intrazelluldren Fédrbung zur
Bestimmung der Anteile der Treg-Population. Es wurden Antikérper (Ak) mit den Fluorochromen
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und
Allophycocyanin (APC) verwendet

Nach 20 min Inkubationszeit bei 4°C wurden die Proben mit Zugabe von 2 ml Perm/Wash
Lésung gewaschen und anschlielend das Zellpellet mit 50 uyl Perm/Wash Losung

resuspendiert. Dazu wurden 5 pl des Ak der intrazellularen Farbung (FoxP3) pipettiert und 30
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min bei 4°C lichtgeschutzt inkubiert. Ungebundene Ak wurden im Anschluss mit erneuter
Zugabe von Perm/Wash Puffer und Zentrifugation mit anschlieendem Verwurf des
Uberstandes entfernt. Das Zellpellet wurde in Perm/Wash Ldsung resuspendiert und

durchflusszytometrisch analysiert.

2.2.7 Tetrameranalyse zur Bestimmung Schilddrisen-spezifischer T-Zellen

Mit der Entwicklung der Tetrameranalyse 1996 ermoglichten Altman et al. die Detektion
epitopspezifischer T-Zellen [112]. Die dabei eingesetzten Tetramere bestehen aus einem
Komplex von vier MHC-Molekulen, der von einem zentralen Streptavidin-Molekul stabilisiert
wird. Da MHC-Monomere eine hohe Dissoziationsrate aufweisen, wird der Vorteil der erhohten
Bindungsstarke der Tetramerformation genutzt, die bei Bindung von mehr als einem MHC-
Molekul pro Zelle vorliegt. Die MHC-Molekile tragen das jeweilige Peptid, fur das die
Epitopspezifitat der T-Zellen gepriift wird. Fir die Analyse wurden 1 x 108 PBMCs nach
erfolgter Isolation in 1200 pl MACS Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 800 ul FCS und
200 ul Fc receptor blocking agent wurden zu 1 x 108 PBMCs 5 pl des jeweiligen Tetramers
hinzugefigt und die Probe eine Stunde auf Eis inkubiert (s. Tabelle 2.3) [110]. Die gewahlten
Tetramere und korrespondierenden Peptide wurden abhangig von ihrer kalkulierten
Bindungsstarke gegeniber MHCs ausgesucht. Dazu wurde die Datenbank SYFPEITHI
genutzt, die mehr als 7000 Peptidsequenzen mit Bindungsmdglichkeit an MHC Molekile der
Klasse | und Il verzeichnet [110]. Bindungsstarken ab 215 werden als hoch immunogen
bezeichnet. Die hier ausgewahlten Tetramere weisen Bindungsstarken zwischen 29 bis 31
auf. Des Weiteren sind die ausgewahlten Tetramere HLA-A0201 spezifisch, zum einen
begriindet durch die hohe Pravalenz dieses HLA-Typs in der kaukasischen Bevdlkerung, zum
anderen sind der Grofteil der kommerziell erwerblichen Tetramere auf dieses HLA-Merkmal
beschrankt [110].

Nach Ablauf der einstindigen Inkubationszeit wurde 5 pl Anti-CD8+ FITC zu jeder Probe
hinzugefugt und diese erneut 15 min auf Eis lichtgeschitzt inkubiert, mit MACS Puffer
gewaschen sowie resuspendiert und mittels Durchflusszytometrie gemessen [110]. Als
jeweilige Kontrollen dienten mit Anti-Immunoglobulin G1 und Anti-CD45 gefarbte Proben der
Patienten [110]. Die im Weiteren angegebenen Werte epitopspezifischer CTLs werden im

Folgenden als Anteil der CD45+ CD8+ Zellen angegeben.

2.2.8 Stimulation zytotoxischer T-Zellen mit Schilddrisen-spezifischen

Epitopen

Um zu analysieren, ob das Proliferationsverhalten von CTLs des PTC-Kollektivs durch

Inkubation mit TPO-Epitopen und Tg-Epitopen zu beeinflussen ist, wurden isolierte PBMCs
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von PTC-Patienten kultiviert und fir 20 h mit den Epitopen TPO1, TPO2 und TPO3, bzw. mit
Tg1, Tg2 und Tg3 inkubiert. Im Anschluss an die Stimulation erfolgte die

durchflusszytometrische Messung.

Alle hier verwendeten PBMCs wurden unmittelbar nach dem Isolationsvorgang in Kultur
genommen. Fiir die Kultivierung der PBMCs wurden ca. 6 x 108 Zellen mit 6ml RPMI Medium
16408(1x) +GlutaMAXX™-| resuspendiert. Diese wurden auf funf Wells einer 24er Well-Platte
aufgetragen. AnschlieRend wurden vier Proben 1 pl/ml Interleukin-2 (1I-2), 2 yl/ml Interleukin-
7 (II-7) und 2pl/ml Interleukin-15 (l-15) zugesetzt [110]. Die Kontrolle erhielt keinen Zytokin-
Zusatz. Zusatzlich zu den Zytokinen erhielt das erste der vier Wells die Peptide TPO1, TPO2
und TPO3 als Zusatz (je 2 pl/ml), zum zweiten Well wurden die Peptide Tg1, Tg2 und Tg3 (je
2 pl/ml) hinzugeflgt (s. Tab. 2.6). Als Kontrolle unspezifischer Proliferation wurde ein Well mit
6 pl/ml Ovalbumin versetzt [110]. Die o.g. Peptide wurden in 10% DMSO-L&sung
resuspendiert. Zum Ausschluss einer Beeinflussung durch DMSO wurde ein Well mit 6 pl/ml
DMSO-Ldsung versetzt [110]. Die Inkubation erfolgte flir ca. 20h bei ca. 37°C.

2.2.9 Ki-67 Proliferationsanalyse

Nach ca. 20 Stunden Inkubationszeit wurde mit der Proliferationsanalyse der PBMCs
begonnen. Zunachst wurden die Zellen in FACS tubes von Medium befreit und in kaltem PBS
resuspendiert. Die Oberflachenfarbung erfolgte, indem je 5 pl CD45 FITC-Ak bzw. 5 yl CD45
Peridinin Chlorophyll Protein-Ak (PerCP-Ak), 5 pl CD8 Allophycocyanin-Ak (APC-Ak) und das
entsprechende Tetramer, bzw. die entsprechenden Isotypkontrollen (vgl. Tab. 2.4; Tab. 2.12)

den Zellen hinzugefligt wurden.

Kontrolle/

Proliferationsfirbung FITC-Ak PE-Ak PerCP-AK APC-AK
Kontrolle 1 CD45 1gG2b CD45 Ms 1gG1
Kontrolle 2 Ms IgG1 CD45 Ms IgG1 CD45
Proliferation Ki-67 Tetramer CD45 CD8

Tabelle 2.12 Pipettierschema der Proliferationsanalyse Oberfldchen- und intrazellulére Farbung. Es
wurden Antikérper (Ak) mit den Fluorochromen Fluorescein-Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC) verwendet

Nach 20 min Inkubation erfolgte die Zugabe von 1 ml Fix/Perm L6sung, anschliefiend 40-50
min Inkubation bei 2-8 °C. Die Proben wurden im Anschluss zweimalig mit Perm/Wash Lésung
gewaschen, dann wurde das Zellpellet mit 100 yl Perm-Wash Lésung (s. Tab. 2.5)

resuspendiert und 5 ul Ki-67, bzw. entsprechende Isotypkontrolle zugegeben. Nach erneuter
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40-50 min Inkubation bei 2-8°C wurden die Zellen erneut zweimal mit Perm/Wash Lésung

gewaschen, anschliel3end in PBS resuspendiert und durchflusszytometrisch gemessen.

2210 HLA-Typisierung

Um den Einfluss von vorliegenden HLA-Allelvarianten auf das PTC zu evaluieren, wurde das
PTC-Kollektiv (n = 148) HLA-DQ und HLA-DR typisiert und mit einem gesunden Kontroll-
kollektiv verglichen. DNA Extraktion und Purifikation erfolgte aus PBMCs mit Anwendung des
QIAamp blood kit. Die erreichte Reinheit wurde photometrisch analysiert, indem die Absorption
bei 260 nm und 280 nm gemessen wurde. Proben, die A260/A280 Werte zwischen 1,5-1,9
aufwiesen, wurden verwendet [110]. HLA-DRB1 und HLA-DQB1 intermediate resolution
Typisierung wurde durch das hiesige Institut fir Transplantatdiagnostik und Zelltherapeutika
mit freundlicher Unterstutzung durch Herrn Dr. Jirgen Enczmann mittels Luminex-Technologie
durchgefuhrt. Um die Typisierungsdaten der PTC-Patienten mit denen der Kontrollgruppe zu
vergleichen, muss ein ahnlicher Genpool als Voraussetzung gegeben sein, da etwaige
Unterschiede sonst ggf. nicht PTC-abhangig, sondern ethnizitatsspezifisch waren [110]. Um
vergleichbare Genpools voraussetzen zu kénnen, wurden die intermediate typing results des
PTC-Kollektivs mit denen einer Kontrollgruppe (n =27239; Daten aus Datenbank, angewendet
durch externes Labor, s.0.) verglichen und die PTC-Proben ausgeschlossen, die Allele
aullerhalb der Vergleichsgruppe aufwiesen. Proben, die mehr als zwei gangige Allele

aufwiesen, wurden im Anschluss sequencing-based typisiert [110].

2.2.11 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurden die Programme IBM SPSS Statistics 24 und GraphPad
Prism 6 verwendet (s. Tab. 2.8). Bei Auswertung der T-Zellsubpopulationsanalyse wurden
Werte, die um mehr als die dreifache Standardabweichung vom ursprunglichen Mittelwert
abweichen, aus der Wertung genommen. Anschliefend wurde mittels Shapiro-Wilk-Test
gepruft, ob die Grundgesamtheiten der zu vergleichenden Stichproben eine Normalverteilung
aufweisen. Mittelwerte der normalverteilten Daten wurden mit unabhangigen, bzw.
abhangigen t-Tests bzw. einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit darauffolgendem Tukey HSD
post-hoc Vergleich analysiert. Als signifikant werden, wenn nicht anders gekennzeichnet, p-
Werte < 0,05 definiert. Die Mittelwerte nicht normal verteilter Daten wurden hingegen mit
Mann-Whitney U-Tests, bzw. Kruskal-Wallis-Tests und nachfolgenden Mann-Whitney U-Tests
verglichen. Als signifikant werden p-Werte < 0,05, bzw. < 0,01667 (Bonferroni-Korrektur)
angesehen. Signifikante Unterschiede sind in den ausfuhrlichen Tabellen im Anhang im
Gegensatz zu nicht signifikanten (n.s.) optisch hervorgehoben. Der Einfluss von HLA-

Molekilen auf klinische Parameter wie zum Beispiel Fortschritt des Tumorstadiums,
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Ausbildung von Lymphknotenmetastasen, sowie Ausbildung von Fernmetastasen wurde
mittels Chi-Quadrat-Test, bzw. mittels Fisher’s Exact Test (FET) bei Stichprobengrdfde n < 5
ermittelt. Der Zusammenhang von vorhandenem Genotyp und dem Auftreten von
Fernmetastasen bei bereits positivem Lymphknotenstatus wurde mittels Odds Ratio
berechnet. Das entsprechende 95% Konfidenzintervall (KI) ist jeweils angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 HLA-Typisierung der PTC-Patienten

Um eine Abhangigkeit vorliegender Tumorimmunitat von HLA-Molekilen zu prifen, wurde der
HLA-DR und HLA-DQ Status der PTC-Patienten durch Genotypisierung erfasst und mit ihrem
klinischen Verlauf, insbesondere mit den Inzidenzen von Lymphknoten- und Fernmetastasen,
korreliert (s. Tab. 3.1).

Fernmetastasen N1MO/N1M1
MO [%] / M1[%] (n =132) (n=37)

Lymphknotenmetastasen

Kohorte NO [%] / N1 [%] (n=145)

Alle PTC

DRB1*03 pos.
neg.
DQB1*02 pos.
neg.
DQB1*03 pos.

neg.

97 [66,9 %] / 48 [33,1 %]
16 [59,3 %] / 11 [40,7 %]
811[68,6 %]/ 37 [31,4 %]
27 [62,8 %] / 16 [37,2 %]
70[68,6 %] / 32 [31,4 %]
611[68,5 %] / 28 [31,5 %]

36 [64,3 %] / 20 [35,7 %]

122[92,4 %] / 10 [7,6%]
20 [80 %] / 5 [20 %]
102[95,3 %] / 5 [4,7 %]
33[84,6 %] /6 [15,4 %]
89 [95,7 %] / 4 [4,3 %]
791[97,5 %]/ 2 [2,5 %]

43 [84,3 %]/ 8 [15,7 %]

29 [78,4%] 1 8 [21,6%]
6 [60 %] / 4 [40%]
23[85,2 %] / 4 [14,8 %]
81[61,5 %] / 5 [38,5 %]
21[87,5 %] / 3 [12,5 %]
21[95,5 %]/ 1 [4,5 %]

8[53,3%] /7 [46,7%]

Tabelle 3.1 Inzidenz von Lymphknoten- und Fernmetastasen bei Patienten mit papilldrem
Schilddriisenkarzinom (PTC) in Abhéngigkeit der vorliegendenden HLA-Allele. Insgesamt wurden n=
148 PTC-Patienten typisiert. NO entspricht neg. Lymphknotenstatus, N1 Lymphknotenmetastasen, n =
3 [2%] waren Nx (Lymphknotenbefall nicht beurteilbar) klassifiziert und wurden flir die Berechnungen
exkludiert. MO entspricht keinen Fernmetastasen, M1 diagnostizierte Fernmetastasen, n = 13 Patienten
waren Mx (Fernmetastasenstatus nicht beurteilbar) klassifiziert und wurden fiir die Berechnungen
exkludiert. Weiterhin Darstellung der Inzidenz von Fernmetastasen bei positivem Lymphknotenstatus,
n = 11 wurden bei Mx Befund exkludiert

Von den insgesamt n = 148 typisierten PTC-Patienten wiesen drei einen nicht beurteilbaren
Lymphknotenstatus auf, bei 13 weiteren war der Status der Fernmetastasierung nicht
beurteilbar, so dass diese Patienten hinsichtlich der Berechnung der Inzidenzen von
Lymphknotenmetastasen bzw. Fernmetastasen ausgeschlossen werden mussten.
Hinsichtlich des Fortschritts des Tumorstadiums zeigt sich kein Zusammenhang zu HLA-DR
bzw. -DQ Molekilen (Ergebnisse nicht dargestellt). Hinsichtlich der Eigenschaft der
lymphatischen Metastasierung des PTC lasst sich ebenso kein signifikanter Zusammenhang
mit einzelnen Genotypen in Verbindung bringen (vgl. Abb. 3.1-3.3). Anders verhalt es sich mit
der Ausbildung von Fernmetastasen. Hier zeigt sich, dass bei PTC-Patienten mit Genotyp
HLA-DRB1*03 signifikant haufiger Fernmetastasen diagnostiziert wurden (x*(1) = 6,7, p =

0,022, Abb.3.1). Ebenso weisen auch Patienten mit Merkmal DQB1*02 tendenziell haufiger
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Fernmetastasen auf (FET, p = 0,064, Abb.3.2). Als gegensatzlich und damit protektiv erscheint
das Merkmal DQB1*03. PTC-Patienten mit diesem HLA-Merkmal weisen signifikant seltener
Fernmetastasen auf (FET, p=0,014, s. Abb.3.3) (vgl. [110]).
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Abb. 3.1 Einfluss des Merkmals HLA-DRB1*03 auf die Metastasierungstendenz des PTCs Anteil
der Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC) mit positivem Nachweis lymphatischer
Metastasierung bzw. Fernmetastasen abhédngig vom Vorhandensein des HLA-Allels DRB1*03;
*=p <0,05 vgl [110]
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Abb. 3.2 Einfluss des Merkmals HLA-DQB1*02 auf die Metastasierungstendenz des PTCs Anteil
der Patienten mit papillarem Schilddriisenkarzinom (PTC) mit positivem Nachweis lymphatischer
Metastasierung bzw. Fernmetastasen abhdngig vom Vorhandensein des HLA-Allels DQB1*02; vgl.
[110]
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Abb. 3.3 Einfluss des Merkmals HLA-DQB1*03 auf die Metastasierungstendenz des PTCs Anteil
der Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC) mit positivem Nachweis lymphatischer
Metastasierung bzw. Fernmetastasen abhédngig vom Vorhandensein des jeweiligen HLA-Allels
DQB1*03; *=p < 0,05; vgl.[110]

Betrachtet man das gesamte PTC-Kollektiv so ist festzuhalten, dass das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen als signifikanter Risikofaktor fur das Auftreten von Fernmetastasen
anzusehen ist (,0dds ratio“ (OR) 12,69, [KI 2,55; 63,15]). Erfolgt diese Risikostratifizierung
HLA-Merkmal-abhangig, zeigen sich deutliche Unterschiede beziglich der Tendenz, bei
positivem Lymphknotenstatus auch Fernmetastasen auszubilden (s. Abb. 3.4).
Bemerkenswerter Weise sind bei ausgepragtem HLA-DQB*03 Merkmal vorliegende
Lymphknotenmetastasen kein signifikanter Risikofaktor fur Fernmetastasen, diese Patienten
zeigen eine deutlich geringere Neigung zur Organmetastasierung bei positivem
Lymphknotenstatus (OR 2,7, [KI 0,16; 45,38]) als das gesamte PTC-Kollektiv. Hingegen ist
das Fehlen dieses Merkmals mit einem drastisch erhdhten Risiko verbunden, bei positivem
Lymphknotenstatus auch Fernmetastasen auszubilden (OR 30,625, [KI 3,28;
285,27]).Zusammenfassend zeigt sich bei den DQB1*03 neg. PTC-Patienten im Vergleich zu
den DQB1*03 pos. PTC-Patienten ein 11,3 x héheres Risiko, bei pos. Lymphknotenstatus

auch Organmetastasen aufzuweisen.
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Abb. 3.4 Vorkommen von Fernmetastasen bei positivem Lymphknotenstatus Prozentualer Anteil
der Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC), die bei positivem Lymphknotenstatus
ebenfalls Fernmetastasen aufweisen, abhdngig vom Vorhandensein der HLA-Allele DRB1*03,
DQB1*02 und DQB1*03; ** p < 0,01

3.2 T-Zellsubpopulationsanalyse

Die nachfolgende Darlegung der Ergebnisse der T-Zellsubpopulationsanalyse beschrankt sich
auf die Nennung signifikanter Unterschiede zwischen den untersuchten Kohorten. Im Text
angefuhrte Daten werden, sofern nicht anders gekennzeichnet, als Mittelwert =

Standardabweichung dargestellt und sind jeweils als prozentuale Anteile angegeben.

Die Ergebnisse des kompletten Datensatzes sind im Anhang tabellarisch aufgefiihrt (Tab. 6.1
- 6.3). Eine Abhangigkeit der T-Zellsubpopulationsverhaltnisse von den zuvor beschriebenen
HLA-DR, bzw. HLA-DQ Merkmalen lie} sich an keiner Stelle nachweisen (Ergebnisse nicht
dargestellt).

3.2.1 T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen

Bei Betrachtung der Th-Zellen und CTLs lasst sich kein wesentlicher Unterschied ihres
Verhaltnisses zwischen PTC-Patienten, HT-Patienten und Kontrollen feststellen (s. Abb. 3.5,
3.6). Ebenso wies der Anteil doppelnegativer T-Zellen zwischen den Kohorten keinen
signifikanten Unterschied auf (nicht dargestellt). PTC-Patienten mit nachweisbarem Tg und
somit mit V.a. ein aktives Karzinom weisen hingegen bemerkenswerterweise einen signifikant
groReren Anteil zytotoxischer T-Zellen (33,42 % = 12,1 %) auf als PTCs mit Tg-Werten
unterhalb der Nachweisgrenze (27,55 % + 8,89 %; p < 0,05, s. Abb.3.6). AuRerdem liegt ein

signifikant geringerer Anteil an T-Helferzellen bei Patienten mit nachweisbarem Tg (55,87 % *
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13,05 %) vor als bei PTC-Patienten mit Tg-Werten unterhalb der Nachweisgrenze (62,16 % *
9,67 %; p < 0,05, s. Abb.3.5).
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Abb. 3.5 T-Helferzellen Dargestellt ist der Anteil an T-Helferzellen bezogen auf die Gesamtheit der
aBTCR+ T-Zellen in Abhéngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP
(Kontrollkollektiv ), Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhédngigkeit des
Tumorstatus, respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); *p < 0,05
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Abb. 3.6 Zytotoxische T-Zellen Dargestellt ist der Anteil an zytotoxischen T-Zellen bezogen auf die
Gesamtheit der aBTCR+ T-Zellen in Abhédngigkeit der Diagnosen PTC (papilléres
Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv), Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC
Kohorte in Abhédngigkeit des Tumorstatus, respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs.
Tg > 0,2 ng/ml); *p < 0,05

34



3.2.2 Verhaltnisse der T-Helferzellen

Der Anteil an Th1-Zellen liegt bei PTCs deutlich niedriger (15,27 % = 7,87 %) als bei HTs
(18,86 % £ 6,49 %; p < 0,01) und leicht unter dem der HP (17,18 % + 4,91 %, s. Abb. 3.7).
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Abb. 3.7 T-Helferzellen vom Typ 1 (Th1-Zellen) Anteil an Th1-Zellen bezogen auf alle CD4+ T-Zellen
jeweils in Abhéngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv),
Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhéngigkeit des Tumorstatus,
respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); **p < 0,01
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Abb. 3.8 T-Helferzellen vom Typ 2 (Th2-Zellen) Anteil an Th2 Zellen bezogen auf alle CD4+ T-Zellen
jeweils in Abhéngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv),
Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhéngigkeit des Tumorstatus,
respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); *p < 0,05
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Dagegen weisen PTCs deutlich mehr Th2-Zellen (19,09 % £ 6,44 %) auf als HP (15,11 % *
5,12 %, p < 0,01, Abb. 3.8). Fasst man diese Ergebnisse zusammen, weisen PTCs gegenlber
Kontrollen einen signifikanten Shift des Th1/Th2 Verhaltnisses hin zu Th2-Zellen auf (p < 0,05).

3.2.3 Regulatorische T-Zellen

PTCs weisen einen signifikant hoheren Anteil (0,73 % + 0,9 %) an Treg-Zellen auf als HTs
(0,09 % + 0,12 %) und Schilddrisengesunde (0,07 % * 0,08 %; p < 0,001, s. Abb. 3.9).
Differenziert man die PTC Kohorte weiter, so bestehen hingegen sowohl hinsichtlich des
aktuellen Tumorstatus (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml), als auch hinsichtlich des Auftretens von
Metastasen (nicht abgebildet) keine signifikanten Unterschiede die Treg-Zellen betreffend (s.
Anhang Tab. 6.2, 6.3).
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Abb. 3.9 Regulatorische T-Zellen Anteil der requlatorischen T-Zellen bezogen auf die Gesamtheit der
afTCR+ T-Zellen jeweils in Abhdngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP
(Kontrollkollektiv), Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhéngigkeit des
Tumorstatus, respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml);
**p < 0,0001

3.2.4 Erschopfte T-Zellen

Erschopfte T-Helferzellen (exhausted T cells) finden sich anteilsweise signifikant seltener bei
PTCs (0,44 % % 0,29 %) als bei HTs (2,24 % + 4,87 %; p < 0,001) und Kontrollen (1,15 % %
1,08 %; p < 0,01, s. Abb. 3.10). Im Gegensatz dazu finden sich jedoch hochsignifikant mehr
erschopfte CTLs bei den PTCs (1,33 % £ 0,91 %) als bei HTs (0,39 % % 0,34 %) und der
Kontrollgruppe (0,37 % £ 0,25 %; p < 0,0001, s. Abb 3.11). Bemerkenswert ist, dass der
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zwischen aktiven und PTCs in Remission nachgewiesene signifikante Unterschied der

allgemeinen CTLs nicht bei den erschépften CTLs nachzuweisen ist.
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Abb. 3.10 Erschopfte T-Helferzellen Anteil erschépfter T-Helferzellen bezogen auf alle der aBTCR+
T-Zellen, in Abhdngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv),
Hashimoto Thyreoiditis (HT), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhédngigkeit des Tumorstatus,
respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin (Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); * p < 0,05; **** p < 0,0001
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Abb. 3.11 Erschépfte zytotoxische T-Zellen Anteil erschipfter zytotoxischer T-Zellen (CTLs) bezogen
auf alle aBTCR+ T-Zellen, in Abhéngigkeit der Diagnosen PTC (papillares Schilddriisenkarzinom), HP
(Kontrollkollektiv), HT (Hashimoto Thyreoiditis), bzw. innerhalb der PTC Kohorte in Abhéngigkeit des
Tumorstatus, respektive dem Nachweis von Thyreoglobulin(Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); **** p < 0,0001
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3.2.5 Td T-Zellen

Bei Analyse der yd T-Zellen zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen den Kohorten (s.
Abb. 3.12). PTCs (8,84 % £ 6,18 %) weisen einen hochsignifikant gréReren Anteil an yd T-
Zellen auf als HT-Patienten (6,09 % % 5,03 %; p < 0,001). Der ermittelte Anteil bei HP liegt
unter dem bei HT (5,94 % + 2,75 %, n.s.).
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Abb. 3.12 I'd T-Zellen Anteil an yd T-Zellen im peripheren Blut, jeweils in Abhéngigkeit der Diagnosen
PTC (papillares Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv), HT (Hashimoto Thyreoiditis), bzw.
innerhalb der PTC Kohorte in Abhéngigkeit des Tumorstatus, respektive dem Nachweis von
Thyreoglobulin(Tg neg. vs. Tg > 0,2 ng/ml); **p < 0,01
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3.3 Schilddrusen-spezifische zytotoxische T-Zellen

Im Blut von HT-Patienten wurden bereits zytotoxische T-Zellen nachgewiesen, die Epitope der
Schilddrisen-spezifischen Proteine TPO und Tg als Zielstruktur erkennen [90]. Weiterhin
wurde ein zytotoxisches Potenzial dieser Zellen gegenlber Thyreozyten gezeigt [90]. Um die
Frage nach dem Vorliegen einer gezielten Schilddrisen-spezifischen Immunitat auf Ebene der
zytotoxischen T-Zellen im Sinne einer Antitumorimmunitdt auch bei PTC-Patienten zu
beantworten, wurde der Anteil Schilddrisen-spezifische Epitope erkennender CTLs bei PTC-
Patienten analysiert. Ebenfalls wurden diese bei HT-Patienten erneut erfasst und beide
Kollektive mit einem Kontrollkollektiv verglichen. Das Ergebnis der differenzierten

Epitopanalyse ist in Abb. 3.13 dargestellt.
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Abb. 3.13 Epitopspezifische zytotoxische T-Zellen Anteil der epitopspezifischen zytotoxischen T-
Zellen je analysiertes Epitop, jeweils in Abhdngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres
Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv) und HT (Hashimoto Thyreoiditis); * p < 0,05; vgl.[110]

Das Epitop Tg3 zeigt trotz geringer Fallzahlen in den HT (n = 10) und HP (n = 14) Kohorten
einen signifikanten Unterschied. PTC-Patienten (n = 96) weisen signifikant mehr Tg3-
spezifische zytotoxische T-Zellen auf als Gesunde (PTC 0,1 + 0,1; HP 0,05 £ 0,04, p = 0,039).
Weiterhin ist der Anteil der Tg3 positiven CTLs bei PTCs vergleichbar mit dem der HT. Somit
unterscheiden sich sowohl PTC, als auch HT signifikant von der Kontrollgruppe (HT 0,1 £ 0,07,
p = 0,04). Der Anteil der in Summe TPO-spezifischen CTLs ist zusammengefasst tendenziell
hoher bei PTCs (0,36 = 0,26) als bei den Kontrollen (0,22 £ 0,10) und ahnelt somit eher dem
der HT-Patienten (0,41 + 0,26) (n.s., nicht abgebildet). Bei den Tg-spezifischen CTLs zeigt
sich ein ahnliches Bild, hier liegt der Anteil der Tg-spezifischen CTLs bei PTCs (0,33 + 0,24)
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tendenziell Gber dem der HP (0,22 £ 0,11, n.s., nicht abgebildet) und unter dem der HT (0,38
+ 0,22). Die Summe der TPO- und Tg Spezifischen CTLs ist in Abb. 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14 Summe der TPO und Tg epitopspezifischen zytotoxischen T-Zellen Anteil der TPO1-3
und Tg1-3 spezifischen zytotoxischen T-Zellen in Summe bezogen auf die Gesamtheit der CTLs, jeweils
in Abhéngigkeit der Diagnosen PTC (papilldres Schilddriisenkarzinom), HP (Kontrollkollektiv) und HT
(Hashimoto Thyreoiditis)
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3.4 Proliferation Schilddrusen-spezifischer T-Zellen

TPO und Tg epitopspezifische T-Zellen bilden sowohl bei HT-Patienten als auch bei PTC-
Patienten eine sehr kleine Fraktion der peripheren CTLs (vgl. Abb. 3.13). Um einen besseren
Nachweis dieser Zellen zu erlangen, wurde das Proliferationsverhalten dieser T-Zellen von
PTC-Patienten (n = 39) nach Inkubation mit TPO und Tg Epitopen analysiert [110]. Nach 20h
Inkubation mit den entsprechenden Epitopen ist der Anteil der epitopspezifischen Zellen bei
nahezu allen Epitopen signifikant um etwa das Dreifache erhéht (TPO Sum 0,93 + 0,73,
stimuliert TPO Sum 2,8 £+ 3,8, p < 0,001; Tg Sum 0,77 + 0,40, stimuliert Tg Sum 2,39 + 3,25 p
< 0,001; vgl. Abb. 3.15, Abb. 3.16). Um unspezifisches Proliferationsverhalten zu erfassen,
wurden Zellen einiger Proben (n = 16) zusatzlich mit Ovalbumin inkubiert [110]. In der
abhangigen Stichprobenanalyse lassen sich keine signifikanten Unterschiede im
Proliferationsverhalten nachweisen, im Gesamtvergleich der Kollektive zeigt sich signifikant

weniger Proliferation nach Stimulation mit Ovalbumin als mit Tg bzw. TPO Peptiden.
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Abb. 3.15 Proliferationsanalyse epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten
Anteil der TPO1/TPO2/TPO3 bzw. Tg1/Tg2/Tg3 spezifischen CD8+ Zellen bei PTCs. Tetrameranalyse
erfolgte vor und nach Stimulation mit den den Epitopen entsprechenden TPO und Tg Peptiden; ** p <
0,01, ***p < 0,001; vgl. [110]
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Abb. 3.16 Proliferationsanalyse, Summe epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-
Patienten Summe der Thyreoperoxidase (Epitope TPO1+TPO2+TPO3) bzw. der Thyreoglobulin
(Epitope Tg1+Tg2+Tg3) spezifischen zytotoxischen T-Zellen bei Patienten mit papilldrem
Schilddriisenkarzinom (PTC) vor und nach Stimulation mit den Epitopen entsprechenden TPO und Tg
Epitopen, bzw. nach Stimulation mit Kontrollpeptid Ovalbumin (OVA); *** p < 0,001
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3.5 Einfluss des HLA-Phanotyps auf Proliferation Schilddrisen-
spezifischer T-Zellen

Die in Abb. 3.15 bzw. Abb. 3.16 dargestellten Ergebnisse wurden weiterhin in Abhangigkeit
der zuvor beschriebenen HLA-Merkmale DRB1*03, DQB1*02 und DQB1*03 ausgewertet.
Dabei zeigt sich, dass das Merkmal DRB1*03 lediglich signifikantes Proliferationsverhalten bei
zwei Epitopen der Thyreoidperoxidase aufweist (vor Stimulation TPO1 0,28 + 0,361; TPO2
0,1867 * 0,1629; nach Stimulation TPO1 1,007 + 0,289; TPO2 1,153 + 0,568, p < 0,05; s. Abb.
3.17; s. Tabelle 3.2). Bei den Epitopen TPO3 und Tg1-3 sind nicht signifikant mehr epitop-
spezifische T-Zellen nach erfolgter Stimulation vorhanden. Hingegen weisen HLA-DRB1*03
negative PTC-Patienten bei allen getesteten Epitopen eine signifikante Proliferation auf. Fur
den Genotyp HLA-DRB1*03 lasst sich dementsprechend zusammenfassen, dass er im
klinischen Verlauf haufiger Fernmetastasen aufweist (Abb. 3.1) und im Proliferationsverhalten

eine schwachere Proliferation epitopspezifischer T-Zellen zeigt (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten in
Abhéngigkeit des Merkmals DRB1*03 Abgebildet sind die Anteile epitopspezifischer T-Zellen
(TPO1/TPO2/TPO3 bzw. Tg1/Tg2/Tg3) vor und nach Stimulation mit TPO (Thyreoperoxidase) und Tg
(Thyreoglobulin) Epitopen bei HLA-DRB1*03 pos. gegentiber HLA-DRB1*03 neg. Patienten mit
papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC);* = p < 0,05; **p < 0,01
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Epitop DRB1*03 DRB1*03 pos.  p-Wert DRB1*03 DRB1*03 neg. p-Wert
pos. stimuliert [KI] neg. stimuliert [KI]

TPO1 0,28+0,04 1,01+£0,29 0,046 0,33+0,21 1,44+1,19 0,098
[0,03;1,42]

TPO2 0,19+0,16 1,15+ 0,57 0,06 0,29+0,20 1,42+0,98 0,01
[-0,11; 2,04] [0,37;1,87]

TPO3 0,2+0,19 0,77 £ 0,27 0,02 0,26 £ 0,18 1,1+£1,0 0,098
[0,20;0,95]

Tg1 0,27£0,22 0,99+0,72 0,16 0,32+0,20 1,31+1,04 0,02
[-0,67;2,12] [0,16;1,81]

Tg2 0,29+0,13 0,96 £ 0,88 0,36 0,26 +0,15 1,19+ 1,06 0,0098
[-182;3,17]

Tg3 0,12+0,06 0,79+0,42 0,09 0,22+0,18 1,27 +1,18 0,046
[-0,23;1,57]

Tabelle 3.2 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten
in Abhéngigkeit des HLA-Merkmals DRB1*03 Aufgefiihrt sind tabellarisch die Mittelwerte =
Standardabweichungen der jeweiligen epitopspezifischen zytotoxischen T-Zellen vor und nach
Stimulation mit TPO (Thyreoperoxidase) und Tg (Thyreoglobulin) Epitopen sowie das mittels t-test (bzw.

Wilcoxon-Test) ermittelte Signifikanzniveau

Das Proliferationsverhalten des Merkmals HLA-DQB1*02 ahnelt dem des Merkmals HLA-
DRB1*03. Es zeigt eine etwas starkere Proliferation fur das Epitop Tg3, jedoch keine
signifikante Proliferation bei Tg1 und Tg2 (s. Abb. 3.18; s. Tab. 3.3).
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Abb. 3.18 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten in
Abhéngigkeit des Merkmals DQB1*02 Abgebildet sind die Anteile epitopspezifischer T-Zellen
(TPO1/TPO2/TPO3 bzw. Tg1/Tg2/Tg3) vor und nach Stimulation mit TPO und Tg Epitopen bei HLA-
DQB1*02 pos. gegeniiber HLA-DQB1*02 neg. Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC)
*=p <005 **p<001
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Bei HLA-DQB*02 negativen PTC-Patienten lasst sich dagegen eine signifikante Proliferation
bei sowohl allen TPO Epitopen als auch zwei Tg Epitopen feststellen. Zusatzlich liegen im
Mittel mehr epitopspezifische T-Zellen nach Stimulation vor (n.s). In der Zusammenschau zeigt
dementsprechend auch dieser Genotyp im klinischen Verlauf haufiger Fernmetastasen (vgl.
Abb. 3.2) und weist bei weniger der getesteten Epitope ein signifikantes Proliferationsverhalten

auf als DQB1*02 negative Patienten.

Epito DQB1*02 DQB1*02 pos. p-Wert DQB1*02 DQB1*02 neg. p-Wert
pitop pos. stimuliert [KI] neg. stimuliert [KI]
TPO1 0,27 £ 0,11 0,93 +0,25 0,008 0,35+0,22 1,59+1,29 0,04
[0,28;1,04] [0,04;2,44]
TPO2 0,27+£0,19 1,16 £0,55 0,0096 0,27 £ 0,21 1,48 + 1,01 0,02
[0,36;1,42]
TPO3 0,25 £+ 0,21 0,8 +0,33 0,04 0,24+0,16 1,16 £ 1,01 0,02
[0,03;1,09]
Tg1 0,28 +0,16 0,84 +0,62 0,09 0,33+£0,23 1,49+ 1,08 0,03
[-0,13;1,25] [0,14;2,18]
Tg2 0,28 £ 0,1 0,82 0,18 0,26 +0,16 1,33+ 1,15 0,03
[-0,38;1,45] [0,11;2,03]
Tg3 0,14 £ 0,06 0,92 +0,51 0,03 0,23 £ 0,21 1,32+1,35 0,11
[0,16;1,4] [-0,38;2,56]

Tabelle 3.3 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten
in Abhédngigkeit des HLA-Merkmals DQB1*02 Aufgefiihrt sind tabellarisch die Mittelwerte +
Standardabweichungen der jeweiligen epitopspezifischen zytotoxischen T-Zellen vor und nach
Stimulation mit TPO (Thyreoperoxidase) und Tg (Thyreoglobulin) Epitopen sowie das mittels t-test (bzw.
Wilcoxon-Test) ermittelte Signifikanzniveau

Demgegenuber ist bei vorliegendem Merkmal HLA-DQB1*03 ein signifikant starkeres
Proliferationsverhalten epitopspezifischer T-Zellen zu beobachten. Bei diesen Patienten liegen
nach der Stimulation bei allen gestesteten Epitopen im Mittel mindestens viermal so viele
epitopspezifische T-Zellen vor als zu Beginn, bei allen Epitopen lasst sich somit ein
signifikantes Proliferationsverhalten feststellen (Abb. 3.19, Tab 3.4). Patienten, die das
Merkmal DQB1*03 nicht tragen, zeigen deutlich niedrigere Mittelwerte der epitopspezifischen
T-Zellen und bei keinem Epitop ein signifikantes Proliferationsverhalten [110]. DQB1*03 pos.
PTC-Patienten weisen somit das starkste Proliferationsverhalten der epitopspezifischen CTLs
auf und bilden am seltensten Fernmetastasen aus (s. Abb 3.3). Zusammenfassend scheint die
Fahigkeit der Proliferation epitopspezifischer T-Zellen nach erfolgter Stimulation mit
Schilddrisen-spezifischen Peptidfragmenten abhangig von vorhandenen HLA-Merkmalen zu

sein.
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Abb. 3.19 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten in
Abhéngigkeit des HLA-Merkmals DQB1*03 Abgebildet sind die Anteile epitopspezifischer T-Zellen
(TPO1/TPO2/TPO3 bzw. Tg1/Tg2/Tg3) vor und nach Stimulation mit TPO und Tg Epitopen bei HLA-
DQB1*03 pos. gegeniiber HLA-DQB1*03 neg. Patienten mit papilldrem Schilddriisenkarzinom (PTC)
*=p <005 **p<0,01;vgl [110]

Epitop DQB1*03 DQB1*03 pos. p-Wert DQB1*03 DQB1*03 neg. p-Wert

pos. stimuliert [KI] neg. stimuliert [KI]

TPO1 0,28+0,17 1,63+1,14 0,01 0,4 +£0,21 0,67 £ 0,32 0,12
[0,39;2,3] [-0,13;0,66]

TPO2 0,28+0,18 1,65+0,89 0,003 0,25+ 0,25 0,7+0,45 0,06
[0,62;2,13] [-0,02;0,91]

TPO3 0,26 + 0,26 1,21+ 1 0,008 0,21+0,22 0,59+0,32 0,16
[-0,26;1,02]

Tg1 0,28+0,18 1,60+ 0,91 0,004 0,38+0,24 0,42+0,38 0,85
[0,57;2,06] [-0,71;0,81]

Tg2 0,28 + 0,16 1,41+ 1,08 0,02 0,24 + 0,09 0,51 £ 0,27 0,11
[0,27;2] [-0,11;0,64]

Tg3 0,18 £ 0,16 1,5+1,13 0,03 0,2+0,19 0,51+£0,42 0,11
[0,22;2,4] [-0,13;0,75]

Tabelle 3.4 Proliferationsverhalten epitopspezifischer zytotoxischer T-Zellen bei PTC-Patienten
in Abhédngigkeit des HLA-Merkmals DQB1*03 Aufgefiihrt sind tabellarisch die Mittelwerte +
Standardabweichungen der jeweiligen epitopspezifischen zytotoxischen T-Zellen vor und nach
Stimulation mit TPO (Thyreoperoxidase) und Tg (Thyreoglobulin) Epitopen sowie das mittels t-test (bzw.

Wilcoxon-Test) ermittelte Signifikanzniveau

Fasst man die Ergebnisse der Korrelation der HLA-Merkmale mit dem klinischen Verlauf des

PTCs (vgl. Kap. 3.1) und des Proliferationsexperiments zusammen, lassen sich folgende
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Schlussfolgerungen ziehen: Bei Auspragung des Merkmals HLA-DQB1*03 weisen PTC-
Patienten deutlich seltener Fernmetastasen auf, im Blut vorhandene Schilddrisen-spezifische
T-Zellen proliferieren starker bei diesen Patienten als bei Patienten ohne dieses Merkmal.
Patienten mit Merkmal HLA-DRB1*03 und -DQB1*02 weisen deutlich haufiger
Fernmetastasen auf, im Blut vorhandene Schilddrisen-spezifische T-Zellen proliferieren

schwacher als bei Patienten ohne Auspragung dieser Merkmale.
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4 Diskussion

4.1 Protektivitat des HLA-DQB1*03 Phanotyps gegenuber
Fernmetastasen

Die starke lymphozytare Infiltration und die HT als Komorbiditat sind deutliche Hinweise
darauf, dass die Pathogenese des papillaren Schilddriisenkarzinoms von immunologischen
Mechanismen beeinflusst wird. Obwohl Dailey et al. 1955 PTCs mit HTs als begleitendender
Komorbiditat beschrieben [30], sind die kausalen Zusammenhange dieses Phanomens noch
nicht hinlanglich bekannt. Seit geraumer Zeit ist es Gegenstand der Diskussion, ob diese
immunologischen Einflisse im Sinne einer Antitumorimmunitat eine protektive, oder im Sinne
eines permanenten inflammatorischen Stimulus eine pradisponierende Rolle gegeniber PTCs
einnehmen. Neben Studien, die eine protektive Rolle der HT zeigen und die Hypothese der
Antitumorimmunitat bei PTCs unterstitzen [56-58], zeigten andere Studien keinen Einfluss
[64].

Ein Ansatz, diese divergenten Studienergebnisse zu erklaren, ist die Abhangigkeit der
Antitumorimmunitdt von divergierenden patientenspezifischen Faktoren, wie z.B. HLA-
Allelvarianten, unterschiedliche zugrundeliegende Verhaltnisse der T-Zellsubpopulationen,
etc.. Mit der Beantwortung der Frage, was patientenspezifische Voraussetzungen fir eine
effektive Antitumorimmunitat sind, ist aus therapeutischer Perspektive denkbar, diese
zukunftig Outcome-relevant zu beeinflussen und sie des Weiteren in die prognostische

Evaluation miteinzubeziehen.

Die Analyse der HLA-DQ und -DR Allelvarianten zeigt, dass Patienten mit Nachweis von
DRB1*03 bzw. DQB1*02 signifikant bzw. annahernd signifikant haufiger Fernmetastasen
ausbilden. Folglich ist eine Pradisposition gegenluber Fernmetastasen durch diese Merkmale
anzunehmen. DQB1*03 kann dementgegen eine protektive Rolle zugesprochen werden.
PTCs mit dieser Allelvariante weisen signifikant seltener Fernmetastasen auf. Da DQ- und DR-
Genvarianten MHC |l Molekile kodieren, sind sie bezuglich Antitumorimmunitats-
mechanismen von hoher Relevanz. Allelvarianten dieser Gene kdnnen in einer veranderten
Konfiguration der MHC-Peptidbindungstasche resultieren und sind so in der Lage, die
Prasentation von Tumorantigenen gegenuber T-Zellen zu beeinflussen. Dies beeinflusst
Mechanismen der Antitumorimmunitat insofern, als dass die suffiziente Unterstlitzung durch
T-Helferzellen, die fir eine effektive durch zytotoxische T-Zellen vermittelte antitumorale
Antwort entscheidend zu sein scheint, dadurch beeintrachtigt werden kann [113]. Bei diversen
Malignomen sind bereits pradisponierende Allelvarianten der DR- und DQ-Gene identifiziert

worden [114, 115]. Fur das PTC konnte bisher noch keine allgemeingultige Pradisposition
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durch definierte Allelvarianten nachgewiesen werden. Die veroffentlichten Publikationen
bezlglich genetischer PTC-Pradispositionen durch HLA-DR bzw. -DQ Molekule beschreiben
divergierende Ergebnisse. Shuxian et al. zeigten bei einem chinesischen PTC-Kollektiv kein
gehauftes Auftreten dieser Allele [116]. Dem gegeniber demonstrierten Juhasz et al. in der
ungarischen Population ein leicht erhéhtes Risiko fir PTCs bei Vorliegen von HLA-DR1 [117].
Vergleichbar wiesen Amoli et al. in iranischem PTC-Kollektiv ein gehauftes Auftreten von HLA-
DRB1*04 auf [118]. Kamdi et al. fassten diese und weitere Ergebnisse in einer Metaanalyse
zusammen. Als Ergebnis bestatigten Kamdi et al. eine signifikante Assoziation von PTCs und
DR1, deren Aussagekraft allerdings durch eine grof3e Studienheterogenitat als eingeschrankt
anzusehen ist [18]. Die in dieser Arbeit vorgestellte Analyse korreliert die in PTC-Patienten
vorliegenden HLA-DQ und -DR Allele mit deren klinischen Verlauf. Insbesondere werden sie
in Hinblick auf die Rate der Lymphknoten- und Fernmetastasierung analysiert. Dieses
unterschiedliche Analyseziel kann als Erklarungsansatz fur die teils heterogenen Ergebnisse
dienen, ebenso wie die verschiedenen ethnischen Hintergrinde der in den o.g. Studien

eingeschlossenen Patientenkollektive.

An dieser Stelle hervorgehoben sei die in dieser Arbeit zum ersten Mal beschriebene
signifikant seltenere Organmetastasierung bei Tragern des Merkmals DQB1*03 [110] bei
gleichzeitig nicht sonderlich beeinflusster Tendenz der lymphatischen Metastasierung. Dies ist
insofern bemerkenswert, als dass bestehende Lymphknotenmetastasen im Allgemeinen das
Risiko fur Fernmetastasen erhéhen. Hier scheint das Merkmal DQB1*03 ausgenommen. Bei
DQB1*03 negativen PTC-Patienten mit positivem Lymphknotenstatus ist ein 11,3fach hoheres
Risiko ableitbar, dass sich Fernmetastasen entwickeln, als fir DQB1*03 positive PTC-
Patienten mit positivem Lymphknotenstatus. Das Metastasierungsmuster, das auf der Ebene
der lymphatischen Metastasierung nicht differiert, aber signifikant seltener Fernmetastasen
aufweist, fuhrt zu der Hypothese, dass erst auf der Ebene der umgebenden Lymphknoten ein
effektiver Antitumormechanismus besteht und an dieser Stelle ein Fortschreiten des
Malignoms verhindert. Anhand der dargelegten Daten ist daher eine Beeinflussung der
Tumorimmunitat durch die vorliegenden HLA-Allelvarianten anzunehmen und von einer
DQB1*03 abhangigen Protektivitdt auszugehen. Dem Merkmal kommt folglich eine doppelte
prognostische Relevanz zu. Erstens ist das Risiko, Fernmetastasen auszubilden, niedriger,
zweitens ist auch bei vorhandenen Lymphknotenmetastasen das Risiko der

Fernmetastasierung geringer.

Interessanterweise sind alle der drei 0.g. HLA-Merkmale in Zusammenhang mit Thyreoiditiden
vorbeschrieben. Auffallig dabei ist, dass die beiden, den hier erlangten Ergebnissen nach,
pradisponierenden Merkmale DRB1*03 und DQB1*02 schwacher mit der Hashimoto

Thyreoiditis und starker mit der Basedow Thyreoiditis assoziiert sind [119-121]. Hingegen
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DQB1*03, das in dieser Analyse protektiv erscheinende Merkmal hinsichtlich Fernmetastasen,
wurde in der Literatur in Zusammenhang mit einem erhdhten Risiko der Hashimoto Thyreoiditis
beschrieben [122]. Diese Assoziation stlitzt die mehrfach beschriebene protektive Rolle der
Hashimoto Thyreoiditis. Denkbar ist, dass DQB1*03 pos. PTC-Patienten gegenuber
Autoimmunitatsmechanismen, die gegen die Thyreoidea gerichtet sind, pradisponiert sind,
z.B. vermittelt durch erhdhte Affinitat des MHC Il Molekils gegentiber thyreoidalen Epitopen.
Insbesondere der hohe Differenzierungsgrad des PTCs macht es den gewebespezifischen
CTLs mdglich, auch die neoplastischen Zellen des PTCs weiterhin zu erkennen. So ist eine
effektivere  Antitumorimmunitat bei spezifischen zugrundeliegenden HLA-Merkmalen

konzeptibel.

Thyreozyten kénnen mittels Expression von MHC Il ebenso als antigenprasentierende Zellen
fungieren [123]. Um weiterhin auch eine durch Thyreozyten vermittelte Prasentation via
DQB1*03 und damit einhergehende Protektivitat zu evaluieren, sollte die Expression dieser

Allelvariante im Schilddriisenparenchym, respektive in Thyreozyten, analysiert werden.

4.2 PTC beeinflusst T-Zellsubpopulationen signifikant

Die neben der HLA-Typisierung vorgestellte T-Zellsubpopulationsanalyse zeigt, dass sich das
immunologische Profil der PTC-Patienten signifikant von dem der HT und Kontrollen
unterscheidet. Die Ergebnisse der hier durchgeflihrten Subpopulationsanalysen sind insofern
von Interesse, als dass die Literatur bei 60% der papillaren Schilddrisenkarzinome deutliche
lymphatische Infiltrationen beschreibt [24]. Diese korrelieren mit dem Krankheitsverlauf der
Patienten. Tumorassoziierte Lymphozyten liegen vermehrt bei groleren PTCs vor [87]. Diese
Beobachtung unterstreicht zwar die Verbindung zwischen PTCs und immunologischen
Einflissen, lasst aber noch keine kausalen Schlussfolgerungen zu. Einerseits kénnten
fortgeschrittene Karzinome durch die lokalen Vorgange eine starkere lymphozytare Antwort
bedingen im Sinne einer durch die neoplastischen Vorgange forcierten Antitumorimmunitat.
Andererseits kdnnten starkere Infiltrationen, vergesellschaftet mit ansteigender Tumorgréile,
ein Anzeichen fur ein Versagen des Immunsystems im Sinne fehlender Tumorimmunitat sein.
Die Aufschlusselung der T-Zellsubpopulationen im Blut von PTC-Patienten soll neue

Anhaltspunkte Uber den Einfluss der Lymphozyten auf PTCs geben.

Betrachtet man zunéachst die Th-Zellen und CTLs als Hauptuntergruppen der T-Zellen, so
liegen bei Patienten mit aktivem Tumor bemerkenswerterweise signifikant mehr CTLs vor als
bei Patienten in Remission (Tg < 0,2 ng/ml). Da CTLs das Potenzial haben, Tumorzellen direkt
zu lysieren, kann ihr vermehrtes Vorliegen als Hinweis fur eine gezielte Antitumorimmunitat

angesehen werden. Koharent dazu beschrieben Cunhas et al. bereits eine positive Korrelation
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zwischen rekurrenzfreier Zeit und dem Vorliegen von CD8+ Zellen im Tumorbett [88]. In einer
spateren Publikation Cunhas et al. stellt er diese Theorie insofern in Frage, als er den Groliteil
der tumorinfiltrierenden CD8+ Zellen als funktionslos vorfand [89]. Ein solcher
Erschopfungszustand tritt haufig nach fortwahrender Stimulation der Immunzellen durch
persistierende Inflammationen oder Tumore auf und weist auf eine eher ineffektive Abwehr hin
[124]. In der vorliegenden Analyse wurden ebenfalls die Anteile der erschopften T-Zellen
erfasst. Der Anteil erschopfter CD8+ Zellen ist im PTC-Kollektiv signifikant hoher, koharent mit
den Beobachtungen Cunhas. Bei aktivem/inaktivem PTC sind dementgegen keine
differierenden Anteile erschopfter T-Zellen nachzuweisen. Der groBere Anteil der
zytotoxischen T-Zellen bei aktivem PTC erklart sich folglich nicht allein durch einen gréfieren

Anteil erschopfter T-Zellen und kann als Indiz einer Antitumorimmunitat interpretiert werden.

Des Weiteren liegt ein deutlicher Shift der T-Helferzellen in Richtung der Th2-Zellen bei PTC-
Patienten vor. Th2-Zellen, deren, durch 1I-10 Sekretion vermittelte, Inhibition der CTL
allgemein als tumorproliferativ galt, werden mittlerweile ebenso antitumordse Eigenschaften
zugesprochen [75]. Neben 1I-10 ist Il-4 ein weiteres Th2-Haupteffektorinterleukin, das
einerseits durch Granulozytenaktivierung, andererseits durch antiangiogenetische Effekte
negativen Einfluss auf die Tumorentwicklung zu nehmen scheint [125, 126]. Aber auch II-10
kann nachweisbar eine tumorhemmende und somit protektive Rolle einnehmen, indem es bei
Tumoren mit reduzierter MHC | Expression die, durch NK-Zellen vermittelte, Tumorzelllyse
stimuliert [127]. In Hinblick auf differenzierte Schilddriisenkarzinome beschrieben Yang et al.
eine Tendenz der geringeren lymphatischen Metastasierung bei Vorliegen von sowohl Th1-
als auch Th2-assoziierten Zytokinen [128]. Der hier beschriebene signifikant hdhere Anteil an
Th2-Zellen bei PTC-Patienten ist weder von den Faktoren Metastasierung noch Tumoraktivitat
abhangig. Um die Relevanz dieses fortbestehenden T-Helferzellen Shifts bei PTC-Patienten
interpretieren zu koénnen, sollten sich demnach qualitative Messungen hinsichtlich der
plasmatischen Zytokinlevel anschlielen, ebenso wie die Analyse des primaren
Tumorgewebes hinsichtlich dort vorliegender Infiltrationsverhaltnisse der Th1/Th2 Zellen

sowie dort vorliegender Zytokinlevel.

Regulierende T-Zellen sind signifikant haufiger im peripheren Blut von PTC-Patienten
nachzuweisen als in dem der HTs und Kontrollen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den
histologischen Untersuchungen Imams et al., die signifikant mehr Treg-Zellen im PTC-Gewebe
nachwiesen als in HTs oder Kontrollen [93]. Ebenso beschreiben Gogali et al. vermehrtes
Vorkommen von Treg-Zellen sowohl im peripheren Blut als auch im malignen Parenchym [86].
Die von Gogali et al. dartber hinaus beschriebene positive Korrelation zwischen Treg-Anteil
und Tumorschwere, respektive extrathyreoidalem Wachstum und/oder Metastasierungs-

tendenzen, kann durch die hier erhobenen Daten nicht bestatigt werden. Setzt man die Treg-
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Zellen mit CTLs ins Verhaltnis, so wird ein Verhaltnis zwischen immunologisch repressiven,
die Tumorprogression foérdernden Treg-Zellen und potenziell Tumorzellen lysierenden
zytotoxischen Zellen beschrieben. Demnach ist dieses Verhaltnis fur die Interpretation des
Vorliegens von Antitumorimmunitat vs. Tumorescape-Mechanismen von grol3em Interesse.
Bisherige Veroffentlichungen beschreiben hier eine negative Korrelation hinsichtlich des
CD8/Treg Quotienten und des vorliegenden Tumorstadiums. Diese Korrelation konnte hier

nicht als signifikant nachgewiesen werden.

6 T-Zellen stellen funktionell eine Verbindung zwischen adaptivem und angeborenem
Immunsystem dar. Durch diese Schlisselstellung nehmen sie eine besondere Rolle unter den
T-Zellsubpopulationen ein. Sie verstarken zum einen indirekt via IFNy und TNFa
Antitumorimmunitatsmechanismen, zum anderen kénnen sie direkt Apoptose in Tumorzellen
ausloésen [98]. Die hier untersuchten PTC-Patienten weisen signifikant mehr y® T-Zellen als
HT-Patienten und nahezu signifikant mehr auf als Kontrollen. Die fehlende Signifikanz
gegenuber der Kontrollgruppe ist ggf. auf die kleine Stichprobenanzahl der Kontrollgruppe
zurtckzufihren. Das hier erstmalig beschriebene vermehrte Vorkommen der yd T-Zellen bei
PTCs ist insofern von klinischem Interesse, als dass yd T-Zell-immunotherapien durch ihre
antitumordse Wirkung bereits bei diversen Malignomen (Nierenzellkarzinom; fortgeschrittenes
Lungenkarzinom) klinische Erprobung finden [98]. Dem hier beschriebenen vermehrten
Vorkommen der yd T-Zellen im bei PTCs peripheren Blut steht eine Studie gegenuber, in der
im thyroidalen Tumorgewebe kein relevanter Anteil yd T-Zellen nachweisbar war [129]. Daraus
resultiert die Frage, inwiefern die peripher vermehrt nachzuweisenden yd T-Zellen in der Lage
sind, PTCs zu beeinflussen, wenn sie scheinbar lokal nicht nachweisbar sind. Zur weiteren
Evaluation sollten sich Studien anschlielen, in denen das PTC-Gewebe der Patienten mit
vermehrten yd T-Zellen im Blut auf deren intratumorales Vorliegen analysiert wird, gefolgt von
in vitro Versuchen zur Evaluation des Effekts der korpereigenen yd T-Zellen (ggf. nach
erfolgter in vitro Stimulation) auf PTC-Gewebe. Auch wird in auf diesen Ergebnissen
aufbauenden Studien zu bericksichtigen sein mussen, dass diesen Zellen seit kurzem,
zusatzlich zu den antitumorésen Eigenschaften, auch prokarzinogene Eigenschaften
zugesprochen werden. Demnach sollte zusatzlich die weitere Differenzierung der yd T-Zellen
bei PTC-Patienten erfolgen, um den Anteil der tumorférdernden Subgruppen, u.a. Vo1 yd T-
Zellen, yd T17 T-Zellen und yd Treg-Zellen zu erfassen [130].

Resumierend existieren zahlreiche signifikante Unterschiede zwischen einzelnen T-
Zellsubpopulationen der PTC-Patienten und gesunden Kontrollpersonen. Dieses Ergebnis
unterstreichnt ~ wiederholt die engen Zusammenhange zwischen papillaren

Schilddrisenkarzinomen und immunologischen Vorgangen, ist aber anhand der rein
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quantitativen Erfassung der T-Zellen nicht in der Lage, kausale Aussagen bezuglich

bestehender, effektiver Antitumorimmunitat oder Versagen der selbigen zu machen.

Als Ergebnis kénnen die verstarkt vorliegenden zytotoxischen T-Zellen und die erhéhten I'd T-
Zellen als Hinweise flr Antitumorimmunitat gewertet werden. Andererseits indizieren die
hochregulierten Treg-Zellen, vermehrt vorliegende erschopfte T-Zellen und der Shift der T-
Helferzellen in Richtung der Th2-Zellen immunologische Vorgange, die eher als
malignomférdernd eingeordnet werden kdnnen. Da der letztendliche Einfluss vieler T-
Zellpopulationen, und somit deren Tendenz von pro- oder antikanzerogenem Charakter
vermeintlich vom umgebenden Mikromilieu abhangig ist, scheint das Mikromilieu des Tumors
die Rolle einer ,Stellschraube’ bei der Frage nach effektiver Antitumorimmunitat inne zu haben.
Als nachster Schritt sollte somit die Charakterisierung dieser ,Stellschraube’ in Bezug auf die
beschriebenen T-Zellen im Tumormilieu erfolgen, sowohl hinsichtlich der Erfassung ihrer
Anteile, ihrer Funktonalitat als auch dem Level der sie beeinflussenden Zytokine. Letztendlich
kénnen so die Einflisse entschllsselt werden, die immunologische Mechanismen akzelerieren

und somit eliminierend auf die malignen Zellen einwirken.

4.3 HLA-assoziierte Protektivitat durch Schilddrusen-
spezifische T-Zellen

Die T-Zellsubpopulationsanalyse zeigte signifikant mehr CTLs bei aktiven PTCs im Vergleich
zu PTCs in Remission. Bei HT-Patienten sind ein relevanter Anteil der CTLs TPO- und Tg-
spezifisch und wirken auf Thyreozyten zytotoxisch [90]. In Anbetracht des vermehrten
Vorliegens der CTLs bei aktiven PTCs ist denkbar, dass CTLs der PTC-Patienten ebenso TPO
und Tg spezifische CTLs sind, die in diesem Fall zytotoxisches Potenzial gegenlber den
weiterhin hochdifferenzierten Tumorzellen des PTCs aufweisen. Die daflr notwendige
Expression von TPO und Tg ist bei PTCs als differenzierten Schilddriisenkarzinomen weiterhin
vorhanden, wenn auch partiell reduziert [131, 132]. Tg- und TPO-spezifische T-Zellen wurden
demnach bei PTC-Patienten quantifiziert mit dem Ziel, sie mit dem klinischen Verlauf der
Patienten zu korrelieren sowie eine Abhangigkeit zum HLA-DR bzw. -DQ Status zu prtfen
[110].

Die hier erfolgte quantitative Erfassung der epitopspezifischen T-Zellen zeigt signifikant mehr
epitopspezifische T-Zellen bei PTC-Patienten gegentber den Kontrollen, das Epitop Tg3
betreffend [110]. Dieses Epitop reproduziert ebenso den signifikanten Unterschied der HTs
gegenuber Kontrollen. Die weiteren Epitope zeigen die gleiche Tendenz, jedoch ohne
signifikanten Unterschied, ggf. wird die fehlende Signifikanz durch das kleine Kontrollkollektiv

beglnstigt. Ebenso zeigen sich keine signifikanten Unterschiede der Schilddrisen-
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spezifischen T-Zellen in Abhangigkeit der Metastasierungstendenz, des Tumorstatus oder

vorliegender HLA-Merkmale.

Schilddrisen-spezifische CTLs bilden nur einen kleinen Anteil aller CTLs im Blut von PTC-
Patienten. Zum verbesserten Nachweis wurde ihr Proliferationsverhalten nach Kontakt zum
Zielepitop gepruft. Interessanterweise weisen die CTLs der PTC-Patienten nach Stimulation
mit Tg- bzw. TPO-Epitopen erhdhte Anteile an epitopspezifischen, TPO- und Tg-erkennenden
CTLs auf. Weiterhin weist dieses Proliferationsverhalten eine Abhangigkeit zum vorliegenden
HLA-Merkmal auf. CTLs der HLA-DQB1*03 positiven Patienten haben das signifikant hochste
Proliferationsverhalten nach Stimulation mit TPO- und Tg-Peptiden. Jedes Peptidfragment
(TPO1-3 und Tg1-3) fuhrt zu signifikant mehr epitopspezifischen T-Zellen. Bei Fehlen des
Merkmals findet keinerlei signifikante Proliferation statt. Indes verhalten sich die Merkmale
HLA-DQB1*02 und HLA-DRB1*03 gegenlaufig, hier weisen die Patienten mit einem dieser

Merkmale deutlich weniger Proliferation auf als die Patienten ohne diese Merkmale [110].

Folglich finden sich bei HLA-DQB1*03 pos. PTC-Patienten signifikant mehr durch TPO und Tg
stimulierbare zytotoxische T-Zellen und bei etwa gleicher Tendenz zur lymphatischen
Metastasierung signifikant weniger Fernmetastasen. In diesem Zusammenhang besonders
interessant ist der gelungene immunhistologische Nachweis von TPO- bzw. Tg-spezifischen
CTLs in den tumornahen Lymphknoten (bereits veroffentlicht in [110]). Im Gegensatz zeigen
HLA-DQB1*02 pos. und HLA-DRB1*03 pos. signifikant weniger durch TPO und Tg
stimulierbare zytotoxische T-Zellen und bei etwa gleicher Tendenz zur lymphatischen
Metastasierung eine signifikant hdhere Tendenz der Organmetastasierung. Daraus lasst sich
die These ableiten, dass die Protektion des HLA-Merkmals DQB1*03 auf einer
epitopspezifischen Antitumorimmunitat beruht und so das Fortschreiten des PTCs im Sinne
einer Organmetastasierung verhindert. Unterstitzt wird diese These durch die koharente
Beobachtung, dass die flir Fernmetastasen pradisponierenden Merkmale HLA-DQB1*02 und
HLA-DRB1*03 ebenso weniger epitopspezifische T-Zellen aufweisen. Die vorhandene
Antitumorimmunitat scheint somit den klinischen Verlauf des PTC direkt zu beeinflussen
(bereits veroffentlicht in [110]). Mechanistisch ist eine Prasentation gewebsspezifischer
Tumorantigene in den umgebenden Lymphknoten denkbar. Unterstitzt wirde diese These
durch den Nachweis einer hdheren Bindungsaffinitdt des hier als protektiv definierten
Merkmals HLA-DQB1*03 zu den getesteten Epitopen. Die vorliegende Bindungsaffinitat ist
jedoch aufgrund der kurzen Aminosauresequenzen der hier getesteten Epitope (8

Aminosauren) nicht genau zu erfassen.

Der Nachweis von TPO und Tg und somit thyreoidalen epitopspezifischen CD8+ T-Zellen ist
hier das erste Mal im Rahmen von PTCs erfolgt. Bei anderen Malignomen wurden

tumorantigenassoziierte T-Zellen (TAA) bereits beschrieben. Das prominenteste Beispiel ist
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das maligne Melanom. Bei malignen Melanomen wurde bereits in den 1970er Jahren
beobachtet, dass eine begleitende Autoimmunerkrankung im Sinne einer Vitiligo das Outcome
positiv beeinflussen kann [102, 133]. Die Beschreibung von TAAs bei Melanomen ermdglichte
die Entwicklung eines neuen Therapieansatzes mit dem Ziel einer therapeutisch induzierten
Verstarkung dieser Antitumorimmunitat. Mittlerweile gelten Immunotherapien als eine wichtige
Therapiesaule in der Behandlung maligner Melanome [134]. Zu ihnen zahlen im engeren Sinn
Checkpoint-Inhibitoren, Zytokinadministrationen von I[I-2 oder Interferon und der adoptive

Zelltransfer von tumorinfiltrierenden Lymphozyten [107, 135, 136].

Checkpoint-Inhibitoren, z.B. CTLA-4-Inhibitoren wirken, indem sie die Treg-Zell-vermittelte T-
Zellsuppression hemmen und die Anzahl der Effektor-T-Zellen erhéhen [65]. Des Weiteren
werden durch ihren Einsatz erhdhte Werte an epitopspezifischen CTLs gemessen [137]. Durch
die u.a. in dieser Arbeit nachgewiesenen hohen Treg-Zellen bei PTC-Patienten ist eine
Wirksamkeit der CTLA-4-Inhibitoren zusatzlich zu der daraus potenziell folgenden Erhéhung
epitopspezifischer T-Zellen denkbar. Auch programmed cell death protein 1 (PD-1)
Antagonisten sind in Hinblick auf die Therapie persistenter PTCs vielversprechend.
Hauptfunktion ist die funktionale Wiederherstellung von peripheren, in ihrer Funktion
eingeschrankten, T-Zellen [65]. Diese liegen ebenso beim PTC vermehrt vor. Medikamente
beider Wirkstoffklassen sind bereits fur die Therapie nicht resektabler Melanome zugelassen.
Die anzunehmende Beeinflussung des klinischen Verlaufs durch epitopspezifische T-Zellen,
abhangig vom HLA-Status, ist ein Indikator, dass der Einsatz von Immunotherapeutika auch
bei PTCs zu verbesserten Therapieergebnissen bei persistierendem PTC fuihren kdnnte. Daflr
spricht die mittlerweile nachgewiesene Expression von PD-1/PD-L1 in PTC-Gewebe, die sogar
mit dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen zu korrelieren scheint [138]. Erste Ergebnisse
einer Phase | Studie mit Einsatz des PD-1-Inhibitors Pembrolizumab zeigen erfreulicherweise

vielversprechende antitumordse Eigenschaften bei PTCs [29].

Ebenso vielversprechend ist der Ansatz der Immunotherapie, tumorumgebende Lymphozyten
nach in vitro erfolgter Kultivierung zu reapplizieren. Erste klinische Studien zeigen eine
dadurch erreichte objektive Therapieantwort bei bis zu 56% der Patienten mit metastasiertem
malignen Melanom, bei 22% konnte eine vollstdndige Remission erreicht werden [139].
Koharent zu den oben diskutierten Hypothesen entwickeln einige dieser Patienten mit
effektiver Remission als Nebeneffekt eine Autoimmunerkrankung im Sinne einer Vitiligo [135].
Der adoptive Zelltransfer (ACT von ,adoptive cell transfer”) zeigt v.a. bei der Therapie des
malignen Melanoms gute Erfolge. Eine mogliche Erklarung dafir ist eben das Vorliegen
epitopspezifischer T-Zellen bei dieser Tumorart [140]. Aus diesen Beobachtungen ergibt sich
die Option, auf lange Sicht die Effektivitat einer ACT-Therapie ebenso flr Patienten mit

persistierendem PTC zu evaluieren. Dazu sollte als erster Schritt zunachst die Isolation
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epitopspezifischer T-Zellen erfolgen, um deren zytotoxisches und somit Tumorgewebe
eliminierendes Potenzial in vitro zu erfassen. Gleichwohl ist es unabdingbar, die CTLs auf
Vorliegen ggf. funktionseinschrankender Merkmale zu Uberprufen, wie sie bei
epitopspezifischen tumorinfiltrierenden Zellen des malignen Melanoms teilweise

nachgewiesen wurden [141].

In Hinblick auf das reiche Nebenwirkungsprofil der 0.g. Therapeutika, bzw. der risikoreichen,
vor adoptivem T-Zelltransfer zu durchlaufenden, Lymphozytendepletion, ist es ein zu
erreichender Meilenstein, patientenspezifische Screeningparameter zu definieren, mit deren
Hilfe ein Ansprechen dieser Medikamente zu prognostizieren ist. Die hier beschriebenen
epitopspezifischen T-Zellen zeigen in ihrer Proliferationsfahigkeit eine Abhangigkeit von den
vorliegenden HLA-Allelvarianten. Ob HLA-Allelvarianten einen Pradiktor darstellen und somit
den Erfolg bestimmter immunologischer Therapieregime z.B. ACT-Therapie vorhersagen,
obliegt den Investigationen zukunftiger Studien. Unter anderem mit dieser Zielsetzung sollte
das Bestehen einer lymphatischen Infiltration, das Vorliegen von epitopspezifischen T-Zellen
und HLA-Abhangigkeiten als mogliche Effizienzmarker immunologischer Therapien in

zukunftigen Studien evaluiert werden.

4.4 Limitationen

Bei Interpretation der Ergebnisse der T-Zellsubpopulationsanalyse sollte beachtet werden,
dass die unterschiedliche Kohortengréf3e dazu fihren kann, dass ggf. bestehende signifikante
Unterschiede nicht als solche identifiziert werden konnten. Weiterhin muss beachtet werden,
dass ein Unterschied des Durchschnittsalters zwischen PTCs und HTs gegenlber der
Kontrollgruppe besteht. Diese Divergenz relativierend berichten Studien, dass zwischen dem
dritten und sechsten Lebensjahrzehnt kein signifikanter Unterschied besteht, weder die Anzahl
der Lymphozyten, noch das Verhaltnis von T-Helferzellen zu CTLs betreffend [142]. Weiterhin
sollte bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden, dass die hier vorgestellten
Erfassungen der T-Zellsubpopulationen und epitopspezifischen T-Zellen einmalig zu einem
Analysezeitpunkt erfasst wurden und somit keine Aussagen Uber den zeitlichen Verlauf
vorgenommen werden kénnen. Da die Analyse auflerdem aus peripherem Blut erfolgte, sind
temporare Einflisse auf das Immunsystem wie Infekte 0.4. nicht auszuschlie®en. Durch die
Analyse eines vergleichsweise grof’en Patientenkollektivs (n=93) sollten diese Einflisse
maoglichst gering gehalten werden. Weiterhin anzumerken ist die rein quantitative Erfassung
der T-Zellen, die eine Evaluation der Funktionsfahigkeit der T-Zellsubgruppen nicht zulasst.
Ein die Ergebnisse limitierender Aspekt ist aullerdem das in Teilen retrospektive
Studiendesign. Der Grofdteil der eingeschlossenen Patienten wurde bereits mittels

Thyreoidektomie und/oder Radioiodtherapie (mind. 75%) behandelt und befand sich zum
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Analysezeitpunkt in Remission. Diese Vorbehandlung tangiert zwar nicht die HLA-Typisierung,
eine Beeinflussung der Ergebnisse der T-Zellsubpopulation bzw. der epitopspezifischen T-
Zellen ist hingegen denkbar. Die Radioiodtherapie beeinflusst nachweislich T-
Zellsubpopulationen zumindest transient, die in dieser Arbeit beschriebenen Veranderungen
bei PTC-Patienten sind jedoch nicht mit den bisher berichteten durch Radioiodtherapie
hervorgerufenen Veranderungen der T-Zellsubpopulation Ubereinstimmend. Beschrieben sind
nach Durchflihrung einer Radioiodtherapie eine eher transiente Reduktion vor allem der B-
Zellen, aber auch der Treg- und Th17 Zellen [143, 144]. Die hier aufgeflihrten Ergebnisse im
Sinne hochregulierter Treg-Zellen sind daher nicht als typische Reaktion auf eine
Radioiodtherapie anzusehen. Im Mittel liegt die letzte Radioiodtherapie der eingeschlossenen
PTC-Patienten ca. sechseinhalb Jahre zurlick, aktuelle Studien beschreiben die
Veranderungen durch die Radioiodtherapie vor allem in den ersten zwei Wochen bis drei
Monaten. Dass diese Vorbehandlung die hier gemessenen signifikanten Unterschiede
bedingt, kann demnach nicht ausgeschlossen werden, ist jedoch hinreichend
unwahrscheinlich. Die Zuordnung in die Kohorten aktives und in Remission befindliches
Karzinom limitiert sich durch die schwindende Validitat des Tumormarkers bei gleichzeitigem
Vorliegen von Tg-Ak. Bei 20% aller PTC-Patienten in Remission sind zirkulierende Tg-Ak
beschrieben. Diese kénnen durch Seruminterferenzen den Tg Nachweis beeintrachtigen,
zeigen ihrerseits aber nicht das Vorliegen von tumorésem Restgewebe an [145]. Daher ist
theoretisch nicht auszuschlieRen, dass sich Patienten mit falschnegativen Tg in der Kohorte
der Remissionspatienten befinden und diese die Unterschiede zwischen den Kohorten

abschwachen.
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4.5 Schlussfolgerung

Als vorrangiges Ergebnis dieser Arbeit kann die hier beschriebene Abhangigkeit von PTCs
gegenuber zugrundeliegenden, patientenspezifischen HLA-Merkmalen angesehen werden.
Bei PTC-Patienten ist das Merkmal HLA-DQB1*03 protektiv gegenuber der Bildung von
Fernmetastasen. Diese supprimierte Tumorausbreitung scheint durch eine epitopspezifische
zytotoxische T-Zellantwort vermittelt zu sein. Schilddrisen-spezifische zytotoxische T-Zellen,
die in dieser Arbeit erstmals bei PTC-Patienten beschrieben wurden, zeigen bei DQB1*03 pos.
PTC-Patienten ein signifikant starkeres Proliferationsverhalten als bei DQB1*03 neg. PTC-
Patienten. Zwei weitere in dieser Arbeit beschriebene HLA-Merkmale zeigen dagegen eine
pradisponierende Wirkung gegenuber Fernmetastasen. PTC-Patienten, die Merkmal HLA-
DRB1*03 bzw. -DQB1*02 besitzen, bilden signifikant bzw. annahernd signifikant haufiger
Fernmetastasen. Die nachgewiesenen Schilddrisen-spezifischen zytotoxischen T-Zellen
proliferieren bei diesen PTC-Patienten signifikant geringer als bei Patienten ohne diese
Merkmale, was ebenfalls fir die von Schilddrisen-spezifischen zytotoxischen T-Zellen

vermittelte Protektivitat spricht.

Die durchgefihrte T-Zellsubpopulationsanalyse in peripherem Blut liefert ein detailliertes
immunologisches Profil. Sie bildet zahlreiche quantitative Unterschiede zwischen dem
Kollektiv der PTC-Patienten und dem Kontrollkollektiv ab. Zusammenfassend liefern sowohl
die erhohten Level der zytotoxischen T-Zellen bei PTC-Patienten mit zum Zeitpunkt der
Analyse aktivem Tumor, als auch die tendenziell erhéhten Anteile an yd T-Zellen im peripheren
Blut der PTC-Patienten Hinweise auf Antitumorimmunitat. Gegenteilig deuten die erhéhten
Anteile an regulierenden T-Zellen und erschdpften zytotoxischen T-Zellen auf eine ineffektive
Antitumorimmunitat hin. Inwiefern der nachgewiesene signifikante Shift der T-Helferzellen in
Richtung Th2-Zellen als pro- oder antiproliferativ auf das PTC wirkt, ist ohne nahere

Charakterisierung des Tumormilieus nicht beurteilbar.

58



4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnten spezifische HLA-Merkmale als schitzend bzw. pradisponierend
gegenuber der Ausbildung von Fernmetastasen bei PTCs nachgewiesen werden. Eine HLA-
DR und -DQ Genotypisierung der PTC-Patienten ist als zukunftiges, relevantes

Prognosekriterium denkbar.

Die weiteren gewonnenen Ergebnisse bezuglich Schilddrisen-spezifischen zytotoxischen T-
Zellen und T-Zellsubpopulationen bei PTCs bieten die Grundlage daflr, das Potenzial neuer
Immuntherapeutika, wie z.B. adoptiver Zelltransfer, yd T-Zell-lmmuntherapie oder Immun-

Checkpoint-Inhibitoren, bei bisher therapierefraktaren PTCs einschatzen zu kénnen.

Hinsichtlich der Perspektive, Schilddrisen-spezifische zytotoxische T-Zellen therapeutisch im
Sinne eines adoptiven Zelltransfers oder einer dendritischen Zelltherapie bei PTCs zu nutzen,
sollte zunachst eine nahere Charakterisierung dieser Zellen erfolgen und insbesondere ihr
zytotoxisches Potenzial gegenlber PTC-Zellen erfasst werden. Anschliellend sollte erwogen
werden, diese Immunotherapie HLA-abhangig zu evaluieren, da dieser Therapieansatz in
Bezug auf die hier erlangten Ergebnisse bei Merkmalstragern von HLA-DQB1*03 als am

effektivsten einzuschatzen ware.

Die tendenziell erhdhten Anteile an y® T-Zellen bei PTC-Patienten sollten unter dem
Gesichtspunkt mdglicher yd T-Zell-immuntherapien genauer evaluiert werden, etwa
hinsichtlich ihres Vorliegens in primarem Tumorgewebe, wie auch im Hinblick auf bei PTC-

Patienten vorliegenden Subtypen der yd T-Zellen.

Immun-Checkpoint-Inhibitoren, wie PD-1- und CTLA-4 -Inhibitoren konnten die Therapie vieler
Malignome revolutionieren. Mittels der funktionalen Wiederherstellung von in ihrer Funktion
eingeschrankten T-Zellen, bzw. durch deren Inhibition von regulierenden T-Zellen ist eine
therapeutische Effizienz bei fortgeschrittenen PTCs denkbar. PD-1-Inhibitoren werden bei
PTC-Patienten bereits in ersten klinischen Studien eingesetzt [29]. CTLA-4-Inhibitoren
erhdhen aulerdem nachgewiesener Weise den Anteil epitopspezifischer T-Zellen [65]. Dies
suggeriert vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung des PTCs, insbesondere in
Anbetracht der hier erlangten Ergebnisse bezlglich der beobachteten Assoziation von
vorliegenden,  Schilddrisen-spezifischen  zytotoxischen  T-Zellen und  geringerer
Fernmetastasierung. Da nach den oben genannten Ergebnissen die Proliferationsfahigkeit
epitopspezifischer T-Zellen von zugrundeliegenden HLA-Merkmalen beeinflusst zu sein

scheint, sollte der Erfolg dieser Immunotherapeutika ebenso HLA-abhangig evaluiert werden.
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6 Anhang

PTC HT HP p-Werte
T-Zellsubpopulation
N Mean . . Mean < N Mean - PTC u. |PTC u. |HT wu.
(%) (%) (%) HT HP HP

T-Helferzellen/

zytotox. T-Zellen
T-Helferzellen 92161,24 110,94 (49| 65,19 | 12,82 |16 | 64,17 |10,12|0,129" | 0,615" |0,948"
Zytotox. T-Zellen (CTL) |92 | 28,57 | 9,37 |49| 25,71 |10,68|16| 27,34 | 10,55 |0,235" | 0,890" |0,836"
Helfer/Zytotox. T-Zellen 92| 2,62 |1,7 |49| 6,77 |16,25|16| 6,98 |18,46|0,079 |0,534 |0,584
Doppelneg. T-Zellen 92| 8,87 |526 |49| 7,29 |456 |16| 7,68 |4,28 |0,063 |0,494 |0,653

T-Helferzellen

Th1-Zellen 931 15,27 | 7,87 |51| 18,86 |6,49 |17]17,18 4,91 |0,002 |0,121 |0,376
Th2-Zellen 93119,09 |6,44 |51(19,01 (7,13 17| 1511|512 |0,914 |0,006 |0,017
Th1/Th2-Zellen 93] 0,9 |0,83 (51| 14 |214 (17| 1,27 |0,57 |0,011 |0,011 |0,339

Regulierende T-Zellen 891 0,73 |09 461 0,09 |0,12 |16 0,07 |(0,08 |0,000 |0,000 |O0,702

Erschopfte (exhausted)

T-Zellen

exh. CD4 TIM 90| 1,16 0,79 |45| 1,33 |1,17 |15| 1,29 |0,62 |0,868 |0,343 |0,335
exh. CD4 CD279 87| 3,04 |2,71 |44 2,47 (1,73 |15]| 4,24 |35 0,534 |0,199 |0,105

exh. CD4/PD-1/TIM3 86| 0,44 0,29 (43| 2,24 (487 |15| 1,15 |1,08 |0,000 |0,005 |0,57

exh. CD8 TIM 881 11,98 | 7,59 |44 12,06 10,37 15| 7,02 |4,41 |0,479 |0,010 |0,102
exh. CD8 CD279 85] 3,99 |34 43| 3,88 |3.1 151 6,37 |524 |0,914 |0,088 |0,083
exh. CD8/PD1/TIM3 83| 1,33 [0,91 [42| 0,39 (0,34 15| 0,37 |0,25 |0,000 |0,000 |0,913

Anergische T-Zellen

Anerg. T-Helferzellen 90| 1,82 | 1,27 49| 1,82 1,55 16| 1,65 |0,87 |0,836 |0,665 |0,927

Anerg. zytotox. T-Zellen |90 | 1,17 | 1,32 |48| 1,47 |2,15 |15| 1,02 |0,82 |0,959 |0,920 |0,936

Weitere

Naturliche Killer-T-Zellen | 93 | 2,79 |2,12 46| 2,33 |22 161 2,14 |2,01 0,151 |0,258 |0,949
Aktiv. zytotox T-Zellen 881 1,38 |1,41 (45| 1,03 |1,27 |14] 0,89 (0,63 |0,117 |0,641 |0,331
5 T-Zellen 841 884 6,18 [44| 6,09 503 |15| 594 |2775 |0,000 |0,068 |0,365

Tabelle 6.1 Ergebnisse der T-Zellsubpopulationsanalyse in Abhédngigkeit der Diagnosen Anteile
der vorliegenden T-Zellsub-populationen bei PTC (papilldrem Schilddriisenkarzinom), HP
(Kontrollkollektiv) und HT (Hashimoto Thyreoiditis), x" = Normalverteilung gegeben, One-Way-ANOVA
Analyse, p < 0,05 signifikant; (ibrige Daten analysiert mit Kruskal-Wallis und Mann Whitney U Test,
Bonferroni Korrektur, p < 0,01667 signifikant (signifikante Daten sind hervorgehoben).
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PTC PTC
p-Wert
T-Zellsubpopulationen Tg > 0,2ng/ml Tg =0 ng/ml
n Mean (%) s n Mean (%) s
T-Helferzellen/
zytotox. T-Zellen
CD4+ T-Zellen 15 55,87 13,05 | 59 62,16 9,67 0,040
CD8+ T-Zellen 15 33,42 12,1 59 27,55 8,89 0,038
Verhaltnis  Helfer/Zytotox. T- | 15 2,40 2,72 59 2,67 1,47 0,028
Zellen
Doppelneg. T-Zellen 15 8,33 6,20 59 9,13 5,59 0,456
T-Helferzellen
Th1-Zellen 15 16,54 9,28 58 13,74 7,36 0,219"
Th2-Zellen 15 18,20 7,60 58 19,39 6,48 0,541"
Zellverhaltnis Th1/Th2 15 1,13 0,85 58 0,87 0,88 0,283
Regulierende T-Zellen 15 0,49 0,50 57 0,82 1,00 0,255
Erschopfte (exhausted)
T-Zellen
exh. CD4 TIM 14 1,29 1,27 58 1,18 0,74 0,508
exh. CD4 CD279 14 3,16 2,90 55 3,28 2,98 0,698
exh. CD4/PD-1/TIM3 14 0,43 0,22 54 0,45 0,32 0,861
exh. CD8 TIM 14 10,05 7,89 55 11,76 6,98 0,343
exh. CD8 CD279 14 3,75 4,25 52 4,36 3,38 0,224
exh. CD8/PD1/TIM3 14 1,25 1,10 59 1,35 0,87 0.412
Anergische T-Zellen
Anergische T-Helferzellen 15 1,85 1,61 58 1,87 1,18 0,499
Anergische zytotox. T-Zellen 14 1,07 0,66 58 1,09 0,97 0,584
Weitere
Naturliche Killer-T-Zellen 14 2,75 2,55 59 2,58 1,85 0,817
aktivierte zytotoxische Zellen 14 1,09 1,46 57 1,55 1,52 0,179
5 T-Zellen 11 7,33 4,13 55 9,37 6,95 0,434

Tabelle 6.2 Ergebnisse der T-Zellsubpopulationsanalyse in Abhédngigkeit des Tumorstatus
Vergleich zwischen PTC-Patienten mit aktivem Tumor (Tg > 0,2ng/ml) und PTC-Patienten in Remission.
Normalverteilung Uberprtift mit Shapiro-Wilk Test, x" = Normalverteilung gegeben, Daten mit t-Test
analysiert, alle weiteren Daten mit Mann Whitney U Test, p Werte < 0,05 sind als signifikant anzusehen
(signifikante Daten sind hervorgehoben).

70



Metastasiertes PTC Lokales PTC p-Wert
T-Zellsubpopulationen
n Mean (%) S n Mean (%) s

Helferzellen/
zytotox. T-Zellen
CD4+ T-Zellen 29 58,82 11,79 62 62,54 10,41 0,131"
CD8+ T-Zellen 29 30,60 9,86 62 27,38 8,90 0.124n
Zellverhaltnis CD4+/CD8+ 29 2,48 2,18 62 2,70 1,45 0,084
Doppelneg. T-Zellen 29 9,12 6,32 62 8,82 4,76 0,702
Helferzellen
Th1-Zellen 30 15,89 10,57 62 14,97 6,32 0,664"
Th2-Zellen 30 19,18 5,63 62 19,19 6,79 0,993"
Zellverhaltnis Th1/Th2 30 0,91 0,74 62 0,97 0,88 0,653
Regulierende T-Zellen 29 0,84 0,97 59 0,68 0,87 0,128
Erschopfte (exhausted) T-Zellen
exh. CD4 TIM 27 1,37 0,80 60 1,02 0,72 0,030
exh. CD4 CD279 25 4,14 3,55 59 2,48 1,77 0,094
exh. CD4/PD-1/TIM3 25 0,51 0,43 58 0,43 0,27 0,677
exh. CD8 TIM 28 12,87 7,01 60 11,34 7,49 0,215
exh. CD8 CD279 26 4,67 4,8 59 3,84 3,07 0,966
exh. CD8/PD1/TIM3 26 1,59 1,37 57 1,31 0,84 0,765
Anergische T-Zellen
Anergische T-Helferzellen 29 1,65 1,07 60 1,93 1,34 0,473
Anergische zytotox. T-Zellen 28 0,93 0,91 59 1,09 0,91 0,268
Weitere
Natirliche Killer-T-Zellen 30 2,98 2,40 62 2,74 1,99 0,861
aktivierte zytotoxische Zellen 27 1,52 1,77 60 1,34 1,23 0,811
['d T-Zellen 27 8,41 5,01 54 8,78 6,02 0,791

Tabelle 6.3 Ergebnisse

Metastasierungstendenz

Vergleich

T-Zellsubpopulationsanalyse in  Abhédngigkeit der

zwischen

PTC-Patienten

mit

Metastasen

(Lymphknotenmetastasen und/oder Fernmetastasen) und PTC-Patienten ohne Ausbildung von
Metastasen. Normalverteilung Gberpriift mit Shapiro-Wilk Test, x" = Normalverteilung gegeben, Daten
mit t-Test analysiert, alle weiteren Daten mit Mann Whitney U Test, p Werte < 0,05 sind als signifikant

anzusehen
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